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Résumé

L’objectif de la présente étude est la contribution a I’étude des activités biologiques et les effets
des extraits d’Artemisia campestris, qui est une plante largement utilisée par la population
algérienne et en médecine traditionnelle. Ce travail s’intéresse a déterminer la composition
phytochimique des extraits d’Artemisia campestris et d’étudier leurs activités biologiques. Les
activités biologiques consistent une €¢valuation de I’activité antioxydante (capacité antioxydante
totale et le de piégeage du radical DPPH), une évaluation de I’activité antimicrobienne par
quatre méthodes, une étude de I’effet antimicrobien (viabilité cellulaire, tolérance au sel et

I’activité de lipases), et finalement, une étude de la cytotoxicité vis-a-vis les érythrocytes.

Les résultats des tests phytochimiques ont montré que la plante Artemisia campestris récoltée
de la région d’Ain el Hdjar de la wilaya de Saida, avait une composition phytochimique
diversifiée y compris les alcaloides, les tannins catéchiques, les anthocyanes, les coumarines,
stérols et les triterpenes, et les saponines... L’évaluation de la capacité antioxydante totale a
révélé que I’extrait aqueux avait une forte activité estimée par 26,24mg EAG/g MS, le test de
piégeage du radical DPPH a confirmé le pouvoir antioxydant de 1’extrait aqueux d’Artemisia
campestris avec un IC50 égale a 0,49 mg/ml. L’activité antifongique des extraits d’Artemisia
campestris avait une efficacité sur la souche Endosporium spp avec un indice antifongique de
65% par I’extrait hexanique. Les zones d’inhibition obtenues par la méthode de diffusion des
disques ont révélé que Bacillus cereus avait la plus sensible vis-a-vis I’extrait méthanolique par
un diametre de 18.5 mm. Les valeurs de concentration minimale inhibitrice (CMI) enregistrées
par les extraits étudiés varient de 0,39 mg/ml a 12,5 mg/ml, et les valeurs de concentration
minimale bactéricide sont variées de 0.78 mg/ml a 25 mg/ml. L’extrait méthanolique a montré
un effet inhibiteur de la viabilité de Staphylococcus aureus avec une réduction du nombre des
colonies, ainsi que la perte de sa tolérance au sel et son activité de lipases apres le traitement de
la souche par des différentes concentrations de 1’extrait méthanolique. La cytotoxicité
d’Artemisia campestris vis-a-vis les globules rouges humains a été enregistré a la concentration
6,25 mg/ml. En conclusion, les résultats ont montré des divers effets et activités biologiques

des extraits d’Artemisia campestris en fonction des concentrations utilisées.

Mots clés: Artemisia campestris, tests phytochimiques, activités biologiques, activité
antioxydante, activité antimicrobienne, cytotoxicite.



Abstract

The objective of this study is the contribution to the study of biological activities and the effects
of Artemisia campestris, which is a plant widely used by the Algerian population and in
traditional medicine.

This work aims for detection of the phytochemical composition of Artemisia campestris’s
extracts and studying their biological activities.

The biological activities consist to evaluate the antioxidant activity (total antioxidant capacity
and the DPPH scavenger), In addition to, the evaluation of the antimicrobial activity by four
methods, and the study of the antimicrobial effect (cell viability, salt tolerance and lipase
activity), and finally, the study of cytotoxicity towards erythrocytes.

The results of phytochemical screening revealed that the plant Artemisia campestris obtained
from Ain el Hdjar region of Saida city, had a diversified phytochemical composition including
alkaloids, catechin tannins, anthocyanin’s, coumarins, sterols and triterpenes, and saponins ...
The evaluation of the total antioxidant capacity revealed that the aqueous extract had a high
activity estimated by 26.24mg EAG / g MS, the DPPH radical scavenging test confirmed the
antioxidant power of the aqueous extract of Artemisia campestris with an 1C50 equal to 0.49
mg / ml. The antifungal activity of extracts of Artemisia campestris was effective on the
Endosporium spp. Strain with an anti-fungal index of 65% by the hexanic extract. The inhibition
zones obtained by the disk diffusion method revealed that Bacillus cereus was the most
sensitive to the methanolic extract by a diameter of 18.5 mm. The minimum inhibitory
concentration (MIC) values recorded by the extracts studied ranged from 0.39 mg / ml to 12.5
mg / ml, and the minimum bactericidal concentration values ranged from 0.78 mg / ml to 25
mg / ml. The methanolic extract showed an inhibitory effect on the viability of Staphylococcus
aureus with a reduction in the number of colonies, as well as the loss of its salt tolerance and
lipase activity after the treatment of the strain by different concentrations of the methanolic
extract. The cytotoxicity of Artemisia campestris to human red blood cells was recorded at a
concentration of 6.25 mg / ml.

In conclusion, the results showed various effects and biological activities of extracts of
Artemisia campestris depending on the concentrations used.

Key words: Artemisia campestris, phytochemical tests, biological activities, antioxidant
activity, antimicrobial activity, cytotoxicity.
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Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guérir les maladies
humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines des
composés naturels bioactifs appelés: les métabolites secondaires. Ces derniers sont accumulés
dans différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante (Nawaz et al.,
2006).

Méme avec le progreés de la pharmacologie, 1’usage thérapeutique des plantes médicinales est
tres présent dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement, en
I’absence d’un systéme médical moderne (Tabuti et al., 2003). Pour ces raisons, I'étude des
activités biologiques des substances issues des plantes en vue de leurs applications a la santé

humaine demeure une tache intéressante et utile (Benmansour, 2016).

L’ Algérie recele d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité a cause de sa
position géographique (Emberger, 1971). Parmi ces ressources naturelles; les plantes
aromatiques et médicinales qui occupent une large place et jouent un grand role dans
I’économie nationale. Elles sont utilisées dans différents domaines: industrie alimentaire,

conserverie, pharmaceutique, et phytothérapie (Duraffourd, 1997).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressées a 1’étude de I’espece médicinale, appartenant
au genre Artemisia, et la famille des Astéracées, Artemisia campestris qui appartient a la flore

algérienne et qui est reconnue pour son utilisation médicinale diverse (Djidel et al., 2009)

L’objectif de notre travail s’adresse a la valorisation de la plante aromatique et médicinale
utilisée en médecine traditionnelle Artemisia campestris et 1’évaluation de quelques activités

biologiques de ses extraits.
Afin de réaliser cette étude, les objectifs suivants ont été fixés :

o La caractérisation des composes phytochimique des extraits d'Artemisia campestris par

les tests de screening.

e L'évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits et des huiles essentielles
d'Artemisia campestris par la méthode de diffusion de disques et les méthodes de
détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les concentrations
minimales bactéricides (CMB) et (CMF) vis-a-vis six souches bactériennes et trois espéces
fongiques (levures) ainsi que I’évaluation de 1’activité fongique contre quatre especes

fongiques (champignons).
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e L'étude de mécanismes d'actions de I’extrait méthanolique d'Artemisia campestris a
différentes concentrations vis-a-vis de Staphylococcus aureus par les tests de la variabilité

cellulaire, tolérance au sel et I’activité des lipases.
o Etude de la cytotoxicité des extraits d’Artemisia campestris vis-a-vis les érythrocytes.

« Evaluation du pouvoir antioxydant pas deux méthodes : capacité antioxidante totale et

le test de piégeage du radical DPPH.
Ce manuscrit est divisé en trois parties :

%+ La premiére partie est consacrée a une étude bibliographique. Nous avons entamé cette
partie par des généralités sur les plantes médicinales et une présentation et les aspects
botaniques et phytochimiques de la plante étudiée, ses activités biologiques, et enfin les
mécanismes d’action des antimicrobiens.

Cette partie comporte quatre chapitres :

- Chapitre | : Généralités sur les plantes médicinales

- Chapitre 11 : Présentation de la plante étudiee

- Chapitre 111 : Activités biologiques d'Artemisia campestris

- Chapitre IV : Mécanisme d’action des antimicrobiens

*

% Dans la deuxiéme partie, qui correspond a la méthodologie, nous présenterons nos
stations d’études, notre matériel végétal (les parties du végétale traitées ainsi que les
périodes d’échantillonnage) et nous exposerons les différentes méthodes utilisées dans
notre partie pratique pour 1’extraction et les tests phytochimiques, I’extraction des huiles
essentielles ainsi que les tests de I’activité antimicrobienne et le mécanisme d’action
d’Artemisia campestris, pouvoir antioxydant et la cytotoxicité vis-a-vis les globules

rouges.

e

AS

Nous présenterons et discuterons les résultats obtenus dans la troisieme partie de ce
travail.

% Enfin, nous terminerons par une conclusion générale




Synthese bibliographique
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1. Définition des plantes médicinales :

Une plante médicinale regroupe I'ensemble des plantes dont un ou plusieurs de leurs organes
sont utilisés pour leurs vertus thérapeutiques. Il peut s'agir de la tige, des feuilles, de I'écorce
ou encore des racines qui sont employées a des fins curatives (Hodré, 2014). Par suite, la
pharmacopée européenne definit une plante médicinale comme une drogue végétale dont au
moins une partie possede des propriétés médicamenteuses, 1’expression drogue végétale ou,
plus couramment, drogue, désigne donc une matiére premiere naturelle servant a la fabrication

des medicaments (Debuigne, 1974).

Les plantes médicinales peuvent étre des plantes spontanées, qui sont des plantes difficiles a
cultiver, et elles représentent encore, d'apres certaines firmes importatrices, 60 a 70 % des
drogues du marché européen. Quant a la valeur médicinale des plantes spontanées, elles varient
suivant 1’origine, le terrain et les conditions de croissance (Bezanger et al., 1975).
Secondement, les plantes cultivées, leur culture évite ces inconvénients. Elle assure une matiére
premiére en quantité suffisante, homogene au double point de vue aspect et composition
chimique (Chaberier, 2010).

2. Phytothérapie :

La phytothérapie est le traitement des pathologies bénignes par les plantes médicinales, celles-
ci sont consommées en I'état (tisanes) apres leurs transformations en poudres, extraits...
(Moatti, 1983). La législation francaise impose que les plantes médicinales et les médicaments
de la phytothérapie ne présentent que pas ou peu : de risque de surdosage, de toxiciteé,

d'associations dangereuses (Chaberier, 2010).

3. Propriétés et vertus thérapeutiques des plantes médicinales :

Les plantes biosynthétisent deux types des composes chimiques, il s’agit des métabolites
primaires et métabolites secondaires. Les premiers sont indispensables a I’existence des plantes
(protéines, lipides et hydrates de carbone) et servent a la subsistance et a la reproduction, non
seulement a la plante elle-méme mais encore a d'autres étres vivants [(Elbidi, 2016) ; (Fouché
etal., 2002)]. Cependant, les métabolites secondaires, au moins a 1’état pur et a certaines doses,
ont des propriétés médicinales ou peuvent étre toxique. Toutefois, il ne s’ensuite pas

nécessairement que les mémes composés sont aussi toxiques ou bénéfiques lorsqu’ils se
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trouvent dans la plante ou lorsqu’ils sont en extraits, car il peut y avoir des effets synergiques

des composés chimiques dans la plante (Maurice, 1997).
4. Métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont des molécules complexes synthétisees par les plantes
supérieures (Boudjouref, 2011), ils n’exercent pas de fonction directe au niveau des activités
fondamentales de la plante (Guignard, 1996), par contre, ils interviennent dans 1’adaptation
de la plante & son environnement (Judd, 2002), ainsi que la régulation des symbioses, la
défense contre les prédateurs et les pathogenes et contribuant également a la survie de
I'organisme dans son écosysteme (Peeking et al., 1987). Leur incorporation dans 1’alimentation
humaine peut étre utile pour la prévention contre plusieurs maladies comme les maladies

circulatoires, les inflammations, les infections... (Makkar et al., 2007).

Chez les végétaux, ces composes secondaires regroupent des dizaines de milliers de molécules
différentes classées en familles chimiques telles que les polyphénols, les terpenes, les
alcaloides etc... (Tableau 01) (Elkolli, 2017).
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Tableau 01 : définition et propriétés des principaux composes qui représentent les métabolites secondaires
Métabolite Définition Propriétés Structure Références
secondaire chimique
Les Ils sont des composés azotés complexes | lIs possedent une activité pharmacologique et [(Gazengel et
alcaloides | généralement dun effet physiologique | thérapeutique significative notamment au niveau N Orecchioni, 2013) ;
puissant. Ce sont pour la plupart des poisons | de systeme nerveux central, systtme nerveux | P (Khenaka, 2011) ;
végétaux tres actifs, dotés d’une action | autonome et du systéme cardiovasculaire, jouent N (Ouahas, 1996)]
specifigue. Les alcaloides sont des|un role écologique de défense contre des Pyridine
hétérocycliques a caractere alcalin contenus | herbivores.
essentiellement dans les plantes.
Les Le terme flavonoide désigne une tres large | Posseédent une forte activité antioxydante, ils sont ” ] [(Bruneton, 1999) ;
flavonoides | gamme de composés naturels appartenant a la | capables de diminuer la perméabilité des N (Ghestem et al., 2008) ;
famille des polyphénols, souvent responsables | capillaires sanguins et de renfoncer leur (Harborne et Williams,
de la coloration des fleurs, des fruits et parfois | résistance, possedent des propriétés 2000) ; (Meddelton et
des feuilles. A I’état naturel les flavonoides se | antimicrobiennes par P’inhibition des enzymes al., 1993) ; (Peterson,
trouvent le plus souvent sous forme | extracellulaires microbiennes. 1998) ; (Seyoum et al.,
d’hétérosides. 2006)]
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lls sont des composés polyphénoliques de
structures variées, non azoté et ayant en
commun la propriété de précipiter les

alcaloides, la gélatine et les protéines.

Ils ont un trés grand pouvoir antibactérien, anti-
inflammatoire, Les plantes riches en tanins sont

utilisées dans les cas de rhume, de maux de gorge.

| [(Bassene et al., 1995) ;

(Khanbabae et Ree,
2001) ; (Motaet al.,
1985) ; (Nonaka et al.,
1990) ; (Paolini et al.,
2003)]

Les

coumarines

Ils sont des hétérocycles oxygénés ayant
comme structure de base le benzo-2- pyrone,
elles sont responsables de l'odeur

caractéristique du foin.

Anti-agrégation plaquettaire, anti- inflammatoire,
anti-coagulante,  anti-tumorale  diurétiques,

antimicrobienne.

[(Cowan, 1999) ;
(Ochocka et al., 1995) ;
(Ojalaetal., 2002) ;
(O’Kennedy et
Thornes, 1997) ;
(Taguchi et al., 2002)]

Les quinones

Des composés oxygénés qui correspondent a

I’oxydation de dérivés aromatiques.

Les plantes 1’utilisent pour transporter les
électrons dans les membranes de la mitochondrie,
soignent les troubles de I’intestin gréle, ils sont

reconnus comme un pesticide naturel.

[(Bruneton, 1993) ;
(Harbone, 1998) ;
(Guignard et al., 1995)]

Terpénoides

Hydrocarbures naturels, de structure cyclique
ou de chaine ouverte, leur variation
structurelle justifie 1’existence de nombreux
alcools, aldéhydes, cétones, éthers, esters,

phénols.

Leur présence signifie que les plantes sont une

bonne source en substance antimicrobiennes.

A

(

Q

[(Hellal, 2011) ;
(Mohammedi, 2013) ;
(Braz et Mohamed
Hanchour, 2018)]
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Les saponosides sont une classe d’hétérosides
qui ont la propriété de former des solutions

moussantes en présence d’eau.

Irritent les muqueuses, causant un relachement
intestinal, employées comme désinfectantes des
voies urinaires, ont une propriété d’hémolyser les
globules rouges ce qui explique 1’effet toxique de
certaines d’entre elles, qui les rend

inconsommables

[(Elbidi, 2016) ;
(Malne et al., 1980) ;
(Sebaa, 2008)]
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5. Modes de préparation des extraits des plantes médicinales :

Les métabolites secondaires se caractérisent généralement par des faibles concentrations dans
les tissus végétaux et donc pour assurer leurs actions il est nécessaire de traiter la plante, de la
transformer pour tirer ces substances (Elbidi, 2016). Etant donné la multiplicité des
composants constituant les principes actifs de chaque plante et la spécificité d'action de chacun
d'entre eux, il est exigible d'élaborer des méthodologies diverses qui permettent, selon le but
recherché, leur extraction (Chiej, 1982). Les méthodes d’extraction, des métabolites

secondaires, les plus utilisées sont: I'infusion, la décoction et la macération (Elbidi, 2016).

e Infusion :

L'infusion est la forme de préparation la plus simple, elle est appliquée généralement sur les
organes délicats de la plante : fleurs, feuilles aromatiques, sommités. Cette forme permet
d'assurer une diffusion optimale des substances volatiles : essences, résines, huiles (Lehout et
Laib, 2015). L'infusion est préparée en versant de I'eau bouillante sur une quantité spécifique
de matiére végétale, il s'agit d'un procédé semblable a la préparation d'un thé commun dans une
théiere (Sofowora, 2010).

e Décoction :

Cette préparation s’opére en faisant bouillir les plantes, le plus souvent dans de 1’eau, parfois

dans I’alcool. Elle convient surtout aux écorces, aux racines, tiges et fruits (Djabou, 2006).

e Macération :

Les macérations concernent généralement les plantes dont les substances actives risquent de
disparaitre ou de se dégrader sous l'effet de la chaleur (par ébullition). Elles peuvent étre
définies comme des infusions froides (Elbidi , 2016), cette préparation s'obtient en mettant les
plantes, en contact, a froid, avec un liquide qui peut étre de I'alcool, de I'eau ou d'autres solvants
(Djabou, 2006). Le temps de contact est parfois trés long, en effet, les plantes aromatiques ou
ameéres devront macérer entre deux et douze heures. Les macérations a I'eau sont plus rarement

employées, car elles ont I'inconvénient de fermenter facilement (volack, 1983).

En dehors des trois préparations classiques des plantes médicinales par les procédés d'infusion,

de macération et de décoction (Djabou, 2006), on utilise encore les plantes sous forme de :
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e Cataplasme : qui est utilisé en applications externes pour traiter essentiellement les
foulures, les brulures, les ulcérations, certaines plaies, les inflammations, les douleurs
nerveuses ou musculaires, certaines formes rhumatismales (Elbidi, 2016).

e Poudre : les plantes desséchées (entiéres ou feuilles, graines, racines ou écorces) sont
broyeées, puis incorporées aux aliments (Abdelouahid, 2010).

e Fumigation : on fait bouillir ou bruler des plantes, de facon a bénéficier de propriétés
thérapeutiques des vapeurs ou fumées produites, ces vapeurs des plantes aromatiques

ont un grand pouvoir désinfectant (Debuigue, 1984).
6. Huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des mélanges de substances chimiques volatiles et aromatiques
(Iserin, 2001), ces substances appartiennent a la famille des terpenes : monoterpénes et
sesquiterpenes (C10 et C15), donc, d'un point de vue chimique chaque huile essentielle contient
un mélange extrémement complexe de composants comme esters, cétones et d’autres éléments
ce qui rend la plupart encore difficile a identifier [(Philipposon, 1995) ; (Wang et al, 2006)].
Les huiles essentielles sont réparties dans un nombre limité de familles dans lesquelles
Apiacées, Myrtacées, Rustacées, Astéracées, Cupressacees et Poacées (Gerhard, 1993). Elles
sont extraites a partir des diverses parties de plantes : fleurs, racines, feuilles, tiges, écorces ou
graines (Iserin, 2001). Elles ne participent pas directement a la croissance des plantes, mais
ont évolué pour leur fournir une protection naturelle contre les attaques de microbes ou

d’insectes (Guinoiseau, 2010).

