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Résumé

L’objectif de notre travail est de mettre en évidence I’activité
antibactérienne des différents extraitsd’ Artemisia herba alba : huile,
extrait éthanolique . Etl’utilisation de leur huile dans le processus de la
|utte contre les pathogenes responsables des intoxications alimentaires .
L e rendementd’extraction le plus élevée a été révélé dans I’extrait
éthanolique avec une valeur de 15.64%.Ains I’étude quantitative a
montré une richesse en polyphénol et en flavonoide des extraits surtout
en extrait éhanolique. D’autre part la méthode de I’aromatogramme et
celle des dilutions en milieu liquide montre une forte activité
antibactérienne des différents extraits vis-a-vis des bactéries S. aureus,
E. coli, Salmonella sp. Les résultats d’analyses microbiologiques
effectuées sur les souchestestés révélentl’efficacité de I’huile contre les
bactéries .

Motsclés: Artemisia herba alba, activité antibactérienne, intoxication
alimentaires .les huiles essentiels .les polyphénols
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INTRODUCTION

| ntroduction :

Selon I'organisation mondiae de la santé (OMS, 2002), prés de 80 % des
populations dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de santé
primaire. Des avantages économiques considérables dans |le développement de cette
meédecine et dans I'utilisation des plantes médicinales pour le traitement des diverses
maladies ont é&té constatés (Muthu et al., 2006). Il est reconnu dans le monde
scientifique que les produits d’origines naturelles sont une source importante
d’agents thérapeutiques des maladies microbiennes qui font un grand nombre de
victimes en termes de taux de mortaité, tel que les composés antimicrobiens
excrétés de plantes peuvent inhiber la croissance bactérienne par des mécanismes
différents (Dalal MEHDI et Oumhani SALEM ,2019)

Il est reconnu dans le monde scientifique que les produits d’origines naturelles
sont une source importante d’agents thérapeutiques des maladies microbiennes qui
font un grand nombre de victimes en termes de taux de mortaité, tel que les
composés antimicrobiens excrétés de plantes peuvent inhiber la croissance
bactérienne par des mécanismes différents (Dalal MEHDI et Oumhani SALEM
2019)

L augmentation du phénomeéne de la résistance bacterienne aux antibiotiques est
un probléme de santé qui lié principalement a la prise répétée et massive de ces

produits a engendré une perte d’efficacité des antibiotiques

L es plantes médicinales constituent un groupe numériquement vaste des plantes
économiques importantes. Elles offrent une solution d’alternatif aux médicaments,
elles contiennent des composants actifs résultants de métabolite secondaire produits
a partir de métabolisme des nutriments qui sont utilisés par I'homme dans son
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arsenal thérapeutique. Ces composants actifs se distinguent par plusieurs catégories
telles que les acaloides, les flavonoides, les tanins, les huiles essentielles et d'autres
composeées (El kalamouni et al., 2010)

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail qui a pour objectif la recherche de
nouvelles substances naturelles d’origine végétale a activité antibactérienne par
I’évaluation de I’effet antibactérien des différents extraits d’Artemisia herba alba
(des huiles essentielles, extrait éthanolique , extrait aqueux) sur des bactéries
pathogenes

Le présent travail est structuré autour de quatre chapitre dont les deux premiers
chapitres sont consacré a dériver les notions essentielles a la compréhension de
notre travail (les principaux informations sur I’espéce étudiée, notions genérales sur
les huiles essentielles et les polyphénols).et des généralités sur les intoxications
alimentaires . Le troisiéme chapitre décrit la méthodologie adoptée. Le quatrieme
chapitre consiste a une analyse des résultats obtenus et leur discussion. Enfin le

manuscrit se terminera par une conclusion générale.
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CHAPITRE | : GENERALITESSUR LESINTOXICATIONSALIMENTAIRES

1.1-Généralités:

La qualité microbiologique d’un aliment est un critére définissant acceptabilité d’un produit,
d’un lot d’aliments ou d’un procédé sur la base de I’absence, de la présence ou du nombre de
microorganismes et/ou de la quantité de leur toxine/métabolites, par unité&(s) de masse, volume,
surface ou lot (Afssa, 2008).

Elle est I’affaire de tous ceux qui interviennent depuis leur production jusqu'a leur
consommation. Une bonne compréhension des mécanismes de contamination aide au respect des
regles de prévention. En effet, il existe plusieurs voies de contamination des aliments par les
micro-organismes : les personnes, leurs vétements, I’air, I’eau et les animaux. Ainsi deux types de

contaminations importantes sont a distinguer : la contamination endogéne et exogene.

La contamination endogene des denrées alimentaires d’origine animale est causée par les
germes commensaux du tube digestif des animaux. Quant a la contamination exogene, les agents
microbiens sont apportés dans les denrées initialement saines, au cours des diverses manipulations
(préparation des viandes, transport, stockage). Les accidents alimentaires peuvent ainsi étre
regroupés en infections, toxi-infections, intoxications et intoxinations.

En cas d’infection, les micro-organismes vivants presents dans I’aliment provoquent des
effets pathologiques variés par leur multiplication dans les entérocytes de I’intestin gréle et du
colon. On parle de toxi-infection lorsque I’infection est suivie de la production des toxines
protéiques ou glucido-lipido- protéiques. Les germes responsables des toxi-infections sont :
Salmonella sp, Clostridium perfringens, Shigellasp, Vibrioparahaemolyticus, Bacillus cereus,

Yersinia enterocolytica, Campylobacter sp, Listeria monocytogenes.

L esintoxinations alimentaires se produisent a la suite de I’ingestion des toxines préformées
dans I’aliment. Les signes cliniques sont tres variés : vomissements, diarrhées et douleurs
abdominales. D’autres syndromes d’ordre neurologique, vasculaire et hématologique sont aussi
observés. Les principaux agents en cause sont : Staphylococcus aureus et Clostridium botulinum
(Tayou, 2007).

Les intoxications alimentaires interviennent a la suite de la consommation d’aliments
contenant des substances toxiques. Les principaux agents sont I’histamine, le mercure, les
mycotoxines (aflatoxines), les produits chimiques (additifs, pesticides, antibiotiques, détergents et

désinfectants), les sels métalliques tels que le cuivre, le zinc ... (Diallo, 2010).
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1.2-Définition d’intoxications alimentaires:

Les intoxications alimentaires résultent de I’ingestion d’aliments contaminés par un micro-
organisme nocif ou un pathogéne. Les micro-organismes pouvant causer des toxi-infections
alimentaires sont les virus, les parasites et les bactéries. Les bactéries sont le plus souvent lises en
cause dans les cas d’intoxications alimentaires.

La plupart du temps, I’intoxication alimentaire est provoquée par la consommation de

produits contenant des toxines libérées par |a croissance des bactéries. (Faure, E 1999)

1.3- Symptomes:

L’intoxication alimentaire provoque une inflammation du tractus gastro-intestinal dont les

symptomes les plus courants sont des :

- Nausées

- VVomissements

- Douleurs abdominales
- Diarrhées

La principale complication liée & ces symptdmes est la déshydratation et les différents
troubles que provoquent la perte importante d’eau et d’électrolytes.

Ces symptomes peuvent également étre accompagnés de fievre et de maux de téte. Les
infections peuvent parfois atteindre le systéme nerveux centra, et causer des problémes de
langage, des troubles visuels, des difficultés respiratoires etuneparalysie des muscles. D’autres
bactéries, comme le Campylobacter peuvent étre a I’origine de méningite, d’infection de I’appareil
urinaire et d’arthrite. Dans de rares cas extrémes I’intoxication alimentaire mene a la paralysie et a
lamort. (Sousa. A 2017).

1.4- Causes:

L es intoxications alimentaires ont comme cause :
Employés malades manipulant les aliments
Aliments souillés par les mouches ou les rongeurs Contamination croisee
Non-respect de la chaine de température
M auvaises méthodes de préparation
Aliments infectés par les virus, les parasites et |es bactéries Présence de pesticides

Aliments contenant des “médicaments” comme les animauix traités aux antibiotiques
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Trop grande consommation d’un méme aliment
Infection par I’eau
Chaleur propice ala prolifération desbactéries

Diminution de la vigilance des employés ou de nous-méme (Roxanne Veilleux. K,2012)

2. Intoxications alimentaires par staphylococcus aureus:

Principal es caractéristiques microbiol ogiques:

La maladie humaine d’origine alimentaire est une intoxination due a [I’ingestion
d’entérotoxines staphylococciques (SE), proteines thermoresistantes préformées dans I’aliments,
dans lequel S. aureus (ou tous autre staphylocoque) producteur de SE a pu se développer et
produire sa (ou ses) toxine(s).