6.1. Méthodes d’extraction des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des produits obtenus soit a partir des matiéres premieres naturelles
par distillation, soit par des procédés mécaniques ou des procédés physiques (Stahl-Biskup et
Saez, 2002). Elles sont extraites principalement par deux méthodes de distillation
(entralnement a la vapeur d’eau et hydrodistillation) et une méthode d’expression a froid (cas
particulier des agrumes). Lesquelles peuvent étre mises en ceuvre sur les systemes discontinus
ou continus, a la pression ambiante, en surpression ou en dépression [(Romdhane et Tizaoui,
2005) ; McDonald et al., 2016)] (Tableau 02).




Chapitre |

généralités sur les plantes médicinales

Tableau 02 : méthodes d'extraction des huiles essentielles

Méthode d'extraction

Principe

Références

Extraction par
entrainement a la vapeur

d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est 'une des méthodes officielles pour I’obtention des huiles
essentielles. A la différence de 1’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct de
I’eau et la maticre végétale a traiter. La vapeur d’eau fournie par une chaudiére traverse la maticre

végétale située au-dessus d’une grille. Durant le passage de la vapeur a travers le matériel, les cellules
¢éclatent et libérent 1’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action de la chaleur pour former un
mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et I’essencier
avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique.
Avantage du procédé : L’absence de contact direct entre I’eau et la matiére végétale, puis entre I’ecau
et les molécules aromatiques évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire

a la qualité de I’huile

(EI haib, 2011)

Extraction par

hydrodistillation

L’hydrodistillation consiste a immerger la matiére premiere dans un bain d’eau. L’ensemble est porté

a ébullition, elle est généralement conduite a pression atmosphérique.

(Lucchesi, 2005)

L’hydrodistillation

assistée par micro-ondes

11 existe divers exemples d’applications de cette technique a 1’extraction de certains organes végétaux
: feuilles de Pistacia lentiscus L., épices de Cuminum cyminum L. et Zanthoxylum bungeanum L,
fruits de thym.

Avantage du procédé : la réduction a la durée de distillation (ramenée a quelques minutes) et

incrémente le rendement d’extrait.

[(Bahrami et al.,
2013) ; (Ben douissa
etal., 2005) ; (Wang

et al., 2006)]

Hydrodiffusion

C’est une variante de I’entrainement a la vapeur. Le flux de vapeur n’est pas ascendant mais

descendant. Cette technique exploite ainsi 1’action osmotique de la vapeur d’eau. Le principe de cette

(Lucchesi, 2005)
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méthode réside dans 1’utilisation de la pesanteur pour dégager et condenser le mélange « vapeur
d’eau-huile essentielle » dispersé dans la matiére végétale.
Avantage du procédé : I’hydrodiffusion permet une économie d’énergie due a la réduction de la

durée de la distillation et donc a la réduction de la consommation de vapeur

Expression a froid

L’extraction par expression a froid, est souvent utilisée pour extraire les huiles essentielles des
agrumes. Son principe consiste a rompre mécaniquement les poches a essences. L’huile essentielle est
séparée par décantation ou centrifugation. D’autres machines rompent les poches par dépression et
recueillent directement I’huile essentielle.

Avantage du procédé : absence des dégradations liées a I’action de ’eau a cause de processus de ses

machines.

(Nzeyumwami,
2004)

Extraction par solvant

organique

La technique d’extraction par solvant, consiste a placer dans un extracteur un solvant volatil et la
matiére végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va se charger en molécules
aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé a pression atmosphérique. Le
produit ainsi obtenu est appelé « concréte ». Cette concréte pourra étre par la suite brassée avec de
I’alcool absolu, filtrée et glacée pour en extraire les cires végétales. Les rendements sont

généralement plus importants par rapport a la distillation.

(El Haib, 2011)

Extraction par du CO2 a

1”état supercritique

L’extraction par gaz liquéfié ou par fluide a 1’état supercritique met en ceuvre généralement le
dioxyde de carbone. Dans ce systéme le solvant est utilisé en boucle par interposition d’échangeurs de
chaleur, d’un compresseur et d’un détendeur afin de porter le solvant a 1’état désiré a chaque stade du

processus. La séparation de 1’extrait a lieu en phase gazeuse par simple détente.
Avantage de ce procédé : la possibilité d’éliminer et de recycler le solvant par simple compression
détente. De plus les températures d’extraction son basses dans le cas de dioxyde de carbone et non

agressives pour les constituants les plus fragiles.

[(Braga et al., 2005)
; (Lagunez rivera,
2006)]
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6.2. Méthodes d’identification des huiles essentielles :
L’identification des constituants d’'un mélange complexe naturel s’effectue selon trois voies :

e Lavoie A: elle est spécialement adaptée aux analyses de routine telles que les controles
de qualit¢ d’échantillons, elle fait intervenir le couplage d’une technique
chromatographique (CPG, CLHP), qui permet I’individualisation et la quantification
des constituants, avec une technique spectroscopique (SM, IRTF, etc.), qui permet leur
identification par comparaison de leurs données spectrales avec celles des produits
connus (Joulain, 1994).

e La voie B : elle est préconisée lorsque les constituants d’un mélange présentent des
difficultés d’identification (structures d’un nouveau compo0sé et/ou structures tres
proches). Deux étapes sont nécessaires : apres purification/isolement des composés par
différentes techniques chromatographiques, une analyse structurale est réalisée en
s’appuyant sur la RMN du 'H et du *3C (Arabi, 2018).

e La voie C : intermédiaire entre les deux précédentes, met en ceuvre la Résonance
Magnétique Nucléaire du **C (RMN) sans séparation ou fractionnement préalable des
composés [(Delphin, 2013) ; (Kubeczka, 1982)].

6.3. Propriétés d’utilisation des huiles essentielles :

De nos jours, le domaine qui utilise les huiles essentielles pour traiter une maladie s’appelle
I’aromathérapie. Il est donc important de se renseigner sur les effets thérapeutiques des huiles
essentielles car leur usage peut comporter des avantages ou des inconvénients (Arabi, 2018).
Outre ces propriétés principales, elles ont toute une vertu ; antivirale, antifongique,
antiparasitaire et antiseptique. Elles ont aussi des activités insecticides car elles ne sont pas
toxiques pour les plantes et sont facilement dégradables (Mahadevan, 1982), anti-bralures et
cicatrisantes, analgésiques, antalgique et anesthésique, des propriétés cardiovasculaires,
digestives et anti-inflammatoires (Baratta et al., 1998). Elles sont tres efficaces contre les
moisissures responsables des denrées alimentaires lors de leurs stockages (Mejhohm, 2002).
Ainsi que des activités antioxydantes et antimicrobiennes sur plusieurs bactéries responsables
de la pollution des aliments et pourraient servir d'agents de conservation alimentaires (Kim et
al., 1995).
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6.4. Conditions de conservation des huiles essentielles :

La relative instabilité des molécules constitutives des huiles essentielles implique des
précautions particuliéres pour leur conservation. En effet, les possibilités de dégradation sont
nombreuses, facilement objectivées par la mesure d‘indices chimiques (indice de peroxyde,
indice d’acide...), par la détermination de grandeurs physiques (indice de réfraction, pouvoir
rotatoire, miscibilité a 1’éthanol, densité...) et/ou par I’analyse chromatographique (Rastogi,
1998). Les conséquences sont multiples par exemple, photo-isomérisation, coupure oxydative,
peroxydation et décomposition en cétones et alcools, thermo-isomérisation, hydrolyse,
transestérification. Ces dégradations pouvant modifier les propriétés et /ou mettre en cause
I’innocuité de I’huile essentielle, il convient de les éviter par I'utilisation de flacons propres et
secs en aluminium vernissé, en acier inoxydable ou en verre teinté anti-actinique, presque
entierement remplis et fermés de fagon étanche (I’espace libre étant rempli d’azote ou d’un
autre gaz inerte), stockage a ’abri de la chaleur et de la lumiére. Dans certains cas, un
antioxydant approprié peut étre ajouté a 1’huile essentielle. Dans ce cas, cet additif est a
mentionner lors de la vente ou I’utilisation de 1’huile essentielle [(norme AFNOR NF T 75-
001, 1996) ; (norme NF 75-002, 1996)].
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L’armoise, Artemisia campestris est une plante spontanée trés connue en Algérie et tres utilisee
par sa population locale en médecine traditionnelle. Plus d’une dizaine d’armoises sont
répertoriées en Algérie, certaines sont tres rares dans les hautes montagnes (Djidel et al., 2009).
En revanche, d’autres sont trés répandues et abondantes dans les régions steppiques et
sahariennes. Sa détermination est trés connue des populations, car elle est vivace et d’une odeur
aromatique tres caracteristique. Cette armoise champétre est trés connue dans le Nord, dans les

Hauts-Plateaux et dans 1’ Atlas saharien (Quezel, 1963).
1. Présentation de la famille des Astéracées :

La famille d'Astéracée contient plus de 500 especes reparties en 300 genres [(Megdiche-
Ksouri et al., 2014) ; (Watson et al., 2002);]. Les Astéracées sont distribuées dans le monde
entier, mais sont particulierement abondantes dans les milieux rudes, secs et montagneux
(Grimaud, 2009). Toutes sont caractérisées biochimiquement par I’inuline qui représente leur
principal glucide de réserve. Cette famille est également caractérisée par un gout et une odeur
provoquée par les monoterpenes et les sesquiterpenes et une variété de métabolites secondaires
(Gouveia et al., 2013) Enfin, les botanistes les considérent comme les plantes les plus évoluées
parmi les dicotylédones car elles sont pourvues d’un appareil sécréteur bien développé

(Grimaud, 2009).

2. Présentation du genre Artemisia :

Le genre Artemisia est I’un des genres les plus importants et les plus répandus de la famille des
Astéracées a cause de son hétérogénéité et donc la variété de ses composés phytochimiques
principalement les terpénoides, les flavonoides, les coumarines, les stérols et les acétylenes
[(Mehrdad et al., 2007) ; (Singh, 2011)]

Artemisia est un genre taxonomiquement compliqué car certaines especes ont des formes
différentes et d'autres se ressemblent morphologiquement, ce qui rend l'identification d'un
échantillon sans examen morphologique détaillé tres difficile. Les espéces d'Artemisia sont
principalement des herbes, et parfois des arbustes et généralement a fort ardbme, le corps végétal
est souvent poilu. Les feuilles sont pinnatifides avec des dimensions variables. Les fleurs sont
bisexuées (Ghafoor, 2002).

Dans la flore de I'Algérie, ce genre est représenté par 11 especes spontanées parmi lesquelles

se trouve Artemisia campestris (Quezel, 1963).
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3. Présentation de ’espéce Artemisia campestris :

3.1. Nomenclature :

Nom scientifique : Artemisia campestris

Nom frangais : Armoise champétre, Armoise des champs

Nom anglais : Field wormwood, Field sagewort, Field Southernwood

Nom arabe : Chih Al-Hakli (i) =

Nom Local : Chehiba en ouest algérien et le nord, ou Chiba en Quelques régions du sud

VVVYVYYV

algérien.
Les noms communs par (Leger, 2007)
3.2. Systématique de la plante :

D'apreés la classification du département américain d'agriculture de service de conservation des
sources naturelles en 2012 (Natural resource conservation service, USA Dept. Of

Agriculture), Artemisia campestris occupe la classification suivante :

Reégne Plantae

Sous — régne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta

Sous — embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Sous classe Asteridae

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Artemisia

Espeéce Artemisia campestris

3.3. Description botanique d’Artemsia campestris :

Artemisia campestris est un arbuste aromatique a tiges robustes et ligneuses a la base striée,
d’une hauteur de 30 a 80 cm (Elbidi, 2016) presque ligneuse et couchée a la base, ascendante,
glabre a I'état adulte, tres rameuse, & rameaux étalés. Elle a des feuilles caulinaires, vertes
souvent argentées, soyeuses, les inférieures pétiolées, les suivantes sessiles, a segments trés
étroits et linéaires et les parties supérieures sont les plus simples (Julve, 2011 et Chalchat,
2003) (Figure 01).
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Figure 01 : Partie aérienne d’Artemisia campestris (tirée du site botanique
www.jardindupicvert.com)

3.4. Composition chimique d’Artemisia campestris :

Des analyses chimiques réalisées sur Artemisia campestris ont montré un ensemble diversifie
et riche de composés phytochimique notamment des alcaloides, des saponines, des terpénes et
des flavanones (pinostrobine, pinocembrine, sakuranétine et naringine), un dihydroflavonol (7-
méthylaromadendrine) et une flavone (hispiduline) (Hurabielle, 1982). D’autre part, autre
¢tudes chimiques ont révélé que la partie aérienne d’Artemisia campestris est riche en f-
myrcéne (16,47%), de l'a-pinéne (14,18%), du transp-ociméne (12,61%), du B-cyméne
(8,15%) et du camphre (5,85%) (Al Snafi, 2013) (Tableau 03).

L’extrait obtenu par I’hexane des feuilles d’Artemisia campestris a montré une forte teneur en
acides gras, dont les plus importants sont : y- acide linolénique, acide linoléique, acide oléique,
acide palmitique et acide arachidique (Carvalho et al., 2011), similairement a ces données, la
partie aérienne d’Artemisia campestris de Tunisie possede une composition similaire en acides
gras, constituée principalement de 1’acide palmitique, acide linoléique et linolénique (Tammar
et al., 2015), la petunidin-3-O-acétylglucoside était le seul antocyanine contenu dans 1’extrait

méthanolique de la partie aérienne d’Artemisia campestris (Megdiche-Ksouri et al., 2015).
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Tableau 03: Composition chimique (%) I’huile essentielle issue de la partie aérienne
d'Artemisia campestris de I'Algérie [(Aloui et al., 2016) ; (Bakchiche et al., 2014) ;
(Belhattab et al., 2011) ; (Boutemak et al., 2016) ; (Essid et al., 2015) ; (Houicher et al.,

2016) ; (Jaouadi et al., 2016).]

Composition Pourcentage (%)
B-pinene 6,1-32,95
a-pinene 9,9-24,98
a-terpényl acétate 18,8
B-myrcéne 7,78 - 17,34
Sabinéne 17
Limoneéne 6,6 - 15,13
germacréne D 7,1-10,6
(Z, E)-farnesol 10,3
Camphre 9,2
y-terpinéne 7,6
0-cymeéne 6,79

Tableau 04 : Composition chimique (%) I’huile essentielle issue de la partie aérienne
d'Artemisia campestris de la Tunisie [(Akrout et al., 2001) ; (Akrout et al., 2003) ;
(Akrout et al., 2007) ; (Akrout et al., 2010) ; (Akrout et al., 2011) ; (Akrout et al.,

2012)].

Composition Pourcentage (%)
R-pinéne 24 - 49,8
p-cymeéne 2,3-22,3
Apinene 41-125
Camphre 10,3
Spathulénol 1,2-10
y-muuroléne 0,5-9,6
Limonene 4,9-93
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3.5. Répartition géographique d'Artemisia campestris :

Artemisia campestris est originaire de I'Asie, et elle est maintenant distribuée en Amérique du
Nord et dans de vastes régions d’Asie et d’Afrique du Nord [(Dob et al., 2005) ; (Gleason.,
1963)].

Elle est qualifiée de couvrir une large surface écologique, qui s’étend de 1’étage thermo-
méditerranéen jusqu’a 1’étage montagnard méditerranéen et depuis les zones sahariennes
jusqu’aux zones humides (Subally, 2002). Généralement, Artemisia campestris pousse dans
des habitats ouverts tels : les prairies, les pineédes, les clairiéres et les sommets, et elle s’accroit

dans les sols secs, souvent comme une espece rudérale (Nobis et al., 2014).

Les principaux pays ou regne cette plante sont : 12 espéces présentes en Maroc (Elachouri et
al., 2014), I’Algérie a plus de 11 espéces (Bounar et al., 2014), la Tunisie (Akrout et al.,
2001), 5 en Libye et 4 en Egypte (Ouyahya, 1990).

3.6. Utilisations traditionnelles d’Artemisia campestris :

Artemisia campestris est traditionnellement utilisée comme herbe médicinale en particulier
dans le traitement des inflammations, des maladies du sang, du soulagement de la toux, de la
douleur et des infections bactériennes (Megdiche-Ksouri et al., 2014). Elle est aussi indiquée
pour soulager les maladies urinaires, rénales et hépatiques au Japon, et en Tunisie [(Aniya et

al., 2000) ; (Ben Sassi et al., 2007)], comme reméde d’amaigrissement (Ouelbani et al., 2016).

En Algérie Artemisia campestris est aussi utilisée pour traiter les troubles digestives, les ulcéres
et les douleurs menstruelles (Dob et al., 2005), préconisée comme fébrifuge et comme
régulateur de la circulation et surtout comme soin post-partum (Boulanouar et al., 2013), les

utilisations de la plante Artemisia campestris sont représenté dans le tableau 05.
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Tableau 05 : Parties utilisées, mode de préparation et utilisations traditionnelles d’Artemisia

campestris
Pays Parties Préparation | Utilisations traditionnelles Références
utilisées
Algérie | Feuilles, tiges, Infusion, Affections cutanées, gastro- | [(Benarbaetal., 2015)
partie aérienne | décoction, intestinales, vulnéraire, ; (Benchelah etal.,
cataplasme, | régulateur de la circulation, ZOOi)t ;I(nggz)r radji
poudre, fébrifuge, vermifuge, pour (Boudjelal et al.,
tisane, thé les soins post-partum, 2013) ; (Boulanouar
sédative, antivenin, contre la etal, 2013) ;
calvitie, pour (Che__rmat et al., 2015)
I’amaigrissement, soin des | (Djidel etal., 2009)]
g )
goitres...
Maroc | Feuilles, partie Infusion, Antidiabétique, troubles [(Bammou et al.,
aérienne, décoction, métabolique, oculaire, 2015) ; (Bnouham et
graines cataplasme _ cutgnées (mé_lasma), Haszghizgg?l.:g(i@;
digestives, respiratoires et (Fakchich et al.,
allergiques... 2014)]
Tunisie | Feuilles, partie | Décoction Antivenin, anti- [(Ben Sassi et al.,
aérienne inflammatoire, anti-rhum, | 2007) ; (Benderradji
anthelminthique, anti- etal,, 2014) ; (Tlili et
. o al., 2013)]
eczeéma, fébrifuge,
antitussive, contre les
infections urinaires, et les
problémes digestifs et
cutanés, tonique
Espagne Feuilles Non spécifié Contre la calvitie (Benitez et al., 2010)
Japon Non spécifié | Non spécifié Affections hépatiques et (Aniya et al., 2000)
rénales, antidiabétique
Canada / Feuilles, Cataplasme, Abortive, probléemes (Shemluck, 1982)
états racines infusion, thé digestifs, respiratoires et
unis cutanées
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En plus de son utilisation traditionnelle, Artemisia campestris possede de nombreuses
propriétés biologiques grace a la présence de métabolites secondaires riches de molécules
bioactives [(Abderrazak et Joél., 2007) ; (Lutge et al., 2002)].

1. Généralité sur I'activité antimicrobienne :

Les plantes sont une source naturelle d’antimicrobiens et possédent un systéme de défense
naturelle, qui leur permet de lutter efficacement contre les pathogénes. Pour se protéger contre
les bactéries, les champignons et les virus, les plantes synthétisent, de maniére constitutive ou
induite, une multitude de molécules antimicrobiennes [(Gibbons, 2008) ; (Jones et Dangl,
2006)]. L’originalité de ce systeme de défense réside dans I’exceptionnelle variabilité chimique
des molécules produites qu’elle arbore un vaste réservoir de substances actives [(Gibbons,
2008) ; (Murphy, 1999)]. En effet, une molécule phytochimique est considérée comme «
antimicrobienne » si elle inhibe la croissance des micro-organismes pour des concentrations

minimales inhibitrices (CMI) comprises entre 100 pg/mL et 1 000 pg/mL (Tegos et al., 2002).