S. aureus est une Cocci & coloration de gram positive. || mesure de 0,5 a1 pm de diamétre, ne

sporule pas, est immobile, aéro-anaérobies facultatif et possede une catalase et une coagul ase.

S. aureus, espéce type du genre staphylococcus, parfois appel ée staphylocoque doré, produit

de nombreuses toxines dont les SE, produit par certains S. aureus (ceux portant les genes de ces

toxines) et qui sont responsables d’épidémies liées & cette bactérie. A ce jour 21 sérotypes
différents (SEA a SEE, SEG a SEV) ont été décrits. Pour six d’entre-eux seulement, I’implication
dans des cas d’intoxinations a pu étre clairement démontrée : SEA (sérotype le plus fréeqguemment
détecté lors d’intoxinations) a SEE et SEH. Cependant le caractére émétique des toxines de type
SEG, SEI, SER, SES et SET ayant été démontré, il conviendrait de les prendre en compte lors de
la caractérisation d’épisodes toxiques. (ANSES2011).
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Figure 01: Aspect de S. aureus suite aune Figure 02:Aspect de S. aureus en

coloration de Gram. microscopie éectronique.
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Caractéristiques de survie, de croissance et detoxinogenes de S. aureus:

Croissance Toxines
Parametres Production optimale Limitesde
Optimum Extrémes )
production
Température (C 35-41 6-48 34-40 10-45
pH 6-7 4-10 7-8 5-9.6
aw 0.99 0.83-0.99 0.99 0.86-0.99
NaCl (%) 0-4 0-20 0-4 0-10
Aero- Anaérobie Aéro-
Atmosphére Aérobie Aérobie o
anagrobie

Tableau 01: Caractéristiques de survie, de croissance et de toxinogenes de S. aureus (le L oir
Y. & Gautier M.2009)

- Moyens de transmissions:
L es personnes colonisées par des souches de S. aureus courent un risque accru d'étre infectées

par ces souches. La plupart des cas d'infection nosocomiale sont obtenus par |'exposition aux
mains des travailleurs de la santé apres avoir été colonisés de maniére transitoire par des
staphylocoques de leur propre réservoir ou par contact avec un patient infecté. Il existe une
transmission alimentaire par des aliments ou ingrédients contaminés par une souche de S. aureus
produisant des entérotoxines staphylococciques (SE). Il faut également des températures qui

permettent la croissance de S. aureus. La plupart du temps, ladenrée aimentaire.

Les atteint cette température en raison d'une défaillance dans le procédé de réfrigération, ou
lors de la fabrication d’un produit avec des températures requises (par exemple, fabrication de
fromage). Beaucoup d'aliments différents peuvent étre un bon milieu de croissance pour S. aureus
. le lait et la creme, les pétisseries a la creme, le beurre, le jambon, les fromages, les saucisses, la

viande en conserve, les salades, les plats cuisinés et les sandwichs. (Birembaux J.2017)

- Caractéristiques d’une intoxination due a ’ingestion d’entérotoxine staphylococciques :

Les symptdmes de I’intoxication alimentaire staphylococcique se manifestement en général
soudainement avec des nausées et des vomissements séveres qui apparaissent environ 2 a 8

heures apres I’ingestion de I’aliment contaminé. Parmi les autres symptdmes peuvent figurer des
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douleurs abdominales proches de crampes, une diarrhée, et parfois de la fievre et des maux de
téte. Des pertes importantes d’eau et d’électrolytes peuvent entrainer une asthénie et une
hypotension artérielle importante (choc). Les symptémes durent en général moins de 12 heures,

et la guérison est |e plus souvent complete.

Parfois, I’intoxication alimentaire & staphylocoque est mortelle, surtout chez les jeunes
enfants, les personnes agées et les patients affaiblis par des maladies chroniques .

- Traitements:

En régle géné&rale, une antibiothérapie adaptée est préconisée pour tenter d'éiminer les
staphylocoques dorés. La pénicilline est |a substance antibiotique privilégiée, sauf si le patient est
infecté par le Staphylococcus Aureus Résistant a la Méticilline (SARM). Dans ce cas specifique,
un antibiogramme est pratiqué afin de déterminer I'antibiotique susceptible d'étre le plus efficace
sur labactérie. (Lavent. S 2016)

3 lintoxications alimentaires par sailmonella :

Principal es caractéristiques microbiol ogiques:

Les salmonelles sont des bacilles a Gram négatif appartient a la famille des Enterobacteriacea.
Ayant plusieurs sérotypes (plus de 1800) dont les deux plus fréquentes dans le cadre des toxi-

infections alimentaires sont :

- Salmonella enteritidis (surtout dans les ceufs) (60 % desintoxications)

- Salmonella typhimurium (25%)
Les salmonelles sont des bactéries invasives de la muqueuse intestinale et sont
entérotoxinogénes, provoguant ainsi un syndrome infectieux et un syndrome diarrhéque. (Pebret.
F, 2003).
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Figure 03 :salmonella typhi Figures04 : Salmonella enteritidis

M oyens de transmissions :

L aliment contaminant est mangé cru ou peu cuit. Il s’agit le plus souvent de préparations a
base d’ceufs, de viandes, de volaille, de laitage, de plats préparés a I’avance et contaminés, puis
conservés dans de mauvaises conditions (rupture de la chaine du froid). Cette derniere condition

permet la prolifération de lasalmonelle.

Salmonella enteritidiss’adapte tres bien aux poules qui sont porteuses saines. Elles n’excrétent
les bactéries par le cloaque que de fagon intermittente. Salmonella enteritidis se loge dans les
ovaires de la poule et induit la ponte d’ceufs contaminés. Cette bactérie peut alors se multiplier
aisement dans un produit a base d’ceufs, mal cuit ou incorrectement conservé (mayonnaise, ceufs
en gelée, mousses au chocolat (Pebret. F, 2003)

Principaux Symptémes:

Aprés la phase de contamination (contage), survient la phase d’incubation qui dure de 8 a 36

heures.

Puis apparaissent les phases d’invasion et d’état caractérisées par

Lafiévre (38° a40°).
Des céphal ées, nausées et vomissements.
Des douleurs abdominales.

Des diarrhées liquides et fétides.

La clinigue dure en moyenne 2 a 3 jours pour ensuite disparaitre rapidement.

La fiévre disparait d’abord, puis la diarrhée en 7 jours.

Le risque majeur d’une salmonellose est la déshydratation extra cellulaire par perte hydrique

(sueurs, vomissements repétes et diarrhées) chez le petit enfant et 1a personne agée. (Pebret. F,
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2003)
- Traitements:

Les symptdmes disparaissent sans traitement particuliers aprés 3 a5 jours, chez les personnes
adultes en bonne santé. Pour lutter contre des formes plus graves de salmonellose (induisant une
fievre typhoide) ou en cas de complications, le médecin peut prescrire un traitement a base
d'antibiotiques. (Alain S. 2017).

4. | ntoxications alimentaires par Campylobacterjejuni:

Principal es caractéri stiques microbiol ogigues:

Campylobacterjguni (C. jguni) est une bactérie que I'on trouve couramment dans l'intestin
des volailles, des bovins, des porcs, des rongeurs, des oiseaux sauvages et des animaux de
compagnie, comme les chats et les chiens. On latrouve également dans |'eau de surface non traitée

(contaminée par la présence de matiéres fécal es dans |'environnement) et le fumier.
Bactérie a coloration de Gram négative, de forme spiralée ou incurvée,

Pouvant évoluer vers une forme coccoide, certainement dégénérative. Mésophiles, leur
mobilité est importante et caractéristique, grace a un ou deux flagelles polaires. Le genre
Campylobacter comporte aujourd’hui une vingtaine d’espéces se développant toutes a 37 °C. Leur
croissance est favorisée dans une atmosphére appauvrie en oxygene, enrichie en CO2.