La premicre mise en évidence de I’action des huiles essentielles contre les bactéries a été
réalisée en 1881 par Delacroix (Boyle, 1955), Depuis, de nombreuses huiles ont été définies

comme antibactériennes (Burt, 2004).

Les activités antifongiques de nombreuses huiles essentielles, incluant les huiles de thym, de
citronnelle, de cannelle et de I’arbre a thé (Burt, 2004) ont montré une grande efficacité contre
la levure pathogene Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Fusarium oxysporum et d'autres

levures et champignons pathogenes [(Candan et al., 2003); (Martin et al., 2000)].
1.1. Activité antibactérienne d’Artemisia campestris :

Un grand nombre d'études a été fait sur l'activité antimicrobienne d'Artemisia campestris.
Megdiche-Ksouri et al. (2014) ont montré dans leurs travaux l'activité inhibitrice de I'extrait
méthanolique d'Artemisia campestris contre Listeria monocytogenes ATCC 19115 et Bacillus
thuringiensis DH 106 avec un diamétre de 13 mm et 18.3 mm respectivement. Tout comme
Karabegovic™ et al. (2011) qui ont montré que les extraits méthanoliques de cette plante
possédent une activité antibactérienne relativement élevée, ce qui peut étre attribué a la richesse
de cette espéce sur les composés de la quercétine. Naili et al. (2010) ont rapporté aussi un effet
inhibiteur appreciable de I'extrait méthanolique d'Artemisia campestris de la Lybie sur Bacillus

subtilis avec une zone de 32.0 mm et une CMI de 12.5 pg/ml et sur Staphylococcus aureus
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avec une zone de 27.0 mm et une CMI de 12.5 pg/ml. L'extrait méthanolique de la partie
aérienne d'Artemisia campestris du Maroc n’exergait une activité antibactérienne que contre
les bactéries a gram positif, sans effet antagoniste sur les espéces bactériennes a gram négatif
(Bnouham et al., 2002).

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Artemisia campestris de la wilaya de Sétif a
été testéee contre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium et Staphylococcus aureus. La meilleure activité antibactérienne a été
obtenue contre Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli avec des zones d'inhibition de 23
mm et 20 mm, respectivement (Djidel et khennouf, 2014). Cependant, les huiles essentielles
ont montré une faible activité inhibitrice contre deux bactéries phytopathogénes Klebsiella
pneumoniae avec une zone d'inhibition de 16 mm, et Staphylococcus aureus avec une zone
d'inhibition del1 mm (Ghorab et al., 2013).

1.2. Activité antifongique d'Artemisia campestris :

Une efficacité antifongique significative pour plusieurs extraits d'Artemisia campestris contre
nombreuses especes fongiques a été mise en évidence. Lors d'essais sur les souches
Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum et Microsporum canis, I'extrait aqueux
d'Artemisia campestris a induit 100% d'inhibition de la croissance, le méme résultat a été
obtenu avec les standards voriconazole, fluconazole, itraconazole et amphotéricine B (Webster
et al., 2008). De plus, il a été constaté que I'extrait méthanolique de tiges possédait des degrés
différents d'activité antifongique révélé par différents pourcentages d'inhibition contre
Fusarium oxysporum (54%), Aspergillus fumigatus (47%), Fusarium verticillioides (39%),
Penicillium brevicompactum (31%) et Aspergillus flavus (30%) (Zabka et al., 2011),
dailleurs, I'extrait méthanolique de cette plante a bloqué la croissance d'Aspergillus niger et a
provoqué une zone d'inhibition denviron 32,5-33 mm, ce qui est plus important que

I'érythromycine 20,5 mm (Karabegovi¢ et al., 2011).

Tout simplement, I'effet antifongique de I'huile essentielle n'a été limité que sur la variété
Trichophyton longifus, pour laquelle I'inhibition de la croissance était de 65%, le méme effet
antifongique a été observé avec le miconazole (inhibition de 70% de la croissance) (Akrout et
al., 2007). Autre étude a montré importance de I'huile essentielle d'Artemisia campestris sur
les souches et qui atteint parfois 87 % d'inhibition, Rhizopus stolonfer 87,85%, Fusarium

oxysporum 87,65%, Aspergillus flavus 84,46%, Aspergillus niger 55,4% en concentration de




Chapitre 111 Activités biologiques d’Artemisia campestris

200 pl /20 ml (Gherib, 2009). Cette activité est du probablement a la présence de certains
composés majoritaires comme o-pinene connu pour son activité antifongique (Martin et al.,
2000).

2. Activité antioxydante :
2.1. Généralité sur I'activité antioxydante :

Les réactions radicalaires sont présentes chez les étres vivants, et sont impliquées plus ou moins
directement dans la reproduction, la modification des génes et la défense contre les maladies.
Les dommages oxydatifs provoqués par le stress oxydant appelé aussi stress oxydatif sont
impliqués dans 1’étiologie du cancer, des maladies cardiovasculaires et d’autres maladies

dégénératives (Trabsa, 2015).

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation.
Plusieurs méthodes sont utilisees pour évaluer, in vitro et in vivo ces activités (Popovici et al.,
2009) telles que : piégeage du radical libre DPPH, piégeage du radical 2, 2 '-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS), blanchiment du B-carotene, capacité antioxydante
totale (CAT), pouvoir réducteur du fer, piégeage du radical hydroxyle (OH), piégeage de

I’anion superoxyde (O -) et le test sur la chélation des ions Ferriques (Guillouty, 2016).
2.2. Stress oxydant :

Le stress oxydant est le terme qui se rapportant au déséquilibre entre la génération des oxydants
et l'activité des défenses antioxydantes, qui pourrait mener aux dommages oxydants. C’est une
situation ou la cellule ne contrdle plus la présence excessive des especes radicalaire toxiques
(Rios-Arrabal et al., 2013).

2.3. Radicaux libres :

Un radical libre (RL) est une espece chimique possédant, sur sa couche externe, un ou plusieurs
électrons célibataires, cet électron lui confére une certain instabilité et haute reactivité (demi-
vie courte) (Ortiz et al., 2013). Les espéces radicalaires vont tenter de rapparier leurs électrons
célibataires en agressant toute molécule susceptible de se faire arracher un électron (Afanas'ev,
2009). A des concentrations physiologiques, les RLs jouent des réles dans la signalisation, la
migration et la différentiation cellulaire (Ziech et al., 2010), mais a des concentrations plus

élevées, ils induisent la mort cellulaire et I'apoptose (Salido et Rosado, 2009).
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2.4. Sources des radicaux libres :

Les cellules sont exposées a des ROS (Reactive oxygene species) ou RNS (Reactive nitrogene
species) de sources endogeénes au niveau des mitochondries, au cours du transfert d’électron
dans la chaine respiratoire (Lagourge et Lorsson, 2013), Les cellules phagocytaires
(polynucléaires et macrophages) possédent une enzyme membranaire, la NADPH oxydase, qui
est spécialisée dans la fabrication d’O2 «— (Touyz et al., 2010), la xanthine oxydase (XO)
(O’Mahony et al., 2013), les ions métalliques (Cotticelli et al., 2013), ou des sources
exogenes: le tabagisme, poisons environnementaux, alcool et rayonnement ionisant, les
rayonnements ultraviolets (UV) solaire et les différentes expositions aux pesticides (Pickering
etal., 2013).

2.5. Roles pathologiques des radicaux libres :

Lors d’un stress oxydant, les RLs non détoxiquées par le systeme antioxydant attaquent et
endommagent les macromolécules contenues dans les cellules par oxydation, notamment les
lipides, les protéines et I’acide désoxyribonucléique (ADN) (Menon, 2014). L’ADN est une
molécule trés sensible a ’attaque par les RLs. L’attaque radicalaire peut entrainer 1’oxydation
des bases, engendrant un grand nombre de bases modifiées, mais le stress oxydant peut aussi
attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre
lui-méme, créant une coupure de chaine simple brin [(Burton et Jauniaux, 2011) ; (Charbon
etal., 2014)].

2.6. Les Antioxydants :

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration relativement
faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher

I’oxydation de ces substrats (Rahal et al., 2014).

Vansant (2004) a défini les antioxydants comme substances capables de neutraliser ou de
réduire les dommages causes par les radicaux libres dans I’organisme et permettent de
maintenir au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. Les

antioxydants sont des systemes enzymatiques ou non-enzymatiques, endogenes ou eXogenes.

Les antioxydants les plus connus sont le B-carotene (provitamine A), 1’acide ascorbique

(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet, la
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plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en
partie & la capacité de ces composes naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux

hydroxyles et superoxydes (Hennebelle et al., 2013).

Ces derniéres années, I’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs propriétés
thérapeutiques a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans diverses
spécialités ont été développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification de ces
composes a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et les

produits agroalimentaires (Marc et al., 2004).
2.7. Activité antioxydante d'Artemisia campestris :

Artemisia campestris a fait I'objet de plusieurs études portant sur I'exploration de son potentiel
antioxydant (Mohammedi, 2013). L'é¢tude d’Aniya et al. (2000) a montré que l'extrait
d'Artemisia campestris du japon est un puissant piégeur de radicaux libres composé de 1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH), d'hydroxyle et de radicaux anion superoxyde vu que la
partie aérienne de la plante est riche en composées aptes a I’activité antioxydante, tels que : les
flavonoides, les polyphénols et les tanins (Boudjouref, 2011). Les tests réalisés par Megdiche-
Ksouri et al. (2014) sur les extraits d'Artemisia campestris de la Tunisie ont montré que la
capacité antioxydante totale était tres élevée (540,56 mg GAE / g DR) par l'extrait
methanolique, suivie de I'extrait acétate éthylique (328,61 mg GAE / g DR) et puis l'extrait
aqueux (216,11 mg GAE / g DR). Similairement a (Akrout et al., 2010) qui ont annoncé que
I'extrait aqueux d'Artemisia campestris collecté du sud tunisien a une forte activité antioxydante
déterminé par les méthodes DPPH = 2.053 (IC50 : mg/ml). Dans une étude comparative entre
les méthodes d'extraction des extrais de la plante Artemisia campestris de la Bulgarie,
Karabegoviil et al. (2011) ont constaté que I’interaction d’un antioxydant avec le DPPH

dépend de la technique d’extraction et de 1’espece végétale.

Les effets antioxydants de I'huile essentiel extraite des feuilles d'Artemisia campestris du
Maroc était supérieurs a 50% et le test du blanchiment au [-caroténe avec l'acide linoléique
s'est revélée une efficacité antioxydante maximale 82,2% et I'acide ascorbique standard 86,65%
(Dibetal., 2017). Dans une étude comparative de l'activité antioxydante des huiles essentielles
de deux échantillons d'Artemisia campestris de différentes régions d'Algérie, Laghouat et

Djelfa, les tests de piegeage des radicaux libres du DPPH, la réduction du fer FRAP, le test de




Chapitre 111 Activités biologiques d’Artemisia campestris

blanchiment au 3-carotene avec l'acide linoléique a révélé une activité antioxydante elevée pour
les deux échantillons (Boukhalkhal et al., 2018).

3. Activité insecticide d’Artemisia campestris :

De nos jours, la recherche de pesticides botaniques suscite un grand intérét, en raison de leurs
effets toxiques mineurs sur l'environnement et les humains. A cet égard, de nouvelles
recherches sur ’activité insecticide d’Artemisia campestris ont été entreprises. Il a été constaté
que l'extrait méthanolique de sa tige présentait I'activité larvicide la plus élevée, avec 100% de
mortalité de Culex quinquefasciatus (larves de moustiques) et la valeur estimée de la DLso était
d'environ 23 parties par million (Pavela, 2009). Cependant, la durée de vie des insectes
Spodoptera littoralis et Bruchus obtectus a été modérément réduite, en réponse au traitement a
I'nuile essentielle d'Artemisia campestris, avec une inhibition moyenne de 50% (Akrout et al.,
2007).

4. Activité antidiabétique d'Artemisia Campestris :

Les effets d'extraits aqueux des feuilles d'Artemisia Campestris ont été examinés in vivo sur
des rats diabétiques a une dose de 200 mg / kg de poids corporel qui a entrainé une réduction
significative du niveau d'activité glycémie, des LDL, de la LPO, de la PCO et de I'AOPP dans
le pancréas (Sefi, 2010).

5. Activité antitumorale d'Artemisia campestris :

L'huile essentielle et d'autres extraits d'Artemisia campestris collectés dans le sud de la Tunisie
ont montré une activité cytotoxique contre les cellules HT-29 de cancer du c6lon humain a
I'aide d'activités de test au MTT allant de 19,5% pour I'huile essentielle a 64,4% pour l'extrait,

ce qui signifie une inhibition de la croissance antitumorale (Akrout, 2011).
6. Activité antihypertensive d'Artemisia campestris:

Selon 1’essai clinique mené de quelques volontaires adultes fumeurs et non-fumeurs, la
pression diastolique et la fréquence cardiaque ont diminuée aprés 30 a 45 minutes dans les deux
groupes aprées avoir la décoction de feuilles d'Artemisia campestris sans affecter la pression
artérielle moyenne de ce dernier groupe non hypertendu. Le pourcentage d'hommes souffrant
d'hypertension préalablement diagnostiquée dans le groupe des fumeurs a diminué de 50% a

33%, une heure apreés avoir pris I'extrait bouilli a I'eau. Bien que cela n'ait démontré qu'une
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réponse immédiate, ce résultat a montré le potentiel de I'extrait d'Artemisia campestris pour

compenser I'hypertension (Ben-Nasr et al., 2014).




Chapitre 1V :

Mecanisme d’action des antimicrobiens
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1. Généralités sur les agents antimicrobiens :

Les microorganismes présentent 'une des sources principales de pathologies humaines. Ce
probléme est contourné par les agents antimicrobiens qui peuvent étres microbiocides ou bien
microbiostatiques (Elkolli, 2017). Les antibactériens sont des différentes molécules d’origine
biologique, hémisynthétique ou de synthese. Leur utilisation pour la thérapie des infections
bactériennes (antibiotiques) ou encore pour la désinfection des matériels et milieux inertes
(antiseptiques et désinfectants) est directement reliée a leur toxicité plus ou moins sélective.
(Allison, 2008).

1.1.Classification des principaux agents antimicrobiens :

Les agents antimicrobiens peuvent étre classés en deux groupes, produits non létaux mais
seulement inhibiteurs de croissance (Crémieux et Freney, 1995), et produits potentiellement

Iétaux qui se divise en deux catégories :

e Composeés chimiquement tres réactifs a action non spécifique, les halogénés, les acides
et bases fortes, les aldéhydes, se caractérisant par une action brutale, rapide et
temporaire.

e Composés chimiqguement stables a action plus spécifique, ce groupe comprend les

dérivés phénoliques (Allion, 2008).
1.2. Choix de I'agent antimicrobien :
Pour assurer une bonne action, le principe actif doit répondre aux exigences suivantes :

— Large spectre d’activité et action durable,

— Efficacité en présence de résidus de souillure,

— Utilisation possible dans des conditions tres différentes de pH et de dureté de 1’eau,
— Action non corrosive sur les supports,

— Actif a faible concentration, ne présenter aucun danger aux concentrations d’utilisation

et pour le métabolisme humain (Allion, 2008).

2. Mécanisme d'action des agents antimicrobiens :

Quelle que soit I’entité microbienne considérée et la molécule antimicrobienne utilisée, ’action

des antimicrobiens peut se caractériser par les trois phases suivantes :
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1.

3.

Adsorption a la surface de I’enveloppe microbienne, phénomeéne de nature physico-
chimique dépendant notamment de la concentration et du mouvement brownien des
bactéries (Pieto et Bardoneschi, 1988) ;

Pénétration de ’agent antimicrobien dans la cellule. La solubilité¢, I’ionisation et
I’encombrement stérique des molécules antibactériennes sont des facteurs clé de cette
phase (McDonnell et Russell, 1999) ;

Action proprement dite du principe actif. Elle peut avoir lieu au niveau de différentes
cibles cellulaires possibles, telle que la membrane cytoplasmique dont 1’altération de
structure provoque une désorganisation du métabolisme, une fuite de substances, et la
dégenérescence de la cellule et finalement sa mort ; ou encore le cytoplasme et plus
précisément les protéines cytoplasmiques, les acides nucléiques ou les ribosomes
(Hugo, 1992).

Ainsi, pour €tre actif, I’agent antibactérien doit pouvoir s’adsorber sur I’enveloppe microbienne

et la traverser. Ces phénomenes sont donc fortement dépendants d’une part de la composition

de la paroi bactérienne et d’autre part de la structure de la molécule de 1’agent antibactérien

(Joly, 1995).

2.1. Mécanismes d’action des antimicrobiens d'origine végétale :

De nombreux autres inhibiteurs de I'activité microbienne, isolés de plantes, ces agents

antimicrobiens agissent de différentes fagons sur les bactéries, les champignons et les virus soit

sur la paroi ou et la synthése protéique [(Gibbons, 2008) ; (Hemaiswarya et al., 2008) ;
(Stravri et al., 2007)]

Les quinones : leurs principales cibles sont les adhésines, les polypeptides et les
enzymes membranaires (Tan et Berridge, 2008).

Les flavonoides : leur activité est probablement due a leur capacité de se complexer
aux protéines extracellulaires et solubles. Mais, les flavonoides a caractére lipophile
peuvent détruire les membranes microbiennes en augmentant la fluidité des lipides
membranaires (Schroeter et al., 2002).

L’Epigallocatéchine : gallate prévient I’infection par le virus de I’influenza en se liant
a I'némagglutinine virale, empéchant ainsi la fixation de particules virales au récepteur
cible de la cellule et des modifications des propriétes de la membrane. Active contre

I'adénovirus et les infections a entérovirus [(Benn et al., 1996) ; (Dong et al., 1997)].
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e Lesellagitannins : sont actifs sur le VIH et ont des effets inhibiteurs sur la réplication
du virus de I’Herpés simplex ainsi que le virus d’Epstein-Barr, cette activité est due a
un effet inhibiteur sur la réplication du HSV y compris les souches resistantes a
I'acyclovir, avec l'acyclovir (Jourdes, 2004).

e Les tannins : activité toxique contre les champignons filamenteux, les levures, les
bactéries et les dermatophytes (Microsporum sp., Trichophyton sp). L'activité est due a
leur capacité a se complexer aux protéines de transport. lls sont, également, actifs sur
le virus de I’influenza, I’Herpés simplex et I’Epstein-Barr virus [(Haslam, 1996) ;
(Scalbert, 1991)]

e Les coumarines : la Warfarine posséde des propriétés antivirales (Cowman, 1999).

e Alcaloides antimicrobiens (La Berbérine) : est potentiellement actif contre les
trypanosomes et les plasmodiums. Le mécanisme d'action des alcaloides est attribué a
leur capacité a s'intercaler avec I'ADN (Djoudi, 2012). L'activité antivirale des
alcaloides repose sur I'inhibition de la réplication par le blocage de I'activité de 'ADN-
polymeérase du virus. La Lycorine et la Hippeastine agissent sur la multiplication virale
; C’est a dire la synthese d'ADN viral résultant d'une diminution de I’activité de 'ADN
polymérase (Amin et al., 1969).

2.2. Mode d’action des huiles essentielles :

Les huiles essentielles ont un spectre d’inhibition trés étendu car elles agissent contre un large
éventail de bactéries comprenant des bactéries a Gram positif et a Gram négatif (Remmal et
al., 1993), y compris celles qui développent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est
par ailleurs variable d’une huile essentielle a 1’autre et d’une souche bactérienne a 1’autre
(Kalemba et Kunicka, 2003). Des champignons [(Maudsley et Kerr, 1999) ; (Pattnaik et
al., 1997) ; (Valnet et al., 1978)], aussi bien que des virus a ADN et a ARN (Siddiqui et al.,
1996).

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas clairement
élucide (Kalemba et Kunicka, 2003). Ce compte-tenu de la diversité des molécules présentées
dans les huiles, I’activité antibactérienne semble résulter d’une combinaison de plusieurs
modes d’action, impliquant différentes cibles cellulaires (Arabi, 2018). Plusieurs études
montrent que les molécules phénoliques telles que le xylénol, le crésol et le carvacrol exercent
une activité bactéricide en provoquant des altérations des membranes bactériennes et la perte

des métabolites intracellulaires (Ghayour, 2002). Cette activité est due a la principale
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caractéristique des molécules presentes dans les huiles essentielles est leur hydrophobicité
qu’elle permet leur solubilisation dans les membranes, ce qui provoque une déstabilisation de
la structure et une augmentation de la perméabilité membranaire (Sikkema et al., 1994). Ces
modifications entrainent une fuite d’ions et de composés intracellulaires (Carson et al., 2002),
Si la perte de matériel est trop importante ou si les éléments cytoplasmiques relargués sont

indispensables a la survie de la bactérie, cela entraine la mort cellulaire (Ultee et al., 2002).

Le tableau (06) résume les différents modes d’action de quelques molécules antibactériennes

issue des huiles essentielles.
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Tableau 06 : différents mode d’action de quelques molécules antibactériennes issue des huiles essentielles

Molécule Souches Cibles Mode d'action de la molécule Références
antimicrobienn utilisées
Terpingne-4-o| Staphylococcus Membrane - Capable de permeéabiliser les membranes plasmiques, entrainant une perte | [(Christine et al.,
aureus plasmique d’ions potassium. 2002) ; (Cox et
- Cause une perte de matériel cytoplasmique et la formation de structures al., 2000)]
ressemblant a des mésosomes.
Carvacrol Staphylococcus Membrane - Pénétre dans la bicouche lipidique et se positionne entre les chaines d’acides [(Ultee et al.,
aureus, plasmique, gras et augmente la fluidit¢ membranaire, aboutissant a une modification de la | 1998) ; (Ultee et
Bacillus cereus ATP perméabilité. 1l forme des canaux dans la membrane permettant la fuite des ions, | al., 2000) ; (Ultee
intracellulaire, cette déformation de la structure augmente la fluidité membranaire, aboutissant | et Smid, 2001) ;
a une modification de la perméabilité passive. (Ultee et al.,
- Diminuer I’ATP intracellulaire, mais aussi une diminution du potentiel 2002)]
membranaire, en augmentant la perméabilité de la membrane plasmique,
n’entraine pas une fuite d’ATP mais une fuite de protons, qui provoque la chute
de la force protomotrice et, donc, de la synthése d’ATP.
- Capable d’inhiber la production de toxines chez Bacillus cereus.
Thymol Escherichia coli, Membrane - Provoque des altérations de la paroi bactérienne et des agrégations du | [(Bennisetal.,
Bacillus subtilis, |  plasmique | cytoplasme. 2004) ; (Cox et

Listeria

monocytogenes

- Capables d’augmenter la perméabilité membranaire en détruisant la membrane
externe des bactéries Gram négatives, ils augmenteraient la perméabilité de la

membrane plasmique aux métabolites cellulaires.

al., 2000) ;
(Helander et al.,
1998) ; (Lambert
etal., 2001) ;
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- Altérer sa perméabilité et entraine une perte du matériel intracellulaire. De plus, | (Rhayour et al.,
apres avoir traversé la membrane, il peut interagir avec des sites intracellulaires. | 2003) ; (Walsh et
- Entraine une diminution de la taille des bactéries, moyen probablement al., 2003)]
employé pour survivre une agrégation du cytoplasme
cinnamaldéhyde | Staphylococcus ATP - Inhibe les ATP synthétases bactériennes et provoque une diminution de la | [(Gill et Holley,
aureus, synthétases | production d’ATP intracellulaire 2004 et 2006) ;
Bacillus cereus, - Entraine aussi une forte diminution de la densité cellulaire. (Kwon et al.,
Enterobacter sp, 2003)]
Micrococcus
Eugénol Bacillus cereus ATP - Provoque une dégradation de la paroi cellulaire entrainant une inhibition de | [Gill et Holley,
synthétases ’activité des ATP synthétases membranaires ; 2006) ;
membranaires | - Une concentration sublétale d’eugénol entraine une inhibition de la production | (Thoroski et al.,
d’amylases et de protéases chez Bacillus cereus 1999)]
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Les modes d’action des huiles essentielles et de leurs principaux constituants, décrits jusqu’a
présent, semblent tous affecter la paroi ou la membrane cytoplasmique. Cependant, la
variabilité chimique des huiles essentielles laisse présager 1’existence de molécules pouvant

agir par de nouveaux mécanismes cellulaires (Guinoiseau, 2011).

Les huiles essentielles présentent une tres grande richesse de molécules, tant en nombre qu’en
variété. Leur criblage permettrait de découvrir de nouveaux antibactériens, qui pourraient
constituer une alternative a [’'usage des antibiotiques conventionnels devenus inefficaces

[(Falconner et Brown, 2009) ; (Schmidt, 2004) ; (Tan et Darren, 2000)].
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Ce travail a été effectué au laboratoire de Biotoxicologie, Pharmacognosie et Valorisation

Biologiques des Plantes (LBPVBP) et le laboratoire pédagogique au département de biologie a

la faculté des sciences de 1’université Dr. Moulay Tahar de Saida. L'extraction de I'huile

essentielle a été effectuée au laboratoire pédagogique de I'université de Mostaganem.

1. Matériel :

1.1. Matériel végétal :

La récolte de la plante étudiée (Artemisia campestris) a été réalisée dans la région d’Ain El

Hdjar (Wilaya de Saida) (Figure 02), qu’est située a 4 km du chef-lieu de la wilaya de Saida

(Tableau 07).

Tableau 07 : Géographie de la région (DB

city, 2019)
Latitude 34.7587
Longitude 0.144367
Coordonnées 34° 45" 31" Nord, 0° 8’
géographiques | 40" Est
Altitude 1014 m
Climat Climat semi-aride sec et

froid (Classification de
Kdppen : BSk)

0 6 12 18 24Km
——t—

o o
ﬁ N mLED

(\~\ K MAAMORA ‘/,é
Y Vv AN,
L SKHOUNA /\ i
% —/
/ N

Figure 02 : carte géographique représente la
zone de la récolte (Labani et al., 2006)

La plante étudiée Artemisia campestris a été récoltée durant les mois de novembre et décembre

de l'année 2018. La plante est sechée a I'ombre dans un endroit sec et a température ambiante

et aéré pendant un mois (Figure 03). Aprés le séchage, la plante est finement broyée puis

stockée dans des bocaux en verre jusqu’a l'utilisation.
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Figure 03 : séchage de la plante Artemisia campestris

1.2. Matériel biologique :
1.2.1. Microorganismes :

Les souches bactériennes et les levures utilisées dans cette étude ont été gracieusement fournies
par le Laboratoire antibiotiques, antifongiques, Département de Biologie ; Faculté des Sciences
de la Nature et de la Vie de I'Université de Tlemcen. Cependant, les especes fongiques ont été
fournies par M. Adli Djllal Eddine, maitre de conférences au département de biologie de

I’université Dr. Moulay Tahar de Saida.

Six souches de bactéries (06) et sept espéces fongiques (07) : trois (03) levures et quatre (04)
champignons ont fait 1’objet de cette étude (Tableau 08).

1.2.2. Globule rouge :

Les tests de la cytotoxicité des extraits et de 1’huile essentielle d’Artemisia campestris ont été
effectués sur les globules rouges du sang humains provenant d’un donneur unique sain d’un

groupage (A+).
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Tableau 08: Souches utilisées pour évaluer I'activité antimicrobienne

Nom de la souche Références Définition Références
Staphylococcus ATCC Cocci, Gram positif, immobiles, aéro | (Kayser et al.,
aureus 25023 anaérobies facultatives, catalase 2005)

positive, oxydase négative.

Listeria ATCC Bacille a gram positif, non sporulé, | [(Mouraetal.,

monocytogenes 19115 non capsulé, catalase positive, | 2016) ; (Daryl
oxydase négative. et Pascale,

2017)]
Bacillus cereus ATCC Bacilles a gram positif, sporulées, | [(Drobniewski,
11778 aéro anaérobies facultatives, 1993) ;
B mobiles, catalase positive, oxydase | (Ivanonaet
S négative. al., 2003)]
L
@ | Salmonella ATCC Bacilles & Gram négatif, aéro| (Nairzetal,
o Typhimurium 13311 anaérobies facultatives, non 2007)
sporulés, mobiles a ciliature
péritriche, oxydase négatif.

Pseudomonas ATCC Bacille, Gram négatif, mobile, grace | (Irvingetal.,

aeruginosa 27853 a un flagelle polaire. C’est une 2005)
bactérie aérobie stricte, oxydase
positif

Escherichia coli ATCC Coccobacille, Gram négatif et | [(Kayseretal.,

25922 mobile (ciliature péritriche), catalase | 2005) ; (Irving
positives, oxydase négative etal., 2005)]
o Candida albicans 26790 | Pathogene  opportuniste, non | (Richard et
S ., | Candida albicans O [ I1P444 | pigmentées, non capsulées, & | William, 2001)
E Candida albicans % [10231 | bourgeonnement multilatéral,
capables de former des filaments,

Pénicillium spp Isolée Mycetes mesophiles, caractérise |  (centre de
par la présence d’éléments | reférencesen
mycéliens plus ou  moins pusa?;ie
complets 2019) |

Aspergillus niger Isolée Champignon filamenteux, largement | (Herman et

S utilisé en production al., 2007)

> pharmaceutiques et  d’enzyme

= industrielles.

S Phytophtora infestant Isolée Oomycéte d’une forme duveteuse, & |  (Blancard,

=2 colonies compactes, destructeur dans 2017)
les régions au climat humide.

Endosporium spp Isolée Colonies noires a croissance lente, | (Tsuneda et
texture épaisse avec longue filament al., 2008)
mycelien.

2. Méthodes :

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la contribution a une meilleure connaissance relative aux

activités biologiques et a la composition chimique de la plante Artemisia campestris. Dans ce

contexte, notre démarche expérimentale est résumée a travers le schéma suivant Figure (04) :
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Matiére végétale

A

Séchage :

A P’abri de la lumiére du soleil et & température ambiante

A

Broyage mécanique :

Obtention d’une poudre fine

A

[ Délipidation

—

A

[ Extraction ]

,, AN ,,

Extraction des Extraction par Extraction par Extraction a
macération : infusion : chaud (soxhlet) :

Huiles essentielles Extrait hexanique

Extrait méthanoliaue Extrait aqueux
|
‘ J
‘} 1~r1+A . P . -
o L Etude de la cytotoxicite Evaluation de I’activité Evaluation de I’activité
Mécanismes d"action vis-a-vis des érythrocytes antimicrobienne antioxydante
d’Artemisia
campestris

Figure 04 : Schéma illustrant la démarche expérimentale suivie dans cette étude
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2.1. Préparation des extraits

L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux des composants actifs
ou inertes et les retirer a I'aide de I’eau ou des solvants sélectifs ont des polarités différentes.
Les produits obtenus sont relativement sous forme de liquides, semi-solides ou poudres
exclusivement destinées a un usage oral ou externe. Il s'agit de préparations connues comme

les tisanes et les huiles médicinales (Handa, 2008).

Dans notre étude, 1’extraction est effectuée par 1'utilisation d'un solvant organique polaire, le
méthanol, par la méthode de macération ; par 1’eau distillée pour la méthode d'infusion,
afin d'avoir des principes actifs de notre plante. Cependant, I’extraction des huiles essentielles
a été réalisée par I’entrainement a la vapeur. Une délipidation a été effectuée préalablement
pour éliminer les lipides et qu’est considérée comme extraction par un solvant apolaire,

I’hexane.
2.1.1. Délipidation :

Avant d’entamer [’extraction proprement dite, nous avons procédé a une délipidation du
matériel végétal par soxhlet dans I’hexane. Cette méthode a été retenue comme technique
d'extraction car elle favorise une extraction relativement compléte des métabolites présents dans
la matrice végétale, cette étape préliminaire a pour but d’éliminer les lipides et les pigments

(Bouchouka, 2016). Le protocole suivie pour cette étape est celui de Haddoudi, (2014).

20 g de la plante Artemisia campestris sont disposés dans une cartouche cellulosique poreuse,
puis introduite dans I’extracteur du soxhlet. 260 ml de I'hexane est mis en ébullition a
température de 68°C dans un ballon monocole reli¢ au pied de I’extracteur. Les vapeurs
dégagées passent par une tubulure menant au réfrigérant pour y étre condensees. Le condensat
tombe par gravité dans le réservoir contenant la cartouche et solubilise les molécules actives.
Une fois plein, le mélange solvant-extrait est siphonné vers le ballon ce qui permet de régénérer
le solvant et de recommencer un autre cycle (Figure 05). La durée d’extraction est variée entre
20 & 30 minutes, celui-ci est mesuré a partir du moment de 1’ébullition du solvant. Apres le
troisiéme cycle le mélange solvant-extrait est filtré puis distillé a I'évaporateur rotatif a une
température de 68°C, ensuite séché a I’étuve pour avoir un extrait complétement évaporer du
solvant et conservé au 4°C, tandis que la matiere végétale est séchée a I'étuve pendant quelques

minutes en suite conservée dans des bocaux en verre jusqu'a l'utilisation.
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Figure 05: procédure de la délipidation d'Artemisia campestris

2.1.2. Extraction par macération :

La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste en la mise
en contact du matériel végetal avec le solvant sans ou avec agitation, L'opération bien que
généralement longue et a rendement souvent médiocre, et utilisée dans le cas d'extraction de

molécules thermosensibles (Leybros et Fremeaux, 1990).

Une quantité de 80g de la matiere végétale broyée d’Artemisia campestris délipidée est macérée
dans 600ml de méthanol pendant 24 heures, a froid, a I’ombre et sous agitation (Figure 06). Le
filtrat méthanolique obtenu est filtré sur papier filtre (Figure 07), puis concentré sous vide a
I’aide d’un évaporateur rotatif a 65°C (Figure 08), L'extrait obtenu a été conservé au 4°C
jusqu'a I’utilisation (Bouchouka, 2016).
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Figure 06 : Extraction d’Artemisia campestris | Figure 07 : Filtration de I’extrait apres

par la macération 24h de macération

Figure 08 : Evaporation sous vide de I’extrait méthanolique
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Les étapes suivies pour I’extraction des molécules actives d’Artemisia campestris est illustrée
en (Figure 09).

[ 80 g de plante délipidée + 600 ml de Méthanol ]

A

Macération a
température ambiante
et a ’ombre pendant

Evaporation et
récupération du
solvant
- l J
( )
Extrait
méthanolique
- J

Figure 09 : Schéma illustrant I’extraction par macération.

2.1.3. Extraction par infusion :

Une quantité totale de 20g de la partie aérienne d’Artemisia campestris séchée, broyée et
délipidée est infusée pendant 30 minutes dans 100 ml 1’eau distillée bouillie (Dib, 2010)
(Figure 10). Ensuite, I’extrait brut est filtré, évaporé sous vide a une température de 100°C

jusqu’a séchage complet et stocké a 4°C (Figure 11).

i

|
:
H

W

4

Figure 10: Extraction par la méthode d’infusion Figure 11: concentration de I’extrait
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La procédure de I’extraction par infusion est schématisée dans la Figure 12.

[ Matériel végétal + eau distillée bouillie }

v

[ Infusion pendant 2h ]

'

Filtration

v

Evaporation

v

[ Extrait aqueux

Figure 12: Schéma illustrant 1’extraction par infusion

Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait et

celle de la plante seche en poudre (Bouchouka, 2016), Il est calculé par la formule suivante:

Rdt% = [P1-P2 / P3] x100
P1 : poids du ballon apres 1’évaporation
P2 : poids du ballon vide
P3 : poids de la matiére végétale seche de départ

2.1.4. Extraction des huiles essentielles

L'extraction des huiles essentielles a été effectuée par 1’entrainement a la vapeur d'eau (Figure
013). Une quantité de 320g de la partie aérienne d’Artemisia campestris séchée et située au-
dessus d’une grille de I’autocuiseur et subit une vapeur d’eau bouillante fournie par une
chaudiére pendant 2h, ce qui provoque un éclatement cellulaire qui va libérer alors les especes
chimiques odorantes (non solubles dans 1’eau) qui se condensent dans le réfrigérant refroidi par
I’eau du robinet, puis sont récupérées dans une éprouvette graduée (El haib, 2011). L huile
essentielle obtenue par la suite est stockée dans un tube en verre a fond plat a I’abri de la lumiére,

a une température de 4°C jusqu’a I’utilisation (Gardeli et al., 2008).
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Le rendement de I'huile a été calculé selon I'équation ci-dessous (Kusuma et Mahfud, 2017) :

Y = (v/w) x100
y : Le rendement en huile essentielle (%, p/p)
V : Le poids de I'huile extraite (g)
W : Le poids des parties végétales fraiches (g)

Figure 13 : extraction des huiles essentielles d’Artemisia campestris par

I’entrainement a la vapeur d’eau

2.2. Tests phytochimique :
2.2.1. Lesalcaloides :

Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer, de Wagner
et Dragendorff. 3 ml de chaque extrait sont évaporés a sec, le résidu est repris par 2 ml d’HCI
2N. Dans trois tubes a essai contenant 1 ml du filtrat, nous avons ajouté 5 gouttes de réactif de
Mayer dans le premier tube, 5 gouttes du réactif de Wagner dans le second tube et 5 gouttes du
réactif de Dragendorff dans le troisiéme tube.
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— L’apparition d’un précipité blanc, brun et orange, respectivement, révele la présence
d"alcaloides.

— Réactif de Dragendorff : (Tétraiodobismuthate de potassium) ou appelle aussi réactif
a I’iodobismuthate de potassium : Solution A : Dissolve 0.5g de bismuth nitrate (Bi
(NO3)3 5 H20) dans 20 ml d’acide acétique 20% ; Solution B : 5ml de KI préparée a
40% dans I’eau distillé ; Mélanger A et B et Ajuster a 100ml par I’eau distillé.

— Réactif de Mayer : Solution A : 1.358g de chlorure de mercure HgCI2 sont dissous
dans 60 ml d’eau distillée ; Solution B : 5g d’iodure de potassium KI sont dissous dans
10ml d’eau distillée ; Les solutions A et B sont mélangées extemporanément et le
volume final est ajusté a 100ml avec d’eau distillée.

— Réactif de Wagner : 2g de KI et 1,27g de I sont dissous dans 75ml d’eau distillée, puis

ajustés a 100ml avec d’eau distillée (Karumi et al., 2004).
2.2.2. Tanins

Dans un tube a essai, introduire 0,5 ml d’extrait a analyser, ajouter 1 ml d’eau et 1 a 2 gouttes
de solution aqueuse de FeCls diluée a 1%. En présence de tanins, il se développe une coloration

verdatre ou bleu-noiratre.

— L’apparition d’une coloration vert foncé ou bleue-verte indique la présence des tanins.

— L’apparition d'une coloration vert foncé indique la présence des tanins catéchiques.

— L’apparition de la coloration bleue-verte indique la présence des tanins galliques
(Karumi et al., 2004).