C. jguni est le type de campylobactériequi touche le plus souvent I'hnumain. Quand ils
consomment des aliments infectés par C. jgjuni, les humains peuvent contracter une maladie
appel ée campylobactériose. Comme pour d'autres maladies d'origine alimentaire, les symptomes
de la campylobactériose peuvent sapparenter a ceux d'une grippe intestinale, mais peuvent aussi
entrainer une maladie grave avec des effets persistants. (Afssa. 2004)

10



CHAPITRE | : GENERALITESSUR LESINTOXICATIONSALIMENTAIRES

Caractéristiques de croissance des Campylobacterjguni:

Par amétr es

Température( < C)
Ph
aw
NaCl
02

CO,

Croissance
Extrémes:
Optimum Inhibition de
Croissance
41,5 30 =C-45<=C
6.5-7.5 49-90
0.997 0.987
0.5% 2%
3-5% 0-15219%
10 -

Tableau 02 : Caractéristiques de croissance des Campylobacterjejuni(ANSES 2011)

- Moyennes de transmissions:

La principale voie de transmission de Campylobactera I’Homme est I’alimentation, via des

produits contaminés, y compris les eaux de boisson dont le traitement est défaillant. La

transmission directe, par un autre individu, un animal (notamment de compagnie) infecté ou une

carcasse contaminée, se produirait plus fréqguemment pour certaines populations exposées

(éleveurs, vétérinaires, ouvriers d’abattoir, égoutiers, etc.). Les toxi-infections aimentaires liées a

Campylobacter sont souvent corrélées a la consommation d’eau, de lait cru ou de viandes de

volailles contaminés.

Les transferts de contamination par la planche a découper ou les couteaux qui ont servi ala

manipulation de volailles crues, la consommation de viandes

Insuffisamment cuites (volailles, bovines, porcines), apparaissent comme les principaux

facteurs derisques. (Birembaux. J 2017).

Caractéristiguesde la maladie:

Les symptdmes de cette maladie apparaissent généralement 2 & 5 jours aprés I’infection par

la bactérie, mais ladurée de la période d’incubation peut aller de un a 10 jours.

11
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Les symptomes cliniques les plus fréquents des infections & Campylobacter sont: diarrhée
(souvent sanglante), douleurs abdominales, fievre, céphalées, nausée et/ou vomissements.
Les symptdmes durent habituellement entre trois et six jours.

Les décés par campylobactériose sont rares et ne concernent généralement que les tres
jeunes enfants ou les patients agés, ou encore les personnes souffrant déja d’une autre
maladie grave comme le sida.

Des complications telles que bactériémie (présence de bactéries dans le sang), hépatite,
pancréatite (infection du foie et du pancréas, respectivement) et fausse-couche ont été
rapportées avec divers degrés de fréquence. On peut également observer des complications
postinfection: arthrite réactionnelle (inflammation douloureuse des articulations qui peut
durer plusieurs mois) et troubles neurologiques comme le syndrome de Guillain-Barré, une

forme de paralysie présentant des similitudes avec la poliomyélite et pouvant entrainer des

dysfonctionnements respiratoires et neurol ogiques séveres, dans un petit nombre de cas.

Dans les cas invasifs (lorsque la bactérie envahit les cellules de la mugueuse intestinale et
endommage les tissus) ou pour éiminer la bactérie chez les porteurs sains (individus qui
hébergent Campylobacter dans leur organisme et continuent de I’excréter tout en restant
asymptomatiques). (OM S 2018).

5. intoxications alimentaires par Escherichia coli 0157 : H7

Principal es caractéri stiques microbiol ogigues:

Bacille a coloration de Gram négative, aéro-anaérobie facultatif, oxydase négative, mesurant
de 2 a4 pm de long et d’un diamétre d’environ 0,6 pm, Escherichia coli (E. coli) est une bactérie
normalement présente parmi la microflore digestive de I’Homme et des animaux a sang chaud.
Mais certaines souches d’E. colisont pathogenes car elles ont acquis des facteurs de virulence. Sur
la base des signes cliniques observés chez les malades, les souches d’E. colipathogénes sont
regroupées en pathovars (ou pathotypes) parmi lesquels les E. coli entérohémorragiques ou EHEC
(enterohemorrhagic E. coli). (ANSES 2011).

12
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- Caractéristiquesdecroissance d’E. ColiO157 : H7 :

Parametres Optimum Extrémes
T 5 (C9 40 °
empérature (C°
455
4.4
Ph 6-7
9
Aw 0.995 0.95
NaCl (%) 0 85

TABLEAU 03: Caractéristiques de croissance d’E. coli 0157 :H7 (ANSES 2011)

- Moyens detransmission:

La transmission d’E. coli O157 :H7 survient majoritairement lors de la consommation
d’aliments contaminés. Les produits concernés sont généralement la viande crue ou
insuffisamment cuite, les produits laitiers au lait cru, et plus rarement les produits végétaux crus.
Le réservoir naturel d’E. coli O157 :H7 étant principalement le tube digestif des bovins, la
contamination peut également survenir lors de la traite ou I’abattage de ces animaux. Lesmatieres
fécales des ruminants présents dans le sol, dans le fumier et dans I’eau (mares, ruisseaux) sont

auss une source possible de contamination.

Latransmission interhumaine de ECEH est également possible, mais elle survient plus
rarement. Dans la majorité des cas, elle a lieu de I’enfant a I’adulte, par exemple lors de la toilette
de nourrisson. (Welll F.X. 2012)

Caractéristiguesdela maladie:

L es symptdmes provoqués par ECEH (E. coli entérohémorragiques) apparaissent entre 3
et 8 jours apres I’infection. Il s’agit de douleurs abdominales et de diarrhées, lesquelles peuvent
évoluer vers des formes sanglantes (colites hémorragiques). Des vomissements et de lafievre
peuvent aussi survenir.

Parallelement, |es toxines produites par ECEH (appel ées shiga-toxines en raison de
leur ressemblance avec celles produites par Shigella dysenteriae ou Bacille de Shiga) détruisent la
paroi des vaisseaux sanguins et causent des problemes de coagulation ainsi que d’hypertension
artérielle. Chez 10% des personnes infectées, la dissémination des Shiga-toxines provogue un

13
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syndrome hémolytique et urémique (SHU), mortel dans 3 a 5% des cas. Ce dernier est caractérisé
par une atteinte de lafonction rénale et par une baisse de la concentration des cellules sanguines
(globules rouges et plaquettes). Un quart des personnes souffrant de SHU dével oppe aussi des
complications neurologiques qui peuvent aboutir a un état de coma.

Traitements:

Le traitement symptomatique des diarrhées et des colites a E. coli entéro hémorragiques n’a
rien de particulier, sinon que I’utilisation des ralentisseurs du transit, qui favoriserait I’apparition
du SHU (syndrome hémolytique et urémique), est contre-indiqué. Chez les patients ayant une
infection documentée a E. Coli entérohémorragiques, et en particulier chez les enfants de moins
de cing ans et les personnes ageées, il est prudent de surveiller pendant la phase diarrhéique la
numération formule sanguin et |a fonction rénale (urée, créatinine,protéinurie) a la recherche des
premiers signes de SHU. Dans ce contexte, I’apparition de schizocytes dans le sang suggere
fortement la progression vers le SHU et justifie une hospitalisation en urgence. (P. Rampal, L.
Beaugerie, P. Mateau, G. Corthier 2001)
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1. Présentation d’Artemisia herba alba

Connue depuis des millénaires, I’armoise blanche a été décrite par I’historien grec Xénophon,
désle début du IV° siecle av J.C dans les steppes de la M ésopotamie (Joannéss, 2001). Elle a été
répertoriée en 1779 par |le botaniste espagnol Ignacio Jordan Claudio de Asso et del Rio (IPNI).
est une plante essentiellement fourragere, tres appréciée par le bétail comme paturage d’hiver. Elle
présente une odeur caractéristique d’huile de thymol et un gout amer d’ou son caractere astringent
(Nabli, 1989 ; Messai, 2011)

2.Etude botanique

2-1- Description

Sous arbrisseau tomenteux blanchétre, vivace, de couleur verdéatre-argenté, de 30 a 50cm de
hauteur avec des tiges ramifiées, rigides et dressees. Les feuilles sont petites, sessiles, pubescentes,
et daspect argenté (Quezel et Santa, 1962), divisées en languettes fines, blanches et laineuses. Les
fleurs sont groupées en grappes, a capitules trés petites et ovoides de 1,5 a 3mm de diamétre, de
couleur jaune a rougedtre. Le fruit est un akéne oblong. Cette plante présente une odeur
aromatique caractéristique. (Bezzaetal., 2010). Sa croissance vegétative a lieu a I’automne ou les
feuilles sont de grande taille et deviennent plus petites dés la fin de I’hiver au printemps
(Akrout,2004).