2.2.3. Flavonoides :

A 0,5 ml d’extrait a tester, ajouter, 1 ml d"alcool iso amylique, quelques copeaux de magnésium
et quelques gouttes d"acides chlorhydrique (HCI). L apparition d"une coloration rose ou rouge

indique la presence des flavonoides (Karumi et al., 2004).
2.2.4. Anthocyanes :

A 0,5 ml de ’extrait, nous avons ajouté 2,5 ml d’acide sulfurique (H2SO4) a 10% puis de
I’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) a 25%. Si la coloration s’accentue par acidification, puis
vire au bleu-violacée en milieu basique, cela permet de conclure la présence des anthocyanes
(Karumi et al., 2004).
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2.2.5. Quinones

Les substances quinoniques sont recherchées par le réactif de Bornstraégen. 0,5 ml de chaque
extrait est évaporé a sec. Le résidu est trituré dans 2,5 ml d’acide chlorhydrique 37% au 1/5. Le
triturat est versé dans un tube a essai et porté ensuite au bain-marie pendant 30 min. Apres
refroidissement, il est extrait par 20 ml de chloroforme. L’ammoniaque diluée 2 fois (0,5 ml)
est ajouté a la solution chloroformique. L'apparition d'une coloration rouge ou violette confirme

la présence de quinones (Oloyede, 2005).
2.2.6. Saponines : Indice de mousse

Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, introduire respectivement 1, 2, 3,
...,10ml de la solution a analyser. Ajuster le volume de chaque tube a 10 ml avec de I’eau
distillée. Agiter chaque tube dans le sens de la longueur du tube pendant 15 secondes & raison
de 2 agitations par seconde. Laisser reposer 15 min et mesurer la hauteur de la mousse produite

dans chaque tube (Oloyede, 2005). L indice de mousse (I) est calculée par la formule suivante

| = 1000 /N

— N : est le numéro du tube ou la hauteur de mousse est égale a 1 cm.

2.2.7. Coumarines (Fluorescence UV)

0,5 ml de chaque extrait est évaporé a sec. Le résidu ainsi obtenu est repris dans 1’eau chaude.
Un volume de cette phase aqueuse est additionné d’une solution d'ammoniaque (NH4OH) a
10% et un autre volume est gardé comme témoin. L’apparition de fluorescence apres

observation sous UV a 366 nm indique la présence de coumarines (Bruneton, 1999).
2.2.8. Stérols et triterpénes : La réaction de Liebermann Buchard.

Evaporer a sec 5 ml de la solution a analyser, dissoudre le résidu dans 1 ml d"anhydride acétique
puis 1 ml de chloroforme. A l"aide d"une pipette ajouter 1 ml de H.SO4 concentré au fond du
tube sans agiter. Laisser reposer 30 minutes. La formation d"un anneau rouge brunatre a la zone
de contact des deux liquides et une coloration violette de la couche surnageante révélent la

présence de stérols et triterpénes (Bruneton, 1999) :.
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2.2.9. Composés réducteurs

Introduire 1 ml d’extrait dans un tube, ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5ml réactif A et
0,5ml réactif B) et incuber I’ensemble 8 min dans un bain marie bouillant. L apparition d’un

précipité rouge brique indique la présence des composes réducteurs (Trease et Evans, 1987).
2.3. Evaluation de I’activité antioxydante:
2.3.1. Capacité antioxydante totale :

Ce test est basé sur la réduction du molybdéne (Mo®*) en molybdéne (Mo®") par I'extrait de
plante. Cette réduction induit, a pH acide, la formation du complexe phosphate/Mo5+ de
couleur verte (Prieto et al., 1999). Une prise de 1 ml d’extrait convenablement dilué est
combinée dans un tube avec 3 ml de solution composée d’acide sulfurique (0.6 N), de phosphate
de sodium (NasPOs, 28 mM) et de molybdate d’ammonium ((NH4)s M07024. 4H20, 4 mM).
Les tubes sont incubés a 95°C pendant 90 mn. Apres un repos de 6 minutes a température
ambiante, I'absorbance est mesurée a 695 nm contre un blanc contenant du méthanol a la place
de I’extrait. Comme pour les polyphénols totaux, I’activité antioxydante totale est exprimée en

mg d’équivalent acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG.g-1 MS).

2.3.2. Test d’activité anti-radicalaire (DPPH) :

La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") est un radical libre stable, dont la
solution posséde une coloration violette et une absorption caractéristique a 517 nm. Quand une
solution de DPPH’ est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogéne,
antioxydante, il y’a formation de la forme réduite (Figure 14). Ceci provoque la perte de la
coloration violette en coloration jaune caractérisée par une bande d’absorption dans le visible a

517 nm (Brand-Williams, 1995).
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DPPH (violet) DPPH (jaune)

Figure 14 : structure chimique du radical DPPH et sa forme réduite (Brand-Williams,
1995)
Les extraits secs sont repris, dans quelques millilitres de méthanol pour les dosages et les
évaluations de I’activité antioxydante. Pour la mesure de I’activité, une prise d’essai de 1 ml
d’extrait a différentes concentrations est mise en présence de 250 ul d’une solution de DPPH
(0.2 mM, préparée dans le méthanol). Le mélange est placé pendant 30 mn a I’obscurité pour
réagir et I’absorbance est mesurée a 517 nm contre un témoin négatif (sans extrait).
L’antioxydant de synthése utilisé est I’acide ascorbique (Bouchouka, 2016). Les résultats sont
exprimés en pourcentage d’inhibition, calculés suite a la diminution de l’intensit¢ de la

coloration du mélange, selon la formule :

Pl = (DO témoin — DO extrait / DO témoin) x 100
— PI: pourcentage d'inhibition
— D.O témoin : absorbance du témoin négatif
— D.O extrait : absorbance de I'extrait

Notons que compte tenu de la solubilité en milieu organique du DPPH, cette méthode est plus
adaptée pour les dosages qui se déroulent en milieu alcoolique (méthanol et éthanol). L’étude
de la variation de ’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des extraits permet
de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (ICs). Une faible valeur

d’ICsp correspondant a une grande efficacité de I’extrait (Beddou, 2015).
2.4. Evaluation de l'activité antimicrobienne

Le test d’évaluation de ’activité antimicrobienne des différents extraits a été déterminé par

différentes méthodes représentées dans la Figure 15.
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/ \ <I'echnique de diffusion sur gélose (méthode des disques)

Méthode de microdilution pour la détermination des
concentrations minimales inhibitrices (CMI)

@thode pour la détermination des concentrations minimales bactéricides
(CMB)

\ J < Evaluation de I’activité antifongique

Figure 15 : schéma illustrant les différentes méthodes pour I’évaluation de ’activité

antimicrobienne
2.4.1. Activite antifongique

Nous avons effectué le test antifongique selon la technique de Hassane et al (2012) avec une
légere modification qui consiste en 1’obtention d’une répartition homogene d’extrait dans le
milieu de culture et d’assurer un contact maximum entre le mycélium fongique et les substances
contenues dans 1’extrait sur quatre especes de champignons. Les dilutions d’extrait choisies
sont de 01pul, 02.5ul, 05ul ,07.5ul et 10ul. Une prise d’extrait a différentes concentrations est
mise 20ml de PDA acidifiée et coulée dans des boites. Apres la solidification, les boites sont
incubées pendant 03 a 05 jours a 28°C avec un disque de mycélium de 06mm de diamétre placé
aseptiquement dans le centre de la boite qui a été prélevé auparavant du centre d’un mycélium
jeune et précultivé. Cependant, les boites de témoin sont incubées sans 1’addition de

I’extrait (Gilbert et Wood, 2006).

L’inhibition est estimée, pour chaque espece de champignons, par la détermination du taux de
d’inhibition (1%).

I (%) =100 x (dC-dE)/dC

1(%) = Taux d’inhibition exprimé en pourcentage.

dC = Diametre de colonies dans les boites « témoins positifs ».
dE = Diamétre de colonies dans les boites contenant I’extrait.

2.4.2. Technique de diffusion sur gélose (méthode des disques)

Cette méthode consiste a tester la sensibilité (évaluation qualitative) des microorganismes vis-
a-vis des substances antimicrobiennes. Elle a été proposée et standardisée en 2004 par Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI-M44-A, 2004).
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Elle permet de déterminer 1’activité inhibitrice de croissance bactérienne par la mesure du
diameétre d’inhibition autour d’un disque (Sharififar et al., 2007).Les souches ont été utilisées
pour déterminer I’activité antimicrobienne sont entretenues par repiquages successifs sur
Gélose Nutritive (Bacteéries) et sur Gelose Sabouraud (Levures) et conservées a 4°C dans des
tubes stériles contenant 10 ml de milieu de culture incliné. Avant d’évaluer I’activité
antimicrobienne, nous avons Vérifié les souches de référence utilisées par des tests préliminaires

d’identification.
a. ldentification des bactéries :

Examen macroscopique : L’examen macroscopique consiste a étudier 1'aspect des colonies.
Une colonie est I'amas, visible a I’ceil nu, constitué¢ par des milliards de descendants d'une seule
cellule bactérienne et dont la taille, la forme, la couleur, la consistance parfois caractéristiques
de chaque espéce. L’étude de l'aspect des colonies nécessite une observation a 1’ceil nu, en

lumiere naturelle ou artificielle (Arabi, 2018).

Examen microscopique : L’observation microscopique, permet d’étudier 1’aspect
morphologique des cellules d'une espece microbienne. Elle comprend I'examen a I'état frais
(examen entre lame et lamelle des bactéries vivantes) et I'examen aprés coloration, le plus
souvent sur frottis séchés et fixés (coloration de Gram), nous avons suivi la méthode de

(Cavallo, 2007) pour réaliser ce test.

Coloration de Gram : La coloration de Gram est une technique qui permet de mettre en
évidence les propriétés de la paroi bactérienne. Elle permet de colorer les bactéries et de

distinguer leur aptitude a fixer le violet de gentiane (Gram+) ou la fuchsine (Gram-).

Une goutte d'eau distillée a été déposée sur une lame de microscope bien nettoyée a I'alcool,
toucher une colonie a l'aide d'une anse de platine stérile pour prélever des bactéries. Il n'est pas
nécessaire de prendre beaucoup de bactéries, puis frotter la pointe dans la goutte d'eau. Laisser
sécher la lame pres de la flamme en passant la lame trois fois dans la petite flamme (veilleuse)

du bec Bunsen pour fixer I'échantillon a la chaleur.

Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane (cristal violet) sur le frottis fixé et
laisser agir une minute. Le violet de gentiane colore le cytoplasme des bactéries. Jeter I'exces
de colorant dans un bécher et rincer brievement en faisant couler de I'eau distillée sur la lame

au-dessus du frottis (pas directement sur le frottis). Déposer quelques gouttes de Lugol sur le
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frottis. Le Lugol (compose iodé) est un mordant qui permet de fixer le violet dans les bactéries.
Laisser agir 1 minute et jeter la solution de Lugol dans un bécher et rincer brievement a I'eau
distillée comme précédemment décrit. Verser goutte a goutte de I'alcool sur la lame inclinée
obliquement jusqu'a ce que le violet ne s'écoule plus du frottis (30 secondes a une minute). Si
I’alcool pénétre dans la bactérie, la coloration au violet de Gentiane disparait. Les bactéries
donc sont de type Gram-, si 1’alcool ne traverse pas la paroi, on est en présence de bactéries
Gram+. Rincer a I'eau distillée. Contre-colorer en déposant la fuchsine pendant 1 minute. Ce
colorant permet de visualiser les bactéries Gram- decolorées a I'étape précédente. Cette
coloration moins forte que le violet n'affecte pas la couleur des Gram+. Rincer a I'eau distillée
et sécher la lame a l'air ou entre 2 feuilles de papier buvard. Enfin, observer a 1’objectif a

immersion (x100) aprés dépot d’une goutte de I’huile a immersion (Arabi, 2018).
b. Préparation des solutions meres :

Huiles essentielles : Nous avons préparé une solution mere (3ml) dans une éprouvette de 5ml
a partir de 1ml (1000pl) des huiles essentielles d'Artemisia campestris et 0,5 ml Tween 80. Ce
volume a été complété par le diméthylsulfoxyde DMSO jusqu'a 3ml (3000 pl). Ensuite, nous
avons homogénéise la solution a l'aide d'un agitateur vortex et filtrée aseptiquement avec un
filtre millipore stérile (Burt, 2004).

Extraits : Mémes étapes de la préparation des huiles essentielles ont été suivies pour préparer
les extraits, sauf que, la solution mére (3ml) a éte préparée a partir de 1g de chaque extrait dilué
en 2 ml de DMSO (diméthylsulfoxyde) a I'aide d'un agitateur vortex et filtrée aseptiqguement
avec un filtre millipore stérile. Les préparations ont été conservées aseptiquement jusqu'a
I'utilisation (Burt, 2004).

c. Préparation de I’inoculum :

A partir d’une préculture jeune sur gélose nutritive pour les bactéries ou Sabouraud gélose pour
les levures, nous avons prélevé quelques colonies bien isolées et morphologiquement identiques
et nous avons les re-suspendu dans 5 ml de bouillon nutritif, et les agitées a I'aide d'un agitateur

vortex pendant quelques secondes.

L’inoculum est ajusté a 108 cellules/ml (une DO de 0,08 & 0,1) par lecture de la densité optique
avec un spectrophotométre a une longueur d’onde de 625 nm pour les bactéries et a 10°

cellules/ml a longueur d’onde de 580 nm pour les levures (Tableau 09).
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Tableau 09: Tableau informatif des conditions de la méthodes de diffusion pour les

bactéries et les levures

Bactéries Levures
Milieu de la préculture Gélose nutritive Sabouraud gélose
La durée de la préculture 18h & 24h 48h
Température d'incubation 37°C 30°C
Nombre de colonies prélevées 5 colonies 2 colonies
Longueur d'onde 620 nm 580 nm

Ensuite, les boites de Pétri contenant de Muéller Hinton gélosé a pH de 7,2 a 7,4 sont
ensemencées aseptiquement par écouvillonnage. Dans la suite, elles sont séchées a proximité

de la flamme (15 min).
d. Dépbt des disques :

Des disques de 6 mm de diamétre préparés a base de papier filtre (Whatman No.1), et stérilisés
par autoclavage sont imbibés de 10 ul de chaque extrait a tester puis placés sur le milieu Muéller
Hinton gélosé préalablement ensemencé avec la souche a tester [(Abirami et Venugopal,
2005) ; (Nejjah et al., 2006)]. Les boites sont laissées pendant 15 minutes a la température
ambiante avant d’étre mises a incuber dans une étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures (bactéries)
ou 35°C pendant 20 a 24 heures (levures). Apres I’incubation, une zone ou un halo clair apparait

autour du disque (Figure 17).

La lecture des résultats est faite par mesure des diametres des zones d’inhibitions en (mm). Les

zones doivent étre uniformément circulaires (Espinel-Ingroff et Canton, 2007).

Selon Barros et al. (2007), I’activité antimicrobienne est exprimée en zones d’inhibition

comme suit :

Diametres inférieurs a 7 mm : aucune activité antimicrobienne (—)

Diametres de 7 a 9,9 mm : activité antimicrobienne faible (+)

N
N

— Diametres de 10 a 11,9 mm : activité antimicrobienne modeste (+ +)
— Diametres de 12 a 15 mm : activité antimicrobienne élevee (+ + +)
N

Diametres supérieurs a 15 mm : activité antimicrobienne forte (+ + + +)
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Le principe de la méthode est schématiseé dans la (Figure 16).

Tapis bactérien

Inoculum
microbien

Disque de
papier
imbibe d'extrait

Incubation
a

Boite de
pétri avec MH

37°C/24h

Diamétre d'inhibition
Figure 16 : Principe de la méthode de diffusion des disques

Figure 17 : Etapes suivies de la méthode de diffusion des disques
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2.4.3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) :

Nous avons utilisé la méthode décrite en 2002 par Clinical and Laboratory Standards Institute
M27-A2 (CLSI). C’est la méthode de référence qui permet de tester l’efficacité des
antifongiques et de déterminer les CMI et les CMF correspondantes (CLSI-M27-A2, 2002).
La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la concentration la plus
faible de la substance antimicrobienne qui inhibe la croissance des microorganismes. Cette

méthode est réservée uniquement pour les bactéries aérobies non exigeantes.

Le principe de cette méthode est d’évaluer la capacité des bactéries et les levures a produire une
croissance visible dans les puits d’une microplaque a fond rond (a 96 puits) contenant le milieu
de culture liquide, en présence de concentrations en cascade d’huile essentielle et des extraits
de la plante. Le milieu de culture préconisé pour cette technique est le bouillon Muéller Hinton
(pH de 7,2 a 7,4) est largement utilisé comme milieu standard pour cette méthode. Ce bouillon

est considéré comme milieu de référence (Halla, 2010).
a. Préparation des extraits

Une dilution en cascade est effectuée par I'homogénéisation de 1g de l'extrait d'Artemisia
campestris dans 2ml bouillon de Muéller Hinton (1,5ml de bouillon de Muéller Hinton
supplémenté en 0,5ml de Tween 80 pour I'huile essentielle) Ensuite, homogeénéisé a I'aide d'un
agitateur vortex et filtrée aseptiqguement avec un filtre millipore stérile, pour obtenir une gamme

de concentration décroissante. (Burt, 2004)

b. Préparation de I’inoculum :

A partir de nos précultures bactériennes et fongiques nous avons prélevé quelques colonies (5
colonies pour les bactéries et 2 colonies pour les levures) a 1’aide d’une anse de platine et nous
avons les re-suspendues dans du bouillon de Muéller Hinton pour les bactéries et bouillon de
Sabouraud pour les levures. Elles sont ensuite placées dans une étuve jusqu’a I’obtention d’une
concentration cellulaire de 1076 cellules/ ml (une DO de 0.06 a A =625nm pour les souches
bactériennes et A= 580 nm pour les souches fongiques), cette methode de preparation est

approximativement resseble a celle de (Mohapatra et al., 2011).
c. Préparation de la microplaque :

Pour chaque ligne de la microplaque, nous avons déposés 50ul de I’'inoculum dans les 12 puits

a I’exception du puits N°12 qui contient seulement du milieu de culture comme témoin positif
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(200 pl) qui sert au contréle de contamination. Nous avons ensuite ajouté 50 ul de la solution
de I’huile essentielle dans les puits a I’exception du puits N°11 et puits N°12. Le puits N°11 est
le témoin négatif (croissance sans extraits). Les plaques sont scellées et placées dans une étuve
a 35°C pendant 24 heures (figure 18) (CLSI-M27-A2, 2002).
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Figure 18: méthode d’utilisation de la microplaque a 96 puits

La lecture du résultat s'effectue a I'eeil nu pour visualiser s'il y a une inhibition ou non (la
croissance sous forme une trouble). La plus faible concentration de chaque fraction ne montrant
aucune croissance sera considérée comme la concentration minimale inhibitrice (CMI), elle est

confirmée par la recherche de la CMB.

2.4.4. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) et fongicides
(CMF) :

a. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :

La CMB est définie comme la plus faible concentration de I’antibactérien qui détruit 99,9% de
la concentration cellulaire finale. Aprés la détermination de la CMI (durant 24h d’incubation a
37°C), les deux puits contenant les concentrations en extraits strictement supérieures a la CMI
vont servir pour la détermination de la CMB. Pour ce faire, un échantillon de 10 ul de chaque
puits (ne présentant pas de croissance) va étre transféré dans des boites de Pétri contenant du

milieu Gélose nutritive. Les boites sont incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 h.

Cette technique nous permet de verifier si les cellules sont viables et cultivables. La boite de

celle de la CMB renferme un nombre de colonies inférieur a 3 (Prescott et al., 1995).
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b. Détermination de la concentration minimale fongicide (CMF) :

La CMF est définie comme la plus faible concentration de 1’antifongique qui tue 99,9% de la
concentration cellulaire. Cette méthode est en accord avec les exigences de la CLSI « Clinical
and Laboratory Standards Institute » (Espinelingroff et Canton, 2007).

Apres la détermination de la CMI (durant 24h d’incubation a 35°C), les deux puits contenant
les concentrations de substances antifongiques strictement supérieures a la CMI vont servir
pour la détermination de la CMF. Pour ce faire, 10 ul de chaque puits vont étre transférés dans
des boites de Pétri contenant du milieu Sabouraud gélose. Les boites sont incubées dans une
étuve a 35 °C pendant 48 h. Cette technique nous permet de Vérifier si les cellules sont viables
et cultivables. La boite correspondant a la CMF renferme un nombre de colonies inferieures a
3 (Majoros et al., 2005).

Figure 19 : préparation des boites de pétri pour le test de la CMB
2.5. Etude de ’effet antibactérien de I’extrait d’Artemisia campestris :
2.5.1. Conditions expérimentales générales

La dilution des extraits sont réalisees par la solution tampon phosphate (PBS) et la gamme
des concentrations de 1’extrait utilisé ont été choisies selon les CMI et CMB précédemment
déterminées. Ces concentrations sont: 1/2 CMI, CMI, CMB et CMBx2 représentées en
Tableau 10. La solution tampon utilisée pour ces tests est la solution tampon phosphate
(PBS).
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Tableau 10: Concentrations utilisées pour I’étude des mécanismes d’action
CMI/2 CMI CMB CMB x2
Concentrations (mg/ml) 0,097 0,39 1,56 6,25

La suspension bactérienne (la phase exponentielle de croissance) de la souche
Staphylococcus aureus a été préparée par inoculation de cing colonies (05) d’une culture
jeune de bactéries dans 50 ml de Mueller-Hinton bouillon. Ensuite, elle a été incubée a 37°C
pendant 4-5 h sous agitation. Aprés 1’incubation, les bactéries ont été séparées au milieu de
culture par centrifugation a 5000 tr/min durant 20 min & 4°C, ensuite le culot bactérien est
lavé deux fois par la solution PBS (pH 7.4) (Carson et al., 2002).

2.5.2. Tests de la viabilité cellulaire

Les tests de la viabilité cellulaire ont été réalisés par un comptage des cellules viables sur
milieu solide. Des volumes de 500 ul des concentrations finales C1, C2, C3, C4 ont été
prélevés, dilués en série dans I'eau peptonée stérile (0.1 g 100 mi-1), puis versés sur des boites
coulées par un neutraliseur stérile, suivie d’ensemencement par inondation (De Barros et al.,
2009). Apres 24 h d'incubation a 37°C, les colonies ont été compteées et le nombre de cellules
viables rapporté comme unités formant des colonies (UFC) par ml et les résultats ont été
exprimés en Log d'UFC/ ml. Des tubes de contrdle sans extrait ont été testés de la méme
facon (Carson et al., 2002).

2.5.3. Test de la tolérance au sel :

La capacité des cellules de S. aureus traités avec 1’extrait méthanolique d’Artemisia
campestris & croitre sur un milieu de culture solide additionné de NaCl a été étudiée. Une
quantité de 100 ul de cultures ont été diluée dans de I'eau peptonée stérile et ont été étalée sur
GN-NaCl (Carson et al., 2002). Les tubes de contréle sans extrait ont été testés de la méme
fagon. Apres 24 h d'incubation, le nombre d'UFC/ml sur chaque boite GN-NaCl ont été
compares a ceux obtenus pour l'essai de controle, et les resultats sont exprimés en

pourcentage de cellules capables de former des colonies.
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2.5.4. Test de P’activité des lipases :

L'activité de la lipase a été évaluée sur le milieu de culture Agar Salty Tween - AST (Nostro
et al., 2001) a pH 7,2. Des cultures cellulaires diluée dans de I'eau peptonée stérile ont éte
étalées sur I’AST, suivie & incubation & 37°C pendant 24 h. Apreés la période d'incubation, le
nombre de colonies (UFC/mI) présentant une activité de lipase positif sur chaque boite AST
ont été comptées, et les résultats ont été exprimés en pourcentage de cellules capables de

former des colonies (De Barros et al., 2009).
2.6. Etude de la cytoxicité vis-a-vis les érythrocytes :
2.6.1. Préparation des solutions :

a. Préparation des solutions meres des extraits : Le choix des concentrations meres du travail
est selon les résultats du test de concentrations minimales inhibitrices. Les solutions ont été
préparées dans des conditions hygiéniques, puis chaque extrait est conservé dans une

température de 4°C a I’abri de la lumiére.

b. Préparation de la solution de lavage : La solution de lavage consiste a préparer une solution
de MgClI2 a 2mM contenant 150Mm de NaCl.

c. Préparation de la solution tampon PBS : Pour préparer un litre de PBS 100mM, il suffit
de mélanger une quantité suffisante pour 20Mm de KH2PO4 et une quantité suffisante pour 80
mM de NaHPO4 additionnée par 150m M de NaCl. Compléter a 1000mL avec de I’eau distillée.

2.6.2. Etude de la cytotoxicité de la plante Artemisia campestris :
a. Préparation de la suspension érythrocytaire :

Du sang frais est prélevé sur des tubes héparinés d’un volontaire sain qui n’a pas pris d’anti-
inflammatoires dans les 48h qui précedent le prélevement. Le sang est centrifugé a 4000
tours/minutes pendant 5 minutes. Apres 1’élimination du surnageant, le culot est lavé 2 fois avec
la solution de lavage de chlorure de magnésium MgCI2 (a 2mM) contenant 150mM de NacCl,
puis resuspendu a nouveau dans le tampon phosphate salé de sodium (PBS) 100mM, avec un
pH 7,4 contenant aussi 150mM de NaCl (I’Okokoet, 2012).
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b. Evaluation de cytotoxicité vis-a-vis les globules rouges :

Afin d’etudier la cytotoxicité de la plante, nous avons suivi le protocole de Halla (2010). Les
globules rouges sont suspendus dans du tampon PBS pH 7,4 100mM, a raison de 4000
cellules/ml. La suspension érythrocytaire est incubée a 37°C sous agitation continue pendant
120 minutes. Dés 1’addition de la solution du conservateur a des concentrations finales
différentes. Des prélévements de 500ul a partir de la solution réactionnelle sont effectués a
intervalles réguliers auxquels nous avons ajouté 2ml d’une solution de lavage glacée NaCl.
Aprés centrifugation a 4000 tours/minutes pendant 5 minutes, nous avons récupéré le
surnageant dans lequel on dose I’hémoglobine a I’aide d’un spectrophotomeétre par la densité

optique a une longueur d’onde de 548nm (figure 20).

Pourcentage d’hémolyse = (D.O témoin — D.O extrait / D.O témoin) x 100

— D.O témoin : absorbance du témoin négatif
— D.O extrait : absorbance de I'extrait

Figure 20 : procédure de I’évaluation de la cytotoxicité de la plante vis-a-vis les érythrocytes
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2.7. Etude statistique :

Tous les histogrammes ainsi que les graphes sont tracés par le programme Exel2010. Les
valeurs d’IC50 ont été calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [%

inhibition = f(concentrations)].
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1. Rendement des extraits :

La préparation des extraits a partir de la partie aérienne d’Artemisia campestris a été effectuée
par des différentes méthodes d’extraction et des solvants a différentes polarités (hexane,
méthanol et I’eau distillée). Cette extraction a permis d’obtenir trois extraits bruts: extrait

hexanique, I’extrait méthanolique, I’extrait aqueux.

Le rendement des extraits est exprimé en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la masse
de la plante séchée, le rendement le plus élevé a été observé en extrait aqueux (9,21%0), suivie
par I’extrait méthanolique (7,37%0), et enfin I’extrait hexanique (6,12%0). Cependant, les huiles
essentielles ont marqué le rendement le plus faible par un pourcentage de 1,25%, les résultats

obtenus sont représentés dans le Tableau 11 et la figure 21.

Tableau 11 : Rendements massiques des extraits d’Artemisia Campestris

- Extrait hexanique 6,12
c

L Extrait méthanolique 7,37
39

T < | Extrait aqueux 9,21
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Figure 21: Histogramme représentant les différents rendements des différents extraits
d’Artemisia campestris
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Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que les
conditions dans lesquelles I’extraction est effectuée (& chaud ou a froid), affectent tous le
contenu total en phénols et flavonoides, et par conséquent affecte les activités biologiques

médiées par ces métabolites (Lee et al., 2003).

Dans une éetude réalisée par Benrebiha et Touil, (2011) a montré que le rendement de I’huile
essentielle extraite d’Artemisia campestris (0,7 %) est tres élevé de celui obtenu a partir d'A.
herba alba (0,3 %). Cependant ce taux de rendement était de 1’ordre de 1.2% et 1.4 % (mI/100g)
d’A. campestris récoltée au Tunisie et en France, respectivement. La grande variabilité
observée des rendements en huile essentielle selon 1’age de la plante de 1’espéce Artemisia
campestris, montre clairement 1’influence des facteurs biologiques et physiologiques (cycle
végétatif), si on se référe a quelques donnees de la littérature. A la différence de la macération
qui se déroule a température ambiante, ’extraction au Soxhlet se fait a la température
d’ébullition du solvant, ce qui entrainerait la dégradation thermique des composés

thermosensibles (Popovici et al., 2009).

2. Aspect physique des extraits d’Artemisia campestris:
L’aspect physique ainsi que les couleurs obtenus lors de I’extraction d’Artemisia campestris

sont représenté dans le tableau 12.
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Tableau 12: Aspect physique de différents extraits d’Artemisia campestris

Extrait

Aspect

Couleur

Hexanique

Pateux, collant

Vert foncé

Méthanolique

Pateux, collant

Vert brunatre foncé

Aqueux

poudre

Brune

Huiles essentielles

Liquide visqueux

Vert noiratre
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L’huile essentielle de la partie aérienne d’Artemisia campestris obtenue par la méthode
d’entrainement a la vapeur est un liquide visqueux, d’une couleur vert noiratre avec une forte

odeur caracteéristique.

La préparation des extraits a partir de la partie aérienne d’Artemisia campestris a été effectuée
par des solvants a polarité croissante il s’agit d’Hexane, Méthanol et I’eau distillée. Les extraits
méthanolique et hexanique ont un aspect pateux collant avec une couleur vert brunatre et vert

foncé respectivement, contrairement a 1’extrait aqueux qui est une poudre d’une couleur brune.

3. Tests phytochimiques :

Les tests phytochimiques consistent a identifier les différentes familles des métabolites
secondaires, en réalisant une analyse qualitative des extraits de la plante par des essais de
solubilités des constituants, des réactions de précipitation et de turbidité, par un changement de
couleur spécifique ou un examen sous la lumiére ultraviolette, avec des solvants de polarité

différente et des réactifs spécifiques de révélation (El mouloud, 2016).

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur la partie aérienne d’Artemisia campestris

sont résumés dans le tableau 13 :

Tableau 13 : Résultats du screening phytochimique d'Artemisia campestris.

Meétabolites Extrait méthanolique Extrait aqueux | Extrait hexanique

secondaires
° Dragendorff + + +
% 8 Mayer + + -
< Wagner + + _
Tanins + + -
Flavonoides - - -
Coumarines + - -
Saponines + - -
Stérols + - -
Composés réducteurs - - -
Triterpenes + -
Anthocyanes + + -
Quinones + -

+ : présence du composé ; - : absence
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Les figures suivantes (22, 23 et 24) représentent les résultats des extraits étudiés :

'.

Test de Mayer Test de Test de Wagner temoin testé
Dragendorff
Les alcaloides Coumarines

1k

N —

anthocyanes

tanins

Stérols et
triterpénes

Quinones

flavonoides

Figure 22 : Résultats de screening phytochimique de I’extrait méthanolique
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Test de Mayer Test de Test de Wagner temoin testé
Dragendorff

Les alcaloides Coumarines

Composés Tanins Sterols et Quinones flavonoides
réducteurs triterpénes

Figure 23: résultats de screening phytochimique de 1’extrait aqueux

Test de Mayer | Test de Test de Wagner
Dragendorff
Les alcaloides Coumarines
- 4 P ———— ‘ - . _.‘. . - — —

Figure 24: résultats de screening phytochimique d I’extrait Hexanique
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Sur I’ensemble des résultats obtenus, nous avons pu prendre une idée générale sur la
composition chimique de la plante étudiée. En effet, nous pouvons conclure
qu’Artemisia campestris est plus ou moins riche en métabolites secondaires, particuliérement
I’extrait méthanolique qui a révélé la présence des familles chimiques; les tannins catéchiques,
les anthocyanes, les coumarines, stérols et les triterpénes, les saponines et les alcaloides.
Cependant, nous avons observé 1’absence des coumarines dans notre extrait (hexanique et

aqueux).

Ainsi, nous avons marqué la présence des polyphénols (les tannins et les anthocyanes) et les
alcaloides dans 1’extrait aqueux et méthanolique (extraits polaires). En revanche, nous avons

enregistré 1’absence des composés réducteurs dans tous les extraits préparés.

L’extrait hexanique n’a montré aucune présence des métabolites secondaires par le screening
phytochimique utilisé, qui est peut-étre a cause de la méthode d’extraction ainsi que la polarité

du solvant utilisé qui entraine des molécules totalement apolaires.

En comparant nos résultats avec d’autres études effectuées dans d’autres région, nous trouvons
que notre espéce Artemisia campestris est riche en alcaloides, tanins, flavonoides et les
saponines comparée a celle d’Aflou- Laghouat étudiée par Benattia (2015), qui ne renferme
que les alcaloides, les tanins et les flavonoides. Similairement, 1’étude de Talbi (2015) sur la
plante Artemisia campestris récoltée a Djelfa a signalé que cette espéce ne contient que les

tanins, les flavonoides, les saponines et les anthraquinones libres.
4. Evaluation de ’activité antioxdydante d’Artemisia campestris:

A travers nos recherches bibliographiques et compte tenu de la complexité des processus
d’oxydation. Il apparait clairement qu'une seule méthode n’est pas suffisante pour caractériser
le potentiel antioxydant d’un échantillon. Il faut donc combiner les réponses obtenues a I’aide

de tests différents et complémentaires.

C’est pourquoi notre choix s’est porté¢ sur 1’utilisation de deux méthodes d’évaluation du

potentiel antioxydant de la plante Artemisia campestris.
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4.1. Capacite antioxydant totale (CAT) :

La capacité antioxydante totale des extraits étudiés est exprimée en nombre d’équivalents
d’acide gallique a partir d’une courbe d’étalonnage (y =0,0007x+0,004 ; R2 =0,982) (Figure
25). Les résultats obtenus sont exprimés en g en parallele a ’acide gallique par mg de 1’extrait
sec. C’est un test quantitatif puisque les résultats sont exprimés en nombre d’équivalents d’acide

gallique.

La figure 25 représente la courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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figure 25 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour la détermination de la capacité
antioxydante totale

Les résultats de la capacité antioxydante total des extraits d’Artemisia campestris sont
représenteés dans la figure 26.
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Figure 26 : Capacité antioxydante totale des extraits méthanolique et aqueux de la plante
Artemisia campestris

D’aprés ces résultats, 1’estimation de la capacité antioxydante totale des extraits a montré une
variabilité en fonction de la nature du solvant (Méthanol, 1’eau distillé) utilisé pour I’extraction,
donc nous avons remarqué qu’a la concentration 500mg/ml de I’extrait aqueux avait un pouvoir
antioxydant élevé (26,24mg EAG/g MS) par rapport a I’extrait méthanolique (13,81mg/g MS).
Donc, I’estimation de la capacité antioxydante total des extraits bruts a montré une importante

variabilité en fonction de I’organe étudié¢ et la nature du solvant utilisé pour I’extraction.
4.2. Test d’activité anti-radicalaire (DPPH) :

Les activités anti-radicalaires des extraits d’Artemisia campestris et du témoin positif (acide
ascorbique) ont été déterminées par la méthode au DPPH. L’activité anti-radicalaire de nos
extraits est exprimée en ICso. Pour chaque extrait la ICso est déduite de la droite d'étalonnage

correspondante Figure 27.
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Figure 27: Courbe des pourcentages d’inhibition de 1’acide ascorbique a différentes
concentrations pour la mesure de pouvoir de piégeage du radical DPPH

En faisant varier la concentration des extraits et en calculant le pourcentage d’inhibition
correspondant (P1%) pour chaque concentration, nous avons établi les profils d’activités anti
radicalaires présentes dans la figure 28 et la figure 29, et c’est a partir de ces profiles que nous
avons déduit la valeur correspondante a la ICso (la concentration d'extrait requise pour inhiber
50% du radical libre initial de DPPH).
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Figure 28 : Profile de I’activité antiradicalaire (test DPPH) d’extrait méthanolique
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Figure 29: Profile de I’activité antiradicalaire (test DPPH) de I’extrait aqueux

Les résultats obtenus sont représentés sous forme de droite sont comme des équations dans le
tableau 14.

Tableau 14 : Résultats de 1’activité anti radicalaire des extraits d’ Artemisia campestris

Extraits I1Cso0 (mg /ml) Y =f(x) R2

Extrait méthanolique 31,25 y =0,3667x + 38,539 0,9928
Extrait aqueux 0,49 y =0,2219x + 53,173 0,9567
Acide ascorbique 0,81 Y=23,262Lnx+ 54,907 0,9989
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Les profils de I’activité anti-radicalaire obtenus révélent que les extraits testés possédent une
activité dose-dépendante et les valeurs des ICso Présentées dans le tableau ci-dessus, nous
permettent d’évaluer et de comparer I’efficacité des extraits. Nous rappelons que plus la valeur

de la I1Csp est faible plus 1’extrait est puissant vis-a-Vvis des radicaux libres (Beddou, 2015).

Nous avons remarqué qu’il existe une augmentation proportionnelle des pourcentages
d’inhibition (%) en fonction des concentrations des deux extraits d’Artemisia campestris. Cette
proportionnalité a permis d’obtenir une courbe linaire. Par comparaison, 1’extrait aqueux avait
une forte activité anti radicalaire par rapport le témoin (acide ascorbique) par une ICsg de 1’ordre
de 0,49mg /ml, cependant le macérent méthanolique avait une activité moyenne a 1Cso= 31,25

mg/ml.

Il a été¢ démontré que les molécules antioxydantes telles que 1’acide ascorbique, tocophérol,
flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a ceder
I’hydrogene (Bougandoura et Bendimerad, 2012). Lopes-Lutz et al., (2008) ont confirmé
dans une étude faite sur quelques especes d’Artemisia que I’activité antioxydante de ces plantes
est faible. En outre, Kang et al., (2003) ont suggéré que les extraits des végétaux qui

contiennent des molécules polaires montrent une activité anti radicalaire élevée.
5. Evaluation de I'activité antimicrobienne :

5.1. Activité antifongique de la plante Artemisia campestris :

L’activité antifongique de la plante Artemisia campestris a été évaluée vis-a-vis quatre especes
fongiques par un traitement avec des différentes concentrations des extraits de la plante, les
données expérimentales traduites sous forme de tableaux et d histogrammes sont résumées dans

la figure 30 et la figure 31.




Résultats et discussion

70,00 -
g 60,00 -
3 50,00 -
g
E’ 40,00 -
§ 30,00 1 W Endosporium
-_§ 20,00 - m Ph
3 10,00 - m A.niger
4 eniciluim
0,00 1 2,5 5 7.5 10 P
® Endosporium| 25,00 35,00 40,00 50,00 65,00
m Ph 4,76 19,05 28,57 47,62 61,90
= A.niger 4,00 20,00 40,00 40,00 52,00
peniciluim 9,52 33,33 52,38 52,38 61,90

Concentrartion de I'extrait Hexanique d'Artemisia campestris (ul/ml)

Figure 30 : effet antifongique de I’extrait hexanique d’Artemisia campestris
La figure 30 représente I’activité de I’extrait hexanique qui a marqué un effet inhibiteur vis-a-

vis la souche Endosporium spp avec un indice antifongique égal a 65% a la concentration de
10ul/ml. Par contre, la souche Aspergillus niger est la souche la plus résistante. La souche
Phytophthora infestans a montré une résistance a la concentration de 1pl/ml, puis une

sensibilité qui augmente au fur et a mesure que la concentration.
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Figure 31 : effet antifongique d’extrait méthanolique d’Artemisia campestris
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L’action de 1’extrait méthanolique d’Artemisia campestris sur la croissance mycélienne
élucidee dans la Figure 31 exprime une sensibilité des moisissures, notamment la souche de
Phytophthora infestans avec un indice de 57,14% en concentrations 7,5 pl/ml et 10 pl/ml qui

est marqué comme le plus éleve et sur Pénicillium spp (56%) en concentration 10ul/ml.