Fig 05 : Artemisia herba alba: (A) la plante au début de la saison defloraison, (B) la
plantealafin dela saison defloraison [Messai, 2011]
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Les racines se présentent sous forme d’une racine principale, ligneuse et épaisse, bien

distincte des racines secondaires et qui s’enfonce dans le sol comme un pivote. La racine pénetre

profondément jusqu’a 40 a 50 cm et ne se ramifie qu’a cette profondeur (Aidoud, 1983).

2-2- Appedllation

Il existe différentes nominations de I’armoise blanche selon les pays et les régions, qu’on a

rassembl és dans | e tabl eau suivant :

Tableau 04 : Appellation de la plante d’Artemisia herba alba selon les pays et lesrégions

Nom francais
Nom anglais
Nom latin
Nom amazigh
Au maroc
Famille

Constituants

Parties utilisées

Armoiseherbe blanche
W or mwood

Artemisia herba alba
lzerg

Kaisoum

Composées

Thuyone- Cinéol-

mphre

Lesparties aériennes
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Tableau 05 : Classification de la plante d’Artemisia herba alba (INPI, 2014)

Régne Plante — Plantae

Embranchement Sper maphytes (Phanér ogames) ou «
antes a graines »

Sous- Angiosper mes (Plantes a fleurs)
\branchement

Classe Dicotylédones (M agnoliopsida)
Sous-classe Asteridae

Ordre Asterales

Famille Astéracees

Tribu Anthemideae

Sous-tribu Aremisiinae

Genre Artemisia

Espéce Artemisia herba alba

2-3. Distribution et habitat :
- Habitat

Local: Les Hauts plateaux et le Sahara septentrional
Régiona : Afrique du Nord
Mondial: Espagne, Afrique du Nord et Asie occidentale

L’Artemisia herba alba est une plante spontanée trés répandue en Afrique du nord et au
moyen orient, elle affectionne les climats secs et chauds, et existe sous forme de peuplements
importants dans les zones désertiques( kaouane A et chabane ,2018)C’est une plante steppique
des régions irano-touraniennes, prédominante dans les steppes d’Espagne ainsi que dans le désert
de Sinal
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En Algérie, I’Artemisia herba alba connue sous le nom de « Chih » ou encore semen-contra
de barbarie, couvre prés de six millions d’hectares dans les steppes, elle se présente sous forme de
buissons blancs, laineux et espacés (kaouane A et chabane ,2018)

Ecologie dela plante

L armoise blanche présente une vaste répartition géographique couvrant, en Algérie, environ
4 millions d’hectares ; Arbrisseau méditerranéen qui abonde au Moyen-Orient, dans le Sud
Algérien et au Maroc sur des sables profonds (Boullar d,2001).

L’Artemisia herba alba existe dans les bioclimats allant du semi-aride jusqu’a saharien .Elle
semble indifférente aux altitudes et peut vivre dans les régions d’hiver chaud a frais.

Dans le sud, cette plante pousse sur les sols bruns steppiques de texture moyenne et en
extréme sud sur les sols sableux. Elle résiste a la sécheresse, supporte le gypse et des niveaux de
salinité modérément élevés (Boullard,2001).

Elle se développe dans les steppes argileuses ou les précipitations sont de I’ordre de
200mm/an. Son développement est lié a la nature du sol. En effet il faut qu’il soit peu perméable,
tassé et colmaté (Boullard,2001).

Accompagnée de I’alfa « Stipa tenacissima », elle couvre souvent de trés grandes superficies
dans les hauts plateaux. Sa présence est plus fréquente en bordures des Oueds dans les dayas
(Dépression de la steppe a sol imperméable qui sont des secteurs plus au moins humides) Elle
constitue un moyen de lutte contre I’érosion et la désertification (Pouget, 1989 ; Ayad et al.,
2013).

Usage dela plante
Les applications biologiques et pharmacologiques des especes de la famille des Asteraceae sont le
résultat de leur importance dans la médecine traditionnelle et le fruit de plusieurs éudes chimiques et

pharmacol ogiques.

Lamajorité des applications biologiques et thérapeuti ques des espéces de lafamille des Asteraceae

concernent des effets antimicrobiens, antifongique,...etc.

v' Usage phyto-thérapeutique
L 'armoise blanche est une véritable panacée. Recommandé dans les troubles gastriques, |e décocté des
parties aériennes sont efficaces dans les cas de ballonnement intestinaux, de pyrosis, d'aérophagie et de

constipation, soit essentiellement en cas des maladies du tractus digestif.

Depuis longtemps, I’Artemisia herba alba a été reconnue par les populations pastoraes et nomades
pour ses vertus purgatives. On I’utilise notamment comme vermifuge chez les ovins (MEHIMMEDETSI
et RABIA ,2018)
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Elle est employée par |es bédouins de Néguev en Palestine pour soulager |es maux gastro-intestinaux
(MEHIMMEDETSI et RABIA ,2018)

En Irak également, I’armoise préparée avec le thé constitue I’'une des formes d’automédication contre
le diabéte .

Les tunisiens I'utilise auss comme un traitement antidiabétique. Elle est conseillée pour les affections

du foie; le décocté de feuilles est bu ajeun suivi d'un verre de I'huile ( Bour aoui, 2003).

Artemisia herba alba est utilisée comme anti diarrhée, contre les crampes abdominales, et pour curatif
des blessures externes Elle est utilisé contre le diabéte et I’ictére. Elle est recommandée pour des
désordres neurologiques (Salah et al .,2005)

v Usage alimentaire

En alimentation, I’ Artemisia herba alba est considéré comme I’aréme de certaines boissons comme le
thé ou le café. Néanmoins, son usage dans I’industrie alimentaire reste trés limité a cause de la toxicité de
la béta thujone dont e taux ne doit pas dépasser 5Smg/kg (Salah et al .,2005)

3- Les métabolites secondaires d’Artemisia herba alba

Les métabolites secondaires sont des mol écul es organi ques complexes synthéti sées par les
plantes autotrophe, qui sont divisés principalement en trois familles : les polyphénals, les terpenes, les
acaloides (Lutgeet al., 2002 ; Abderrazak et Jodl., 2007) .

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

[1-1 Composeés phénoliques

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

composants connexes ont étéisolés (Kim et al., 2004).
[1-1-1 Polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, caractérisés par
la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement

hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester, hétéroside...etc.
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(Bruneton, 1999 ; Lugasiet al.,2003).

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

Les principales classes de composants phénoliques sont: les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent plus de
la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (Charif et Louizini ,2016) Les
polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs. racine, tiges, feuilles,
fleurs, fruits (Boizot et Char pentier, 2006).

I1-1-1-1 Acides phénoliques
IIs appartiennent a deux groupes, acides  hydroxy benzoiques ou acides
hydroxycinnamiques (Ber nalet al.,2010).

e Acides hydroxybenzoiques

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

structure complexes comme certains tanins (Bernalet al.,2010).

Acide benzoique Acide p-hydroxybenzoique
T, 0 o OH
‘Inll ih /_',- e
/ \_/ [
R T
—/  oH o ]
O

Figure 07: Exemples des dérives d’acides hydroxybenzoiques.

e  Acideshydroxycinnamiques

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

ou de glycosides (Pascale et Veronique, 2006).
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MeO 0
\ Vi HO s
) |illl:"}.' ..:'..‘ ; '/_L,I‘\ OH
U=y oH H
—
MeC g Acide cafeique

Acide sinapioue

[1-1-1 L es flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques naturels (Seyoumet al., 2006), ils contribuent
a la pigmentation des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles .Certains d’entre eux sont synthétises par la plante afin de lutter contre divers
parasitoses (Messai, 2011). On en dénombre pres de 6400 structures identifiées (Harborneet
Wiliams., 2000).

Tous les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne (Skergetet al., 2005). Leur structure
de base est celle d’un diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux
noyaux aromatiques qui désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéené, qui
désigne lalettre C (Dacosta, 2003).

fj’

Figure 08: Structure de base des flavonoides.
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I1-1-2-1 Classification

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

isoflavandiols, flavonals, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins .

Les flavonoides détectés dans I’armoise blanche montrent une diversité structurale, allant des
flavonoides communs : flavones glycosides et flavonols jusqu’aux flavonoides méthylés qui sont
tres inhabituel. Les flavonoides glycosides comprennent les O-glycosides tels que quercitines-3-
glucoside et des flavonesC-glycosides qui sont rares dans le genre Artemisia et I’ensemble des
astéracée En Egypte, un total de huit flavonoides O- et C-glycosides ont été isolé et identifié a
partir d’Artemisia herba-alba .Au Liban I’étude des parties aériennesd’Artemisia herba alba a

conduit a I’isolement de deux flavonoides: I’hispidulin et le cirsilineol (Salah et jager, 2005).

Figure 09: Structure de basedes flavanones Figure 10: structure de base des
flavonols.

I1-2  L’huile essentielle

La définition retenue, tres proche de celle de la norme ISO 9235, est celle adoptée par la
commission de la pharmacopée européenne : « Produit odorant, généralement de composition
complexe, obtenu a partir d’une matiére premiere végétale botaniquement définie, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique approprié
sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procedé
physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition » (Afnor, 1986 ;
Afssaps,2008).
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Les huiles essentielles sont des mélanges liquides trés complexes, elles ont des propriétés et
des modes d'utilisation particuliers et ont donné naissance d'une branche nouvelle de la
phytothérapie : I'aromathérapie (Boutayeb, 2013).

L es principaux composes chimiques des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles est genéralement tres complexe d’un double
point de vue, a la fois par le nombre élevé de congtituants présents et surtout par la diversité
considérable de leurs structures. En effet, elles comprennent deux classes de composés caractérisés
par des origines biogénétiques bien distinctes .

Le groupe des terpénoides, d’une part et le groupe des composés aromatiques derivés du
phénylpropane d’autre part. IL existe également d’autres corps qui entrent en faible proportion dans
la constitution de certaines huiles essentielles (acides organiques, esters et autres...) (Rahili, 2002 ;
El Kambouche,2003).

L esterpénoides:

L es terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit & chaine ouverte :
leur formule brute est (CsHx)  dont le “'x" est variable en fonction du degré d'insaturation de la
molécule et 'n" peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpenes qui peut atteindre plus de
100 (le caoutchouc) (Piochon, 2008).

Dans le régne végéta, les terpénoides sont classes dans la catégorie des métabolites
secondaires (avec les flavonoides et les acaloides). Leur classification est basée sur le nombre de
répétitions de l'unité de base isopréne : hémiterpenes (C5), monoterpenes (C10), sesquiterpenes
(C15), diterpenes (0), sesterpenes (5), triterpenes (C30), tetraterpénes (C40) et les polyterpénes
(Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).

On y trouve en plus de terpénes, des hydrocarbures, des esters, des lactones, des aldéhydes,

des alcools, des acides, des cétones, des phénols, des oxydes et autres (Charif et L ouizini ,2016)
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Fig.11: Quelques monoterpenes

Contrairement aux dériveés terpéniques, les composés aromatiques sont moins fréguents dans
les huiles essentielles. Trés souvent, il sagit d'alyle et de propénylphénol ;

Ces composés aromatiques constituent un  ensemble important car ils sont
généralement responsables des caracteres organol eptiques des huiles essentielles (Teisseire, 1991).

Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, I'eugénal,
I'anéthol, I'estragole et bien d'autres. 1ls sont davantage fréquents dans les huiles essentielles
d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sont caractéristiques de celles du clou de girofle, de la

vanille, de lacannelle, du basilic, de I'estragon, etc(Teisseire, 1991).

Trans- Anéthole

CHO
e e, THa OCH;
OCH =
3 H‘Cx{j_—'ﬂ-\-’.ﬁ'—-‘ OH
OH
; Vanilline
Fuzénol

Figl2 : Exemples de composés aromatiques
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Applications
Depuis quelques années, I’utilisation des huiles essentielles a connu un grand essor et ce grace

a leurs propriétés. L application des huiles essentielles s’est diversifiée en plusieurs domaines.

En agro-alimentaire
Différentes especes médicinales sont utilisees comme épices pour aromatiser et augmenter la
durée de vie des aliments. En effet, ces espéces contiennent des huiles essentielles dotées d'activités
antimicrobiennes intéressantes et peuvent servir dagents de conservation aimentaires
(M ohammadi, 2006).

- En médecine
Les huiles essentielles sont largement utilisées pour traiter certaines maladies internes et

externes (infections d'origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux).

En médecine dentaire, plusieurs huiles essentielles ont donné des résultats cliniques tres
satisfaisants dans la désinfection de la pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention
des caries. Certaines plantes sont utilisées pour le traitement des troubles nerveux et des troubles

liés au stress telles que Angélica archangélica et Valériana officialis (Charif et Louizini,2016)

D'autres, telles que I'Aunée officinale (Inulahelenium), Origan (OriganumVulgare) et
I'Eucalyptus (Eucalyptus globulus) ont prouvé leur efficacité dans le traitement des problémes
respiratoires et les bronchites (Charif et Louizini,2016)

Les plantes aromatiques et médicinales ont une valeur thérapeutique importante et I'intérét de
ces plantes ne cesse de grandir. Exemple : Foeniculumvulgare est utilisée pour le remede des
douleurs abdominales et les graines de cette espéce sont utilisées pour la production d'un

médicament pour soigner les troubles digestifs (Charif et Louizini,2016)

Les huiles essentielles possedent également des propriétés insecticides et insectifuges : c'est le
cas de Il'huile essentielle de Cymbopogonschoenanthus, un biopesticide efficace contre

collasobruchus maculatus F., prédateur de niébé .

L'huile essentielle de Bétulalenta (betulaaleghaniensis), composée de 98,5% de salicylate de

meéthyle naturel est trés recherchée par son excellente activité antirhumatismale (Viaud, 1993).

Certaines huiles sont recherchées pour leurs propriétés particulieres. C'est le casde :
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- L'huile de cypres, connue pour ses exceptionnelles qualités comme tonique de la

circulation veineuse;

- L'huile  essentielle de Artemisiadracunculus, connue pour Ses  propriétes,

antispasmodiques, antivirales et anti-allergiques;

- L'huile essentielle de romarin, régénérateur hépatique et draineur de la bile. Elle est
utilisée en cas d'affections hépatiques et biliaires. Elle est auss cicatrisante, bactéricide,

utilisée aussi pour les soins de la peau et I'eczéma;
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En raison de la pandémie qui atouché le monde entier et qui est causée par e Coronavirus
Covid 19. Et en respect des régles de distanciation sociale toujours en vigueur et en considération
de l'intérét général nous présentons dans ce mémoire de fin d’études une interprétation d’'un

protocole expérimentale réalisé par (Dalal m et Oumhani s,(2019))

1. Matérid végétale
1.1 Larécoltedelaplante

La plante d’Artemisia herba alba été récolté au mois de janvier 2019,

1.2. Leséchage dela plante
La partie aériennes de I’espéce Artemisia herba alba été séchées a I’air, a I’abri de la lumiére,
pendant 15 jours puis conservées dans des sacs propres en papier jusqu'a au moment de I’extraction.

2.1.Matériel microbien

Les souches utilisées pour deceler I’activité antibactérienne des extraits font partie de genres
de microorganismes, sont des souches référentielles (ATCC), il sagit de: Saphylococcus aureus
(ATCC 25293), Escherichia coli (ATCC 25922), et Salmonella sp.

2.2.Extraction des huiles essentielles

L’extraction de I’huile essentielle a partir de la partie aériennes d’Artemisia herba alba a été
réalisée par hydrodistillation dans un appareil de type clevenger (Ismaili et al., 2014).

Apres avoir pese 100 g de matiere vegétale seche est mises dans un ballon en verre pyrex,
additionnées de 1000 ml d’eau distillé, I’ensemble est porté a I’ébullition dans un chauffe- ballon
pendant 3 heures a température 100°C le vapeur chargée de substances volatiles traversent le
réfrigérant et se condensent.
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Apres condensation, on a récupéré dans une ampoule a décanter, laissé le mélange au repos
quelque minutes, ce qui résulte I’apparition de deux phases, I’une est organique (huile essentielle)
et I’autre est aqueuse en fin, I’huile essentielle d’Artemisia herba alba sera récupérée dans un

flacon propre et stérile.