L’effet de I’extrait méthanolique était moins actif sur 1’Aspergillus niger qui était la souche la
plus résistante par rapport au reste des moisissures par un indice de 8% en concentration 1pl/ml

et un indice de 48% avec la concentration de 10pl/ml.

Par comparaison entre 1’extrait hexanique et I’extrait méthanolique, nous remarquons que
I’extrait hexanique exerce une activité antifongique plus significative avec un indice
antifongique qui atteint a 65% a la concentration 10ul/ml, a ’aune des résultats d’extrait
méthanolique qui représente une activité modeste avec un indice antifongique de 57%. De ce
fait, nous pouvons conclure que 1’extrait hexanique contient des substances antifongiques a une

forte activité par rapport au deuxiéme extrait utilisé dans cet essai antifongique.

Aspergillus niger est désignée comme 1’espece la plus résistante aux extraits méthanolique et
hexanique avec un indice antifongique de 8% et 4%, respectivement a la concentration de
1ul/ml. Alors que Phytophthora infestans était la plus sensible avec 1’extrait méthanolique

(57,14%) et I’Endosporium spp (65%) avec 1’extrait hexanique.

La sensibilité des especes fongiques dépend de la composition chimique en métabolites
secondaires et est en fonction de la nature des substances naturelles a caractére antimicrobien
et antifongique (Giordani et al., 2008), des études fondamentales ont également montré que

les alcools et les terpenes ont une activité antifongique (Knobloch et al., 1989).

L’étude de Karabegovi¢ et al., (2011) sur I’extrait méthanol des tiges d’Artemisia campestris
L. a révélé des différents pourcentages d’inhibition contre Aspergillus niger qui a révelé une
zone d’inhibition estimée a 32,5-33 mm qui apparait plus importante que celle de

I’érythromycine (20,5 mm) et du tartrate de tylosine (18mm).
5.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne d’Artemisia campestris :

L'activité antibactérienne in vitro des extraits d’Artemisia campestris a eté évaluée
qualitativement et quantitativement par la présence ou l'absence de zones d'inhibition et de la
CMI et la CMB ou CMF, respectivement.
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5.2.1. Identification des bactéries :

Nous avons confirmé I’identification des souches testées par un examen macroscopique par des
milieux sélectifs et ainsi que par un examen microscopique par la coloration de gram. Les

résultats obtenus ont présenté dans le tableau 15.

Tableau 15 : résultats d’identification macroscopique et microscopique des souches utilisées.

Souches Résultats Résultats microscopique Observations
macroscopique

Staphylococcus e Gram+

aureus * Coqueen
amas

ATCC 25923 e Colonie
crémeuse
ronde et
pigmenté en
jaune (doré)

Lestiria e Gram+

monocytogenes e Petite bacille

ATCC 19115 e Colonies
transparentes
crémeuses.
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Suite Tableau 15

Souches

Résultats

macroscopique

Résultats microscopique

Observations

Bacillus cereus
ATCC 11778

Gram +

Grande bacille

Colonie

circulaires et

irréguliéres

avec un aspect
est crémeuse
et granuleux.

Escherichia
ATCC 25922

coli

Gram-
Bacilles
Colonies

rondes, plates

et réguliers.
couleur
saumon

sur

gélose hektoen

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853

Gram-

Fin bacille
Batonnets
Pigment
(Jaune-vert
fluorescent)

Salmonella
Thphimrium
ATCC 13311

Gram —
Bacilles
Colonie ron
A borde
régulier

de

5.2.2. Méthode de Diffusion des disques sur gélose :

Le premier test réalisé pour étudier I’effet d’Artemisia campestris est la méthode de diffusion

de disques qui est une technique qualitative basée sur la détermination du diameétre des zones

d’inhibition apparentées autour des disques chargés par les extraits testés. Les résultats obtenus

de I’extrait méthanolique sont représentés dans le tableau 16.
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Tableau 16 : Valeurs des diamétres d’inhibition de I’extrait méthanolique

Concentration

Diameétres des zones d’inhibition (mm)

(mg/ml)| 500 | 250 | 125 | 62,50 | 31,25 [ 1562 | 7,81 | 3,90 | 1,95

Souches

S. aureus ATCC 25923 9 8 8 8 0 0 0 8 0
L. monocytogenes ATCC 19115 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. aeruginosa ATCC 27853 0 9 9 8 8 0 0 0 0
B. cereus ATCC 11778 0 14 16 15 | 18,5 0 0 0 0
E. coli ATCC 25922 10 9 12 8 9 0 0 0 0
S. Thphimrium ATCC 13311 7 9 7 0 0 0 0 0 0
C. albicans ATCC 26790 9 12 | 10 7 0 8 0 7 9
C. albicans ATCC 1P444 9 9 7 8 8 6 7 6 7
C. albicans ATCC 10231 9 10 10 12 10 7 6 8 6

Suite aux resultats indiquées dans le tableau 16, I'extrait méthanolique d’Artemisia campestris

a montré une activité inhibitrice importante contre la souche Bacillus cereus ATCC 11778 a la

concentration 31,25 mg/ml avec un diamétre de 18,5 mm, contrairement au Lestiria

monocytogenes ATCC 19115 qui a montré une résistante vis-a-vis toutes les concentrations de

I’extrait méthanolique.

Les faibles concentrations de 1’extrait méthanolique n’exerce aucune activité sur les souches

bactériennes étudiées.

L’effet de I’extrait méthanolique sur les souches fongiques Candida albicans est varié entre un

diametre de 8 mm a 12 mm qui est considéré comme un effet partiellement actif.

Le deuxieme extrait étudié est I’extrait hexanique qui a représenté une activité antimicrobienne

exposeé en tableau 17.
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Tableau 17: Valeurs des diamétres d’inhibition de 1’extrait hexanique

Concentration Diamétres des zones d’inhibition (mm)
(mg/ml)| 500 | 250 | 125 | 6250 | 31,25 [ 1562 | 7,81 | 3,90 | 1,95
Souches
S. aureus ATCC 25923 7 7 9 8 9 7 7
L. monocytogenes ATCC 19115 | 9 8 8 7 7 7 0 0
P. aeruginosa ATCC 27853 0 0 9 0 0 7 7
B. cereus ATCC 11778 9 7 8 7 7 7 7 0 7
E. coli ATCC 25922 0 8 9 0 0 7 9
S. Thphimrium ATCC 13311 10 9 8 0 0 0 0 0
C. albicans ATCC 26790 125 |12 | 135 |95 105 |0 0 7
C. albicans ATCC 1P444 9 8 7 9 7 0 7 7 7
C. albicans ATCC 10231 125 |10 |10 12 10 10 10 7 11

L’extrait hexanique obtenu par une délipiation de la plante a montré une activité antibactérienne
trés modeste par rapport I’extrait méthanolique vis-a-vis les souches bactériennes testées qui ne
dépasse pas les 10 mm. Cependant, les trois souches de Candida albicans avaient une
sensibilité, notamment Candida albicans ATCC 26790 avec un diameétre qui atteint les 13,5

mm a la concentration 125 mg/ml.
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Le tableau 18 ¢élucide les diamétres d’inhibition de I’extrait aqueux.

Tableau 18: Valeurs des diamétres d’inhibition de 1’extrait aqueux

Concentration Diamétres des zones d’inhibition (mm)
(mg/ml) [ 500 | 250 | 125 | 62,50 | 31,25 | 15,62 | 7,81 | 3,90 | 1,95

Souches

S. aureus ATCC 25923 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L. monocytogenes ATCC 19115 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. aeruginosa ATCC 27853 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B. cereus ATCC 11778 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli ATCC 25922 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. Thphimrium ATCC 13311 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C. albicans ATCC 26790 0 10 |8 0 8 8 0 7 0
C. albicans ATCC 1P444 11 9 8 8 10 0 0 0 0
C. albicans ATCC 10231 0 0 0 9 8 8 0 0

Les résultats de I’infusé de la plante Artemisia campestris ont montré une absence totale de
I’activité antibactérienne avec toutes les concentrations utilisées, et une activité antifongique

approximativement faible variante entre 7 mm et 10 mm.

Le dernier extrait testé est I’huile essentielle de la plante, obtenu par la méthode de
I’entrainement a la vapeur, le tableau 19 représente les résultats de 1’effet des huiles essentielles

sur les especes microbiennes étudiées.
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Tableau 19: Valeurs des diamétres d’inhibition des huiles essentielles

Concentration Diameétres des zones d’inhibition (mm)
(mg/ml)| 500 | 250 [ 125 | 62,50 | 31,25 | 15,62 | 7,81 | 3,90 | 1,95

Souches

S. aureus ATCC 25923 0 8 9 9 7 0 0 0 0
L. monocytogenes ATCC 19115 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. aeruginosa ATCC 27853 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B. cereus ATCC 11778 0 0 |0 0 0 0 0 0 0
E. coli ATCC 25922 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. Thphimrium ATCC 13311 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C. albicans ATCC 26790 15 12 | 13 7 9 8 8 8 0
C. albicans ATCC 1P444 15 14 |9 9 11 0 0 0 0
C. albicans ATCC 10231 13 9 9 8 0 0 0 7 0

Les diametres des zones d'inhibition obtenus montrent que les souches Candida albicans ont
une sensibilité aux huiles essentielles de la plante, estimée par une zone d’inhibition de 15 mm

a la concentration mere (500mg/ml).

Staphylococcus aureus ATCC 25923 était la seule souche bactérienne sensible aux huiles

essentielles, alors que le reste des souches bactériennes n’avait aucuns résultats.

Au vu des résultats, la croissance de la souche S. aureus ATCC 25923 a été inhibée par la
plupart des extraits de la plante Artemisia campestris, suivie par B. cereus ATCC 11778 qui
avait la plus grande zone d’inhibition par I’extrait méthanolique avec une zone de 18.5 mm a la
concentration 31.25 mg/ml. Quoique, la souche L. monocytogenes ATCC 19115 était la plus
résistante aux extraits de la plante Artemisia campestris ce qui clarifie que cette plante n’avait

pas le principe actif Iétale contre cette souche.

L’extrait aqueux n’a enregistré aucune inhibition avec toutes les souches bactériennes, donc il
est clair que cet extrait en plus des huiles essentielles avait une activité antimicrobienne trés

inferieure presque inexistante.

Les huiles essentielles de la plante Artemisia campestris et 1’extrait hexanique ont marqué une
activite forte vis-a-vis les souches de Candida albicans avec des zones qui atteint 15 mm et
13,5 mm, respectivement. Suivie par I’extrait méthanolique qui a exercé une inhibition de 12

mm vis-a-vis C. albicans ATCC 10231 a la concentration de 62,5 mg/ml. Finalement, 1’extrait
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aqueux qui a montré une activité tres légere contre les Candida albicans qui ne dépasse pas les

11 mm a la dilution la plus concentrée 500mg/ml.

Par conséquence, nous concluons que I’extrait méthanolique de la plante Artemisia campestris
avait 1’activité antibactérienne la plus efficace, et ses huiles essenticlles avaient une forte

activité vis-a-vis les Candida albicans.

Plusieurs recherches scientifiques ont prouvé 1’efficacité de I’extrait méthanolique ou de I’huile
essentielle de 1’Artemisia campestris aussi bien sur des bactéries que des levures, ce qui

confirme les résultats obtenus de notre étude.

Nos résultats viennent consolider également ceux rapportés dans la littérature que les
terpénoides et les composes phénoliques montrent la plus grande activité antibactérienne et que

la souche S. aureus est plus particulierement sensible a ces composés (Cowman, 1999).

Nous constatons que, indépendamment de la source de I’extrait et de sa concentration, les
bactéries a Gram (-) révelent une résistance vis-a-vis les extraits de la plante Artemisia
campestris. Cette résistance n’est pas surprenante car elle est en relation avec la nature de leurs
membranes externes (imperméables a la plupart des agents biocides) [(Bouzid et al., 2011) ;
(Faucher et Avril, 2002)].

Megdiche-Ksouri et ses collaborateurs (2015) ont trouvé le méme diameétre d’inhibition
(9mm) avec I’extrait méthanolique de la partie aérienne d’Artemisia campestris vis-a-vis la
souche Staphylococcus aureus. Ainsi, il a été montré par El Abed et al. (2014) et Naili et al.
(2010) que I’extrait méthanolique des feuilles d’Artemisia campestris a induit un effet
antimicrobien significatif contre un large éventail de bactéries telles : Escherichia coli (17 mm),
Bacillus cereus (25mm), Staphylococcus aureus (20mm), Salmonella typhi (13 mm) et

Pseudomonas aeruginosa (9mm).

En outre, les huiles essentielles de la plante ont démontré une large amplitude du pouvoir
antibactérien vis-a-vis : Escherichia coli (29 mm), Pseudomonas aeruginosa (18mm) et
Staphylococcus aureus (25mm) [(Akrout et al., 2007) ; (Baykan Erel et al., 2012) ;
(Boutemak et al., 2016)] ce qui était complétement 1’opposé de nos résultats, et cela peut étre
explique par les conditions et le mois de récolte de la plante.




Résultats et discussion

Il a été rapporté par Megdiche-Ksouri et ses collaborateurs (2015) que les Candida albicans
traitées par I’extrait aqueux ont induits une zone d’inhibition de 7mm, qui était assez similaire

a notre étude.

Cependant, une zone d’inhibition allant de 7 a 9 mm a été observée suite au traitement des
colonies de Candida albicans avec 1’extraits méthanolique de la partie aérienne d’Artemisia

campestris.

5.2.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides ou

fongicides de la plante Artemisia campestris :

Afin de déterminer la concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et La concentration Minimale
Bactéricide (CMB) ou fongicide (CMF) des extraits d’Artemisia campestris, la méthode des

microdilutions sur microplaque a été utilisée.

La concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est definie comme étant la plus faible
concentration de I’extrait capable d’inhiber toute croissance visible du germe. Elle mesure donc,
un effet bactériostatique et ne renseigne pas sur 1’état de la population bactérienne, ne
permettent notamment pas de préciser si elle a été tuée en partie ou totalement ou si elle a

seulement cessé de se multiplier

La concentration Minimale Bactéricide (CMB) ou fongicide (CMF) correspondant a la plus
faible concentration en extrait capable de tuer 99,9% de ’inoculum bactérien initial (Bergogne

etal., 1999).

Les résultats obtenus des valeurs de CMI et CMB et le facteur CMI/CMB sont présentés dans
le tableau 20, ces résultats nous ont montré que les extraits d’Artemisia campestris possedent

un pouvoir inhibiteur sur les bactéries.




Résultats et discussion

Tableau 20 : résultats obtenus de la CMI et la CMB et le facteur CMB/CMI

GRAM(+) GRAM(-)
S.aureus B.cerreus L.monocytogenes E.coli P.aeruginosa S.typhimurium
CMB | CMI | CMB/ |[CMB |CMI |[CMB |CMB | CMI | CMB/ |CMB | CMI |CMB |CMB | CMI |CMB |CMB | CMI | CMB/
CMI ICMI CMI ICMI ICMI CMI
0.78 |0.39 |2 ID ID |ID 125 |6.25 |2 125 |6.25 |2 ID ID ID 25 125 |2
L
T
<~ |156 [0.39 |4 25 125 |2 25 125 |2 ID ID ID ID ID ID ID ID ID
2
=
156 |0.78 |2 ID ID |ID 156 |0.78 |2 20 125 |2 ID ID ID ID ID ID
X
LU
T
g ID ID ID ID ID |ID ID ID |ID ID ID ID ID ID ID ID ID ID
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D’aprés les résultats du tableau 20 nous avons remarqué que la concentration minimale
inhibitrice des huiles essentielles est de 0,39 mg /ml vis-a-vis S. aureus ATCC 25923, avec une
CMB de 0,78mg/ml. Cependant, une CMI de 6,25 mg/ml et une CMB de 12,5 mg/ml ont été
enregistrées vis-a-vis E. coli ATCC 25922.

La CMI obtenue pour I’extrait méthanolique est de 0,39 mg/ml vis-a-vis la souche S. aureus
ATCC 25923 et de concentration 12,5 mg/ml pour L. monocytogenes ATCC 19115 et E. coli
ATCC 25922 avec facteur CMI/CMB 0,78 mg/ml. L’extrait hexanique a marqué une CMI 0,78
mg /ml pour S. aureus ATCC 25923 et L. monocytogenes ATCC 19115 et une CMB de 1,56

mg/ml, avec une absence totale de turbidité pour 1’extrait aqueux.

Tous les extraits d’Artemisia campestris sauf 1’extrait aqueux ont révélé une activité
antibactérienne vis-a-vis toutes les souches bactériennes de gram positif mais avec des degrés
différents ce qui s'est traduit par la différence des CMI, toutefois, la souche P. aeruginosa

ATCC 27853 n'a montré aucune sensibilité pour ces extraits.

Le tableau 21 represente les CMI, CMF et le facteur CMF/CM I des levures (Candida albicans)
testées.

Tableau 21 : Concentration minimal inhibitrice (CMI), concentration minimal fongicide
(CMF) et le rapport (CMF/CMI) vis-a-vis les Candida albicans

Levures

CMF,CMI(mg /ML)

Candida albicans Candida albicans Candida albicans
ATTC19115 ATTC IP444 ATCC 131
CMF | CMI CMF/CMI | CMF CMI CMF/CMI | CMEF CMI CMF/CMI
w
T 25 12.5 2 3.125 |1.56 2.003 25 125 |2
2o T 12.5 2 25 12.5 2 ID ID ID
S| =0
Ll>j < ID ID ID 25 12.5 2 ID ID ID
T
2— ID ID ID ID ID ID ID ID ID
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La concentration minimale inhibitrice et la concentration minimale fongicide des huiles
essentielles et celles d’extrait méthanolique sont déterminées a 12,5 mg/ml ; 25 mg/ml avec un
rapport de CMI/CMF de 2 mg/ml vis-a-vis Candida albicans ATTC19115, I’extrait hexanique
a enregistré la méme concentration vis-a-vis Candida albicans ATTC 1P444, avec une absence

de croissance de I’extrait aqueux.

Les plantes contiennent de nombreux composés doués d’une action antimicrobienne, ces
constituants comprennent les composés phénoliques, les flavonoides, les huiles essentielles et
les triterpenoides (Rojas et al., 1992). Donc nous avons conclu que le pouvoir antimicrobien

des extraits de plantes peut étre lié & leurs compositions chimiques.

L’étude de Houicher et al., (2016) a enregistré que Listeria monocytogenes a été effectivement
inhibée a une CMI de 6,25 mg/ml, alors que la concentration 12,5mg/ml était suffisante pour
inhiber la croissance de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Autrement,

Staphylococcus aureus a €té sensible a cet extrait a la CMI la plus élevee de 25 mg/ml.

6. Effet de ’extrait d’Artemisia campestris vis-a-vis les souches bactériennes :

Lorsque nous parlons d'activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d'effets: une activité
létale ou bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique. Le plus
souvent I'action des extraits des plantes médicinales sont assimilés a un effet bactériostatique.
Cependant, certains de leurs constituants chimiques semblent avoir des propriétés bactéricides
(Buert, 2004).