Figure 14. Montage d'hydro distillation de type Clevenger.

3. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont conservées dans un flacon en verre fermé dans unréfrigérateur
(4°C) al’abri de lalumiere.

3.1.Rendement del’huile essentidle

Selon lanorme Afnor (1986), le rendement en huile essentielle (Rd), est

L Rd= M’/M.100 J

Rd : Rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage (%).

M*: Masse de I’huile essentielle obtenue en gramme (Q).

M: Masse de |la matiére végétal e seche utilisée en gramme (Q).
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Préparation des extraits d’Artemisia herba alba
3.1.1. Extrait brut é&hanolique

Dans ce travail nous avons tenté d’extraire les composés phénoliques totaux. C’est une
extraction solide-liquide le principe consiste a dissoudre le principe actif a I’intérieur dusolide
et I'entrainer a l'extérieur en utilisant un solvant. La plupart des auteurs suggerent que I’entrée du
solvant se fait par un mécanisme osmotique et la sortie du soluté par dialyse ou par diffusion
(Ribereau- Gayon, 1968).0On a utilisé I’éthanol comme solvant.

100g de poudre de plante séché

!

Macération dans 1000 ml d’éthanol

I

Filtration

T

Filtrat Résidu

l

Evaporation au rotavapor
Séchage dans étuve

Extrait éthanolique brut

Figure 15. Schéma représente | es étapes de protocol e appliqué pour |'extraction éthanolique.
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3.2. Extrait aqueux

Préparation des extraits agqueux selon laméthode de (Ghedadba et a., 2014).Une macération
aqueuse a également été effectuée sur 100 g de poudre avec 1000 ml d’eau distillée et placés sous

agitation pendant 24 h apres filtration I’extrait a été lyophilisé

100g de poudre de plante séché

Macération dans 1000ml d’eau distillé

l

Filtration

Filtrat Résidu

l

Evaporation dans I'étuve

l

Extrait agueux brut

Figure 16. Schéma représente |es étapes de protocol e appliqué pour |'extraction agueux.

3.3.Rendements en extraits On a déterminé le rendement (Rd) des plantes en extrait sec

en calculant le rapportsuivant:

{ Rd (%)= M/M’x 100. J

Rd (% ): Rendement exprimé en %.
M: Masse en grammes de I’extrait sec résultats.

M’: masse de lamatiere végétae atraiter.
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Etude quantitative des métabolites des extraits d’Artemisia herba alba

4. Dosage des phénols totaux
Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin
Ciocalteau selon la méthode Singleton et Rossi (1965).

Le réactif de Folin Ciocalteau est un acide de couleur jaune qui est basée sur laréduction en
milieu acalin de le mélange dacide phosphotungestique (H3PW12040) et dacide
phosphomolybdique (H3PM012040) du réactif de folin par les groupements oxydables des
composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleue (Talbi
et al., 2015).

s Modeopératoire

Un volume de 200 pl pour chaque extrait de plante est introduit dans des tubes aessais, le
mélange (1 ml de Folin Ciocalteu dilué 10 fois) aprées 4 minute 800 pl de carbonate de sodium a
75 % est additionné (voire annexe 3). Le méange est agité et laissé a I’obscurité a une
température ambiante pendant 2 heures. Un témoin est préparé dans les mémes conditions.

L absorbance est mesuréea 765 nm.

Une courbe d’étalonnage a différentes concentrations d’acide gallique a été préparée (O-
250ug/ml).

5. Dosage des flavonoides totaux

% Principe
La quantification des flavonoides dans I’extrait a été effectuée par une méthode

colorimétrique au trichlorure d’aluminium (AICI3) adaptée par Bahorun et al. (1996).

En présence d’AlCI3, les flavonoides, absorbance a 430nm, concentration (ug/ml).
dihydroxylés sur les noyaux A ou B et les groupements hydroxyles libres en position C-3 et C-5 ou
le groupement cétonique en position C-4, sont capables de former un complexe acide stable de

couleur jaunétre absorbe dans le visible a 430nm.
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s Modeopératoire
1 ml de chaque extrait est ajouté 1ml de solution de chlorure d’aluminium (AICI3) a 2%dans
chaque solvant (éthanol et I’eau distillé) (voir annexe 4). Un témoin est préparé dans les mémes

conditions. Dix minutes apres le début de la réaction, I’absorbance est lue a 430 nm.
Une gamme éalon est établir séparément avec la quercitrine (0-40ug/ml) pour calculer la
concentration des flavonoides dans chaque extrait.
6. Evaluation del'activité antibactérienne

Deux méthodes différentes sont employées pour I’évaluation de I’effet antibactériennedes

huiles essentidlles et des extraits.

» Laméthode de diffusion sur disgue en milieu gél osée.

» Laméthode de micro-dilutions en milieu liquide (CMI et CMB).

M éthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

La méthode repose sur la diffusion du composé antibactérien dans le milieu solide dansune
boite de pétri, avec les disgques qui sont dans chague extrait au contact de produit avec le

microorganisme.

» Repiquage des souches bactériennes

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries sur gélose
nutritive, puis incubées a 37°C pendant 24 heures afin d'obtenir des colonies bactériennes jeunes et

isolées servant a préparer I’inoculum.

» Préparation del'inoculum bactérien

» L’inoculum a été préparé en prélevant des colonies bactériennes bien isolées et
identiques dans un tube contenant 9 ml d’eau physiologique stérile la densité de
I’inoculum a été gjustée a 0,5 Mc Farland (correspond a environ 1,5 X 108 UFC / ml).

» 0,5 Mc Farland ou a une densité optique de 0,08 a 0,10 a 625 nm (ce qui correspond a
environ 108 UFC/ml) (Casfm, 2018) .

» (vair figure 17)
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Nx

Figure 17. Préparation de I'inoculum bactérien.

> Ensemencement des bactéries

Les bactéries ont été ensemencées en utilisant la méthode d’écouvillonnage un écouvillon
stérile est imbibé dans la suspension bactérienne puis essoré en le pressant fermement sur la paroi
interne du tube afin de décharger au maximum I’écouvillon est frotté sur la totalité de la surface
gélosée, de haut en bas, en stries serrées I’opération est répétée deux fois, en tournant la boite de
60° a chaque fois sans oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme et en le passant sur la
périphérie de lagélose MH.

> Préparation des extraits

L huile essentielle, I’extrait éthanolique et agqueux ont été préparée en utilisant le DMSO
10% qui est inerte sur I’activité bactérienne une concentration de 100mg/ml de chaque extrait

permet la mise en évidence de I’activité antibactérienne.
> Dépbtsdesdisquesimprégnés des extraits

Apres ensemencement, des disques de diffusion (papier Wathman N°1 stérilisé par
autoclavage a 120°C pendant 15 min) sont déposés a la surface des boites ensemencées al'aide

d'une pince stérile, ces disques sont injectés par 20ul des extraits (Gulluce et al., 2003).
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Deux témoins ont été réalisés : un disque de gentamicine (10ug) sert comme
contrble positive et un disque imprégné par le DMSO 10% sert comme un contréle

négatif (voir figure 18).

Figure 18. Dépots des disgues imprégnes des extraits.

Tous les tests ont été répétés trois fois pour calculer les moyennes et les erreurs

standards ala moyenne.

Les boites sont maintenues a la température du laboratoire pendant 30 mn

afin depermettre la pré-diffusion ensuite, elles sont incubées a 37°C pendant 24 heures.

» Lecteur desrésultats

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de
chaguedisque a l’aide d’un pied de coulisse.
Les résultats sont exprimes par le diametre de la zone d’inhibition et peut étre

symbolisépar des signes d’apres la sensibilité des souches en mm (ponce et al., 2003) :

Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8 mm.
Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.
Tressensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19mm.

Extrémement sensible (+++) : diametre > 20 mm.
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6.1. Déter mination de la Concentrations Minimales Inhibitrices (CM1)

Principe La micro-dilution est généralement effectuée dans des plagues de 96 puits a fond
arrondi. Les suspensions bactériennes ont été diluées avec du bouillon et distribuées dans ces
plagues (Kahlmeter et Turnidge, 2012).

% Modeopératoire

Une solution mére de I'huile essentielle d’extrait éthanolique et aqueux a été préparée dans le
DM SO a 10%, puis des dilutions en série de ont été faites dans la microplaque de 96 puits.100 pl de
DMSO 10% a été dépose dans tous les puits, 90ul de bouillon Mueller Hinton ont été incorporé
puis ensemencé par 10 pl de I’inoculum bactérien standardisé. Le volume final dans chague puits
était de 200 pl.

La gamme de concentrations finales ainsi obtenue correspond a1/2 - 1/4 - 1/8 - 1/16 — 1/32 —
1/64 — 1/128- 1/256- 1/512.Tous les essais sont répétés trois fois. Un contrdle positif contenant 10
ul d'inoculum et 190 pl de Bouillon Muller Hinton, et un témoin négatif contenant 100 pl d'huile
essentielle ou d’extrait éthanolique ou aqueux dissoute dans du DM SO a 10% et 100 ul de bouillon

Muller Hinton sans inoculum (voir figure 19).
Les plagues ont été recouvertes et incubées a 37 °C pendant 24 heures.

La CMI a été définie comme la concentration minimale d’extrait pour laguelle on n’observe

pas de croissance visible al’eil nu

Figure 19. Laméthode de micro-dilutions en milieu liquide(CMI).
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6.2. Déermination dela Concentration Minimale Bactéricide

LaCMB aété déterminée en prélevant 100yl de chaque suspension dans les puits sans
croissance visible et en ensemencant de la gélose MH. L’incubation s’est faite a 37 °C pendant 48
heures au bout desquelles on a procédé au comptage des colonies (voir figure 20)

Figure 20. Détermination de la concentration Minimale Bactéricide(CMB).
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1.Extraction
L’huile essentielle d’Artemisia herba alba a été obtenue par hydrodistillation. C’est un

liquide visqueux, jaunétre a forte odeur.
L’extrait éhanolique obtenus est de couleur verdétre foncé a la différence de celui de

I’extrait aqueux qui est de couleur brunétre claire.

2.Lerendement
Le rendement des extraits d’Artemisia herba alba sont représentés dans le tableau

suivant :

Tableau 07. Rendement des extraits d’ Artemisia herba alba.
Lesvaleurs exprimé lamoyenne £ SD (n = 3).

Rendement en %

Laplante extrait ethanolique | extrait agueux huile essentielle

Artemsia herba helba 15.64%20.01 12.54%%0.02 1.23%+0.00

Lesvaleurs exprimé lamoyenne £ SD (n = 3).
Dans notre travail le plus faible rendement est présentée par I’huile essentielle par rapport les
deux extraits avec une valeur de 1.23%.

Le meilleur solvant d’extraction des composés phénoliques par la méthode de macération est

I’éthanol avec un rendement de 15.64%, tandis que I’eau distillée s'avére étre faible avec rendement

de 12.54%.
FAlL
B Huile essentielle

E‘E‘ 15 - 15,64 BN Extrait ethanoligque
E 12,54 B Exirait agueux
o=

10+
g
=
=
= 5-

1,23
u-
Extraits

Figure 21. Histogramme représente le rendement des différents
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certaines plantes qui sont exploitées industriellement comme source d’huiles essentielles. |l
est plus élevé que celui de Menthe (0.72%) et de Thymus (0.65%) (Ismaili et al., 2016).

En comparaison avec d’autres travaux de recherche ce taux consideré plus élevé a celui de
I’huile essentielle extraite de la méme espéce, récoltée dans la chaine montagneuse des Matmata en
Tunisie (0.65%) (Akrout, 2004).

Au Maroc, corrélativement a une étude antérieure faite, notre rendement est égal a celui
obtenus de la région de Guercif du mois de juin (1.23 %) toutefois supérieur aux rendements
obtenus de mois septembre (0,56%), du mois de Mars (0,86 %) de la méme plante (Ghanmi etal.,
2010).

Les résultats du rendement de I’extrait éthanolique sont inferieur au résultat obtenu par
Chaabna (2014) avec un rendement de (27.47%), et du Awad et al. (2009) avec un rendement de
(34.8%) obtenu apres une percolation de la poudre de la partie aérienne dans I’éthanol.

Ces variations peuvent étre dues a des facteurs abiotiques, tels que le climat spécifique des
régions, d'origine des échantillons, des facteurs géographiques comme l'atitude, le typede sol et

la saison des cuelllettes ((1smaili et al., 2016).

3.Etude quantitative

3.1.Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont é&é déterminés par la méhode de Folin-Ciocalteu. L’acide
galique a été utilisé comme standard. L absorbance a été lue dans une longueur d’onde de765 nm.
La quantité des polyphénols a été rapportée en milligramme d’équivalent de I’acide gallique par

milligramme de poids sec de I’extrait (mg EAC/mg Ps).
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Figure22. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

A partir de la courbe d’étalonnage, les concentrations des polyphénols

totaux sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau 08. Dosage des polyphénols totaux.

-______________________os____|

Ethanolique 143,250,
09

Aqueux 6,58+0,00
5

Dans ce travail le contenu en polyphénols totaux montre que I’extrait éthanoliques représente
I’extrait la plus riche avec (143.25 mg EQ/g Ps) aors que I’extrait aqueux représente une faible

teneur en polyphénole (6.58 mg EQ/g Ps).

Pour I’extrait éthanolique de I’armoise blanche la quantité de polyphénol est inferieur a celle
trouvée par Boudjelal (2012) (25.34 + 0.69 mg EQ/g Ps).

3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3),
la quercétine a été utilisé comme étalon. L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 430
nm. La quantité des flavonoides a été rapportée en milligramme d’équivalent de la quercétine par

milligramme de poids sec de I’extrait (mg EQ/mg Ps).
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Figure 23. Courbes d’étalonnage de la quercétine.

A partir de la courbe d’étalonnage, les concentrations des flavonoides sont comme la suite :

Tableau 09. Dosage des flavonoides totaux.

Ethanolique 16,77+0,02
Aqueu 5,54+0,11
X

D’aprés ces résultats on remarque que I’extrait éthanolique I’extrait la plus riche en
flavonoides avec 16.77 mg EQ/mg Ps et par contre I’extrait aqueux représente une faible teneur
avec 5.54 mg EQ/mg Ps.Pour I’extrait éthanolique de I’armoise blanche la quantité de flavonoides
est inferieure celle trouvée par Youns et al. (2016) avec valeur de 13.96 + 0.07 mg EQ/mg Le
teneur des extraits phénoliques et flavonoides totaux d'Artemisia herba-alba varient en fonction de
la complexité de ces composes, la variété des plantes (différentes familles), la différence de la
période et la région de récolte et les conditions géographiques, des facteurs environnementaux, du
solvant d'extraction et de la méthode d'analyse utilisée (Younsi et al., 2016).

4.1. Etudedu pouvoir antimicrobien des extraits d’Artemisia herba alba

4.1.1. Test del’aromatogramme

Le pouvoir antibactérien des extraits a été estimé en termes de diamétre de la zone d'inhibition
autour des disgues contenant les extraits a tester vis-a-vis de la bactérie Escherichia coli et les

staphyl ococcus aur eus, pseudomonas aeruginosa et Salmonella sp.
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Les résultats obtenus pour déterminer I’activité antibactérienne (aromatogramme) des extraits
sont présentés dans les tableaux suivant :

Tableau 10. Diamétres des zones d’inhibition de I’huile essentielle d’ Artemisia herba alba.

Zone d’inhibition (mm)

_ Extrait )

Souches Huile i _ Extrait _
éthanoliq aqueux Gentamycin
ue €

S. aureus 16,48+0,1 20,31+0,4 14,47+0,00 33,37+0,59
1 9
E. coli 13,90+0,7 19,560 / 26,47+1,09
6 ,09
Salmonellasp | 13,94+0,5 / / 27,6612,22
1

Tableau 11. Sensibilités des souches bactériennes de I’huile essentielle
d’Artemisia herbaalba.

' _ Extrait _ _
L es souches Hui i ) Extrait Gentamyci
le éthanoliq aqueux ne
ue
S. aureus ++ +++ + 4+
E. coli + + - 4+
Salmonella sp + - - +++

D’apres les résultats du tableau , les bactéries étudies est extrémement sensible pour le
contréle positif (gentamycine).