D<apres les résultats de 1’activité antimicrobienne obtenus par les tests de diffusion des disques,
la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB),
nous avons confirmé que la plante Artemisia campestris a un effet antimicrobien notamment

I’extrait méthanolique.

Cet effet a été observé vis-a-vis la souche Staphylococcus aureus ATCC 25923, qui a montré
une sensibilité décrite en tableau 22, c’est pour cela, cette derniére a été sélectionnée pour
poursuivre notre étude qui consiste a déterminer les mécanismes d’action de la plante Artemisia

campestris a I’égard de cette souche.
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Tableau 22: Résultats des tests de I’activité antibactérienne d’Artemisia campestris vis-a-vis
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

CMI/2 CMI CMB CMB x2 CMB/CMI

Concentrations 0,097 0,39 1,56 6,25 1,17
(mg/ml)

Afin de réalisé cette étude, nous avons étudié I’effet de 1’extrait méthanolique sur la viabilité
cellulaire des cellules de Staphylococcus aureus ATCC 25923 pendant un intervalle de temps,

la tolérance au sel et ’activité de lipases de la souche sur des milieux de cultures spécifiques.
6.1. Test de la viabilité cellulaire :

L’effet de ’extrait méthanolique d’Artemisia campestris vis-a-vis de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 a été évalué par la mesure du la reduction de nombre UFC par millilitre pendant

90 minutes, dont les résultats sont indiqués dans Figure 32.

S. aureus ATCC 25923
7 -

6M

(log UFC/mI)
w BN (6]
2

Nombre de cellules viables
N

[E=Y
I

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temps (min)

Figure 32 : Effet de I’extrait méthanolique d’Artemisia campestris a la CMB sur la viabilité
cellulaire chez S. aureus ATCC 25923 pendant 75 minutes

Aprés le traitement de la souche S. aureus ATCC 25923 par I’extrait méthanolique a
concentration 1,56 g/ml nous avons remarque une réduction de 5 logl0 de la viabilité de la
souche apreés 80 minutes d’incubation, avec un nombre de colonies limité et plus faible que

celui du témoin.




Résultats et discussion

8

E 100

8 __ 80

o=

T E 60

£

E\:3’40

e 20

[«5]

o 0

= NBRT

CMBX2 NEUTR%
CMB oMl
concentrations CMI/2
NBR T CMBX2 CMB CMI CMI/2

|INEUTR% 100 2 6 7 15

Figure 33 : histogramme représente les résultats de test de la viabilité cellulaire de tolérance

au sel a déférentes concentrations d’extrait méthanolique d’Artemisia campestris Vis-a-Vis

les cellules de staphylococcus aureus en milieu neutralisateur.

Les résultats obtenus par cette étude montrent que les concentrations CMBx2, CMB, CMI,

CMI/2 avait un effet trés fort, qui a inhibé la viabilité des cellules de souche S. aureus ATCC

25923.

6.2. Test de tolérance au sel :

Les résultats de test de tolérance au sel des cellules de S. aureus ATCC 25923 apres 1’exposition

a ’extrait méthanolique d’Artemisia campestris a différentes concentrations ; CMI/2, CMI,

CMB, CMBXx2, sont présentés dans la figure 34.
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Figure 34 : histogramme représente les résultats de test de tolérance au sel a déférentes
concentrations d’extrait méthanolique d’Artemisia campestris Vis-a-Vis les cellules de

Staphylococcus aureus en milieu GN-NaCl

Aprés le dénombrement des colonies de S. aureus ATCC 25923 sur GN-NaCl apres 24h
d’incubation a 37C, nous avons constaté que 1’addition de 1’extrait méthanolique a clairement

réduit la capacité des cellules de S. aureus ATCC 25923 traitées a former des colonies.

Un traitement avec 6,5 mg/ml avait le potentiel d’éliminer, totalement, la capacité des cellules
de S. aureus a former des colonies sur GN-NaCl. La concentration minimale bactéricide (1,56
mg/ml) a également réduit la capacité a former des colonies sur GN-NaCl, dans une mesure

estimée de 1%.
6.3. Test d’activité de lipases :

L’effet de I’extrait méthanolique de la plante Artemisia campestris sur I’activité de lipases de

S. aureus ATCC 25923 est représenté dans la figure 35.
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Figure 35 : Histogramme représente les résultats de test de 1’activité de lipase a déférentes
concentrations d’extrait méthanolique d’Artemisia campestris vis-a-vis les cellules de

Staphylococcus aureus en milieu AST

La proportion de cellules de S. aureus ATCC 25923 présentant des colonies d'activité lipase
négative apres exposition a des concentrations différentes d'extrait méthanolique présentée dans

la figure a montré un effet de cet extrait sur 1’activité de S. aureus ATCC 25923.

L'incubation des cultures avec des concentrations différentes d’extrait méthanolique

d’Artemisia campestris a exercé une inhibition nette de I'activité lipase.

L’extrait méthanolique a la concentration 6,25 mg/ml a induit une inhibition de I’activité de
lipase avec une valeur de 1%, et avec la décroissance des concentrations nous avons obtenus

une croissance de nombre de colonie.

Les résultats obtenus par cette étude montrent le potentiel biologique élevé d’extrait
méthanolique de la plante Artemisia campestris, en particulier I'antibactérien, spécifiguement

contre la souche Staphylococcus aureus.

L’extrait méthanolique étudiée a fourni un effet inhibiteur intéressant de la viabilite cellulaire
de S. aureus en intervalle de temps de O minutes a 80 minutes. La courbe de la viabilité cellulaire
a également montré une relation claire entre le taux d’inhibition, la concentration de 1’extrait et

la durée d’exposition.
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La perte de tolérance au sel pourrait révéler des dommages a la membrane dans les cellules de
S. aureus ATCC 25923 causées par 1’extrait méthanolique de la plante Artemisia campestris,
Carson et ses collaborateurs, (2002) a expliqué ce résultat par la lésion létale de la membrane
cellulaire microbienne provoquée par les concentrations des composés antimicrobiens peut
altérer leur perméabilité et affecter I'aptitude de la membrane a osmoréguler correctement la

cellule.

Nos résultats s’accordent avec ceux de Carneiro de Barros et al., (2009) qui ont étudié
I’interférence des huiles essentielles de la plante Origanum vulgare L sur la souche

Staphylococcus aureus qui a enregistré une réduction dans la viabilité cellulaire de cette souche.

7. Résultats de test de la cytotoxicité des extrait d’Artemisia campestris vis-a-vis les
érythrocytes :

A fin d’étudier la cytotoxicité des extraits d’Artemisia campestris sur les globules rouges

humains (GRH), nous avons réalisé un test de cytotoxicité in vitro par mettre les GRH en

contact avec les extraits de la partic aérienne d’Artemisia campestris a différentes

concentrations choisis selon les concentrations minimales inhibitrices (CMI) obtenues

précédemment. Nos résultats sont exprimés en pourcentage d’hémolyse fonction du temps. Le

taux d’hémolyse induit par les huiles essentielles d’Artemisia campestris est présenté dans la

figure 36.
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Figure 36:Taux d’hémolyse induit par les huiles essentielles d’Artemisia campestris
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Les résultats obtenus de test de la cytotoxicité des huiles essentielles de la partie aérienne
d’Artemisia campestris vis-a-vis les globules rouges humains (figure 36) ont enregistrés une
faible activité¢ qui ne dépasse pas 10% de taux d’hémolyse pour les deux concentrations 0,097
mg/ml et 0,39 mg/ml dans les premiéres 10 minutes, tandis que les concentrations 1.56 mg/ml
et 6,25 mg/ml ont un effet hémolytique significatif des le temps t=0 minutes, avec un
pourcentage qui dépasse 70%, le taux d’hémolyse maximale est marqué par la concentration
6,25mg/ml avec un pourcentage de 95,16%. La Figure 37 montre le taux d’hémolyse induit par

I’extrait méthanolique d’Artemisia campestris
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Figure 37:Taux d’hémolyse induit par 1’extrait méthanolique d’Artemisia campestris

D’aprés la figure 37, nous avons constaté que les concentrations 0,39 mg/ml, 1,56 mg/ml et
6,25 mg/ml provoque une hémolyse avec un taux tres élevés des le premier contact t=0 minutes,
ensuite, se stabilisent apreés environs 15 minutes d’incubation. En revanche, la concentration
0,097 mg/ml qui est faiblement cytotoxique en t=0 mais atteint une évolution cytotoxique au

cours du temps d’incubation.

L’hémolyse maximale (95,76%) est obtenue avec I'extrait méthanolique a la concentration 6,25
mg/ml. Cet extrait a 6,25 mg/ml est consideré comme étant le plus toxique vis-a-vis des
globules rouges.
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La figure 38 présente le taux d’hémolyse induit par I’extrait aqueux d’Artemisia campestris
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Figure 38 :Taux d’hémolyse induit par I’extrait aqueux d’Artemisia campestris

Nous remarquons dans la figure figure 38 que I’extrait aqueux de la plante Artemisia campestris
présente un effet hémolytique directement proportionnels a 1’augmentation des concentrations
des extraits en fonction du temps et qui se stabilise aprés 30 minutes d’incubation et le taux

d’hémolyse des concentrations se varient entre 94% et 99%.

L'utilisation des plantes médicinales est en croissance partout dans le monde, mais certaines
plantes utilisées a visée thérapeutique peuvent a fortes doses, présenter une menace pour la
santé humaine (Zakariya et coll, 2012) pour cela, il est nécessaire d'identifier la partie de la
plante utilisable et évaluer sa toxicité (Fourasté, 2000).

L’¢étude de cytotoxicité d’Artemisia campestris nous a clairement montré que la plante avait

pratiqguement une activité cytotoxique vis-a-vis les globules rouges humain (tableau 23).

Tableau 23 : taux d’hémolyse des extraits de la plante Artemisia campestris

Taux d’hémolyse maximale (%) | Concentration correspondante
Huiles essentielles 95,16 6,25 mg/ml
Extrait méthanolique 95,76 6,25 mg/ml
Extrait aqueux 98,85 6,25 mg/ml
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Ces résultats sont expliqués par la présence flavonoides, les saponines et les alcaloides qui sont
décrits dans la littérature comme posseédant une forte activité cytotoxique prouvée (Pettit et

coll, 1991), dans nos extraits notamment 1’extrait aqueux.

Dans une étude réalisée sur 1’effet d’Artemisia annua L. qui appartient au méme genre de notre
plante, Zime-Diawara et al., (2015) ont montré que I’infusion de cette plante entraine une

hémolyse puis augmentation en taux des hémoglobines.
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Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques et un grand nombre de plantes aromatiques possedent des propriétés
biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans des divers domaines
a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture. Ce regain d’intérét vient d’une
part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances
bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments inquictent les

utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour 1’organisme.

Dans le présent travail nous avons etudié quelques propriétés phytochimiques, les activités
biologiques des extraits d’Artemisia campestris ainsi que sa cytotoxicité vis-a-vis les

érythrocytes et ses mécanismes d’action a I’égard des souches bactériennes.

L'extraction de la partie aérienne de la plante Artemisia campestris récoltée des régions d’Ain
El Hdjar (Saida) a permis d'obtenir des rendements qui different en fonction des solvants
utilisés. Alors que, I’extrait aqueux était le plus fort a (9,21%) suivi par I’extrait méthanolique

a (7,37 %), Hexanique a (6,12 %) et les huiles essentielles avait un rendement de (1,25%).

Le screening phytochimique a mis en évidence la présence des métabolites secondaires tel que
alcaloides, coumarines, stérols et tri-terpenes coumarines, quinones, tanins et saponines pour

I’extrait méthanolique et aqueux avec 1’absence de ces composés en extrait Hexanique.

L’évaluation de I’activité antioxydante des différents extraits d’Artemisia campestris a montré
que ’extrait aqueux a une forte activité anti radicalaire par rapport le témoin utilisé (acide
ascorbique) avec une ICso de I’ordre de 0,49mg /ml. La capacité antioxydante total la plus
élevée a été observée avec les extraits les plus polaires suit a la concentration de 500mg/m
I’extrait aqueux avait un pouvoir antioxydant le plus élevé (26,24mg EAG/g MS) par rapport

a I’extrait méthanolique (13,81mg/g MS).

L’ensemble de nos résultats montre que le traitement des espéces fongiques testées par les
extraits d’Artemisia campestris avait un effet antifongique. Principalement, sur Endosporium
spp avec un indice d’inhibition de 65% par 1’extrait méthanolique, ce qui le rend cette souche
la plus sensible des souches étudiées. Cependant, la souche Aspergillus niger était la souche la
plus résistante vis-a-vis des deux extraits testés avec un indice de 4% et 8% a des faibles

concentrations.
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Au vu de nos résultats de ’activité antimicrobienne de la plante Artemisia campestris sur six
souches bactéeriennes et trois levures par la méthode de diffusion sur gélose 1’effet de cette
plante a été définie sur la souche Staphylococcus aureus ATTC 25923 qui a montré une
sensibilité vis-a-vis tous les extraits, également vis-a-vis de Bacillus cereus ATCC 11778 avec
une zone de 18,5 mm par I’extrait méthanolique qui est considéré comme 1’extrait le plus actif
vis-a-vis les souches bactériennes. Par contre, les huiles essentielles avaient une activité

puissante envers les Candida albicans avec une zone de 15 mm.

L’extrait aqueux n’a enregistré aucune activité vis-a-vis les souches et une faible activité contre

les levures utilisées.

Les CMI et CMB (CMF) ont été déterminees, par la méthode de micro-dilution, pour les quatre
extraits (Aqueux ; Méthanolique ; Hexanique ; Huiles essentielles) de la plante ayant montré
un effet inhibiteur notable contre les souches utilisées. Le rapport (CMB/CMI) ; (CMF/CMI)
des différents extraits actifs vis-a-vis des souches, particulierement Staphylococcus aureus qui

est fortement sensible aux concentrations 0,39 mg/ml, 0,59 mg/ml et 0,78 mg/ml.

L’extrait méthanolique sur la souche Staphylococcus aureus ATCC 25923 a fourni un effet
inhibiteur intéressant sur la viabilité cellulaire de cette souche, ainsi que sa tolérance au sel et

son activité de lipase qui a enregistré une inhibition de 0% de croissance.

L’étude de la cytotoxicité de la plante Artemisia campestris nous a clairement montré que la
plante avait une activité cytotoxique vis-a-vis les globules rouges humain avec un taux
d’hémolyse atteint 98,85% en extrait aqueux qui est considéré comme le plus cytotoxique des

extraits étudiés.

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'étendre I'éventail des tests antioxydants
et antimicrobiens ainsi que 1’isolement et la caractérisation des composés actifs dans les
différents extraits en vue d’identifier les différentes molécules responsables des différentes

activités biologiques de cette plante.

L’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu’une premiere étape dans la recherche de
substances d'origine naturelle biologiquement active, et donc il est nécessaire de compléter ce

travail par des etudes supplémentaires approfondies.
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Enfin, nous recommandons une culture des plantes médicinales pour permettre a la population
d’avoir des médicaments et des denrées alimentaires moins chers et plus naturels et d’éviter la

disparition de certaines espéces intéressantes.
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1. Compositions des milieux
— Gélose nutritive

Extraitde levure............coooiiiiiii
Extraitde viande..............ooviiiiiiiiin,
PePtONe. ...
GIUCOSE. e

— Sabouraud Agar

Peptone. ... .o
GlUCOSE . ..ttt

— Muller Hinton Agar

Infusion de viande de boeuf............coooiiiiiii 04q
Hydrolysat acide de caséine..............coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 17,5

AMNTAON. . oo,

Peptone pepsique de viande...........c.eviuiiiiiiiiiiiiii e
EXtrait de VIANAE. . . ...,
MannItol. . oot e,

05¢g
05¢g
0lg
10g
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Chlorure de SOdium.........ooiitiii i e 759
Rouge de phénol....... ..o 25
N 159
Eau distill€e. .......oveieiii i, 1000g
PH oo 75

— Hiktoen
POPLONE. ..ot 129
Extrait de leVUure.........ooviiiiiii i 03g
Charbonne de sodium.............ccoiiiiiiiiii 059
Thiosulfate de sodium.............oooiiiiiiiii i 059
Sels DIHAITES. ...ttt 09g
Citrate de fer ammoniacal..........oooiemre e 1,59
STHCOMNE. .. e 029
| 2T (01 S SN 12g
SACCRATOSE. .. .t 129
FUCKSINE QCIAC. ... eeeee ettt e, 0,19
Bleu de bromotymol ........cooiiiiiiiiii 0,065¢
AT . e 139
Eau distill€e. .....ouoeiei i 1000ml
PH o 7,4

— King A
Gelating PePtONE. .. . veit ittt e 20g/1
Magnesium chloride ............ccoiiiiii i 1,4 g/l
Potassium sulfate.............ooiiiiiiii e 10g/1
A T, . 10g/1
BaU diStillEe. . ... e 1l
PH 7,2

— King B
MiIXEd PEPLONE. .. uviet ettt ettt e 20g/1
Di potassium hydrogene...............ooiiiiiiiiiiiiii e 1,59/l
Magnesium Sulfate ...........o.ooiiiiiiiii i 1,5¢/1
0 - 10g
Eau distill€e. .....o.oeieiii i 1l
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Neutralisateur
GElOSE MULTTEIVE. ...ttt ettt et ettt et et et et e e e e eenaeaaas 239
NG e e 05¢g
TWEEN 0. ..ttt e 05¢g
Jaune d’ceuf. .. ..o 759
Baudistillée. ... ..., 1000ml
— Agar Sulty tween (AST)
PeptONe ... 10g
NAC L 759
CaACI2 H20. o e 0,1g
TWEEN B0, .ttt 109
A AT e 20g
Bau diStillée. ..o 1000ml
— GN-NaCl
GElOSE NULITEIT. . ... e e 239
NG . 50g
TWEEIN B0 ...ttt e 59
Jaune d’ceuf. .. ..o, 759
BaU diStillée. ......c.oeiei 1000ml
— Bouillon Sabouraud
PoPtONE. .o 10g
GIUCOSE. .ttt 409
Eau distillée. ......oviniii e 1000ml
PH 7
— Bouillon Muller Hinton
Infusion de viande de boeuf.............oooii i 029
Hydrolysat acide de caséine..............ccoooeiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeea, 17.59
AMIAON. ..o 1.59
Eau distillée. ... ..oovieii i 1000ml
PH 7.4
— Bouillon nutritif
Extrait de levure. ........oooviiiiii i 029
Extraitde viande...........cooiiiiiiiii e 10g
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— Eau peptonée

Peptone......oooeiiiii
Eau distillée..........oooviiiiiiiii e

2. Les colorants

— Violet de gentiane au cristal

Violet de gentiane..............cooevviiiiiiiiiiiinniieannnnn.
Phénol...... ..o
Ethanole a 0,95, ...
Eaudistillée............oooiiii

— Lugol

Todure de potassium...........coovuiveiiiiiiiinininennn...
Eau distillée..........cooviiiiiiii

— Fushine de ziehl

Fuchisine basique............cooooiiiiiiiiiiiiiiiiieans
Phénol.... ..o
Ethanol a 0.5 ...
Eaudistillée...........cooiiiiiiii

3. Solutions

— Solutions de la capacité antioxydante total

a) 392,2 ml d’acide sulfurique dans 500 ml d’eau distillée

b) 4,59 g phosphate de sodium dans 50 ml I’eau distillée

c) 0,97 g molybdate d’ammonium dans 100ml I’eau distillée

....................... 100ml

09g
1000 ml

1000ml

10g
50g

1000ml
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Mélanger les trois solutions et ajuster a 1000 eau distillée
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4. Résultats de test phytochimique de saponines

Figure 40 : résultat de test saponine d’extrait Hexanique

Figure 41 : résultat de test saponines d’extrait méthanolique

e
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