Les résultats obtenu montrent que I’huile d’armoise blanche a un effet sur les bactéries S.
aureus et E. coli, Salmonella sp d’autre part, Nous avons remarqué que I’extrait éthanolique
d’Artemisia herba alba est I’extrait le plus actif sur les bactéries S. aureus et E. coli. Bien que
I’extrait aqueux ait un effet sur la bactérie S. aureus seulement.
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L’huile essentielle d’Artemisia herba alba a un effet important sur E.coli et Salmonella sp,
qui sont inhibé avec des diametres alant de 13.90 mm et de 13.94 mm respectivement. La bactérie

S aureus présente une zone d’inhibition de 16.48 mm, elle est trés sensible a cette huile.

Cette activité antibactérienne spécifique des huiles essentielles pourrait étre expliquée par les
composants bioactifs des HE (effet synergique entre les composants). IIs agissent en particulier au
niveau de la membrane et du cytoplasme, et dans certains cas, modifient complétement la
morphologie des cellules (Bouyahya et al., 2017).

Les résultats obtenus des extraits agueux d’Artemisia herba alba on révélé que les souches
bactériennes a Gram négatif n'ont montré aucune zone d’inhibition ce qui est traduit par la
résistance des souches a I’action des extraits. Alors que la bactérie S. aureus Gram+ sensible a cet

extrait avec une zone de 14.47 mm.

Par contre les bactéries S. aureus et E.coli sont sensible vis-a-vis ales extraits é&hanoliques de

plantes testés avec un diametre de 20,31 mm et 19,56 mm respectivement.

La différence de sensibilités aux extraits peut étre attribuée a la nature chimique des extraits

brute testés et en fonction de la souche bactérienne (Kheyar et al., 2014).

4.1.2. Méthode dedilution en milieu liquide

4.1.2.1. Déter mination dela concentration minimaleinhibitrice (CMI)

Aprés la période d’incubation, on a remarqué I’apparition d’un aspect claire dans les
puits de microplaques indique I’inhibition de la croissance bactérienne, et les autres puits

montre un aspect trouble indique la croissance bactérienne.

Figure 24. Observation de aspect dans les puits de microplagues.
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Les résultats en CMI sont représentés dans e tableau suivant :

Tableau 11. CMI desextraits brute d’Artemisia herba alba.

CMI (mg/ml)
Souches Huile Extrait é&hanolique Extrait aqueux
S. aureus 25 50 100
B E. cali 12,5 50 100
Salmonella sp 6,25 / /

Les extraits d’Artemisia herba alba sont révél és actifs envers les souches bactériennes testées

mais avec des degreés différents ce qui sest traduit par la différence des CMI.

On remarque un effet importante d’huile d’Artemisia herba alba sur les souches pathogenes
étudie, nous nous sommes inscrits la CMI 25 mg/ml ,12.5 mg/ml, 6.25 mg/ml pour S. aureus et E.

coli et salmonella.sp respectivement.

Goudjil et al. (2015) ont étudié I’activité antimicrobienne d’I’huile essentielle d’Artemisia
herba alba. Ils ont utilisé plusieurs souches dont  staphylocoques, Escherichia coli et salmonella
les résultats de CMI obtenus dans cette éude sont 0.16 mg/ml, 0.83 mg/ml et 0.25 mg/ml

respectivement ces résultats sont inférieurs a nos résultats.

Les deux extraits (aqueux et éthanolique) possédent laméme CMI pour les souches S. aureus,
E. coli avec une valeur de 50 mg/ml et 100 mg/ml respectivement ces résultats sont supérieur de la
CMI de I’extrait éthanolique de la partie aérienne d’Artemisia Campestris qui déterminé par
boudjouref (2011) qu’il obtient pour la souche Escherichia coli laCMI 0.5 mg/ml et de 1.8 mg/ml

pour S. aureus.

4.1.2.2. Déermination de Concentration minimale bactéricide
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 12. CMB des extraits brute d’ Artemisia herba alba.

CMB (mg/ml)
L es souches Huile Extrait é&hanolique Extrait aqueux
S. aureus 50 50 /
E. coli 25 100 /
Salmonella sp 25 / /
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L’effet bactéricide de I’huile d’armoise a été observé avec les trois souches testé avec 50

mg/ml pour S. aureus et 25 mg/ml pour salmonella.sp et E.coli.

Nos résultats de CMB de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba dépassent les résultats obtenu
par Mighri et al.(2010) qui ont déterminé la CMB des composants chimique de I’huile essentielle
d’Artemisia herba alba. B thujone a montré une CMB de 5 mg /ml et 2.5mg /ml contre S. aureus et
E.coli respectivement. Cependant a thujone a présenté une CMB de 2.5 mg /ml pour les deux
bactéries. En revanche le mélange entre les deux composants (8 thujone - o thujone) a montré une
CMB de 1.5 mg /ml et 1.25 mg /ml contre S. aureus etE.coli respectivement. Le mélange
(cineole-camphor- 3 thujone - a thujone) a révélé uneCMB de 1.25 mg/ml pour S. aureus et
0.625 mg/ml pour E.coli.

L’extrait éthanolique a éé montrés actifs contre S aureus et E.coli avec une CMB de
50mg/ml et 100mg/ml respectivement.

Aucun effet bactéricide de I’extrait agueux sur toutes les bactéries testé.

Les valeurs de la CMB et CMI confirment I’activité antibactérienne des extraits d’Artemisia
herba alba observée vis-aVis de ces souches testé.
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CONCLUSION

Conclusion :

Nous rappelons que les objectifs de notre éude sont la valorisation de feuille d’Artemisia
herba alba par I’utilisation ces extraits (huile, éthanolique, aqueux) comme agent antibactérien. Au

cours de notre travail, nous avons pu dégager |esconclusions suivantes :

Les résultats de I’étude d’extraction montrent que le rendement d’extraction le plus élevé a
été obtenu par macération dans I’éthanol.

L’etude quantitative a révélé que cette plante est riche en polyphénols et flavonoides dans

I’extrait éhanolique.

Pour I’activité antibactérienne in vitro, la méthode de I’aromatogramme et la méthode de
dilution en bouillon nous avons permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien de I’huile
essentielle et I’extrait éthanolique et aqueux d’Artemisia herba alba vis-avis des bactéries. Ce

pouvoir difféere d’un extrait a lI'autre.

Tandis que I’extrait aqueux il n’avait d’effet bactéricide contre les bactéries testé

On constate que les extraits phénoliques de la plante Artemisia herba alba sont bénéfiques Et
efficaces contre les agents pathogenes qui causent  différents types des intoxications
alimentaires
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Annexe 1 Polyphénols
totauxSolutions de
travail
» Folin-Ciocalteau dilué
Iml du réactif dans unefiole gaugé de 10 ml et compl éter au
trais de gauge avecl’eau distill ée.
» Na,CO;3; a7.5%
7.5 gdans 100 ml d’eau distillée.
» Solution
d’extraita 1
mg/ml5mg
dans 5 mi
d’éthanol.
» L'acide gdlique
2.5 mg dans 10ml de éhanol.
Annexe2
flavonoidesSol utions de travail

(AICI3) & 2%

2 gdans 100ml d’eau distillée.
» Solution

d’extraita 1

mg/mi5mg dans

5 ml d’éthanol.
» laquercitrine

3 mgdans 10ml d’éthanol.



Annexe 3 principales matériels et produits utilisés:

| Matérielset appareillages Milieux deculture Solvants et réactif utilisés |

Autoclave
Rotavapor
Burettea
robinetEtuve
Agitateur
plaque-
chauffante
Vortex
Réfrigérateur
Bec bunsen
Tubesa

essai Boites
de Pétri
Ecouvillons
Micropipet
tes Disques
Papiers
Wattman
Burettea
robinet
Pipettes
pasteur Anses
deplatine
Pince
Instrument pied a
coulisseSpatule
Becher -
Celvenger
Erlenmeyer
Papier
filtrepH-
métre
Spectrophotométrie-

Géose nutritif
(GN)PCA

Gélose MH

Eau distillé

Eau

physiologique

DM SO 10%
Ethanol Folin-
Ciocalteu chlorure
d’aluminium
(AICI3)

|a solution dela soude a
0.1IN

phénol phtaléine 1%




