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Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de I’étude phytochimique, et I’évaluation de certaines activités
biologiques des deux plantes poussant a 1’état spontané au sud-ouest algérien, a savoir,
Artemisia herba-alba et Capparis spinosa. L’analyse quantitative des extraits
hydrométhanoliques (80%) de 1I’armoise blanche et des feuilles et fruits du caprier a montré
leur richesse en polyphénols (292.97£9.1, 124.06+5.6, 47.21£5.1 mg EAG/g d’ext), en
flavonoides (28.15+0.71, 28.44+0.59, 10.48+0.09 mg EQ/g d’ext), et en tanins (25.3+2.8,
18.40+2.1, 17.1£1.5 mg EC/g d’ext) respectivement. L’huile essentielle d’A.herba-alba
obtenue par hydrodistillation a donné un rendement de 1.73%. Son analyse par CPG/FID et
CPG/SM a indiqué que I’a-thujone, le B-thujone et le camphre sont les principaux constituants
a des taux de 48%, 13.40%, et 13.10% respectivement. L’¢évaluation de I’effet antimicrobien
sur des souches référencées et cliniques a révélé que I’HE d’A.herba-alba possede un grand
effet inhibiteur a 1’égard de toutes les souches avec des CMI allant de 2.5 a 10 mg/mL a
I’exception de P. aeruginosa qui a montré une certaine résistance. L’extrait de 1’armoise
blanche et des feuilles et fruits du caprier ont manifesté une activité moins importante avec des
effets bactériostatiques vis-a-vis certaines souches, les CMIs varient entre 6.25 a 50 mg/mL,
25 a 100 mg/mL, 3.75 a 200 mg/mL respectivement. L’étude de la combinaison entre les trois
extraits a montré un synergisme dans 1’association entre 1’extrait d’armoise et celui des feuilles
du céprier. Tandis que, le résultat de la potentialisation de 1’effet antimicrobien a indiqué que
I’association de I’HE d’A.herba-alba avec la néomycine, I’amikacine, et I’econazole permettait
d’augmenter considérablement les diamétres des zones d’inhibition et donc de potentialiser

leur effet contre la plupart des souches.

L’extrait des feuilles de C.spinosa a présenté 1’activité antiradicalaire la plus importante avec
une ICsg de 44.85+0.69ug/mL. Par ailleurs, ’extrait d’A.herba-alba a montré le plus grand
pouvoir réducteur de fer avec une CEso de 95.77+1.5 ng/mL. L’administration orale des trois
extraits avec des doses croissantes a des rats Wistar n’a montré aucune toxicité, sauf pour ’HE
d’A.herba-alba qui est considérée modérément toxique avec sa DLsg entre 50 et 500 mg/kg. Le
résultat de I’effet anti-inflammatoire des extraits et de I’HE a révélé des diminutions tres
significatives dans 1’cedéme de la patte ; dont le plus grand pourcentage d’inhibition a été

enregistré avec 1’extrait des feuilles du caprier (71.71%) a la dose de 400mg/Kg.

Mots clés : Artemisia herba-alba, Capparis spinosa, huile essentielle, effet antimicrobien,

activité antiradicalaire, effet anti-inflammatoire, synergisme.



Abstract

The present work aimed to study the phytochemical composition, and to evaluate some
biological activities of two wild plant that grow spontaneously in south-western Algeria,
namely, Artemisia herba-alba and Capparis spinosa. The quantitative analysis of
hydromethanolic extracts (80%) of white wormwood aerial parts, and caper leaves and fruits
revealed their richness on phenolics (292.97+9.1, 124.06+5.6, 47.21+5.1 mg GAE/g ext), on
flavonoids (28.15+0.71, 28.44+0.59, 10.48+0.09 mg QE/g ext), and tanins (25.3%£2.8,
18.40+2.1, 17.1+£1.5 mg CE/g ext) respectively. The obtained essential oil of A.herba-alba
using hydrodistillation yielded 1.73%. GC-FID/GC-MS analysis indicated that the major
compounds are a-thujone (48.0%), B-thujone (13.4%), and camphor (13.1%) respectively.

The results of the antimicrobial activity against clinical and referenced strains showed that EO
of A.herba-alba possesses a great inhibitory effect against all the tested strains with MIC
ranging between 2.5 and 10 mg/mL except P.aeruginosa strains that were less sensitive. The
white wormwood and caper leaves and fruits extracts manifested less important activities with
bacteriostatic effects toward some strains, the MICs varied between 6.25 and 50 mg/mL, 25
and 100 mg/mL, 3.75and 200 mg/mL respectively. The combination carried between the three
extracts gave a synergistic effect with the association between white wormwood and caper
leaves extracts. However, the improvement in the antimicrobial potency demonstrated that
combination of EO with Neomycin, Amikacin, and Econazole increased substantially
inhibition diameters, and so the enhancement of their effect against all the strains. Moreover,
C.spinosa leaves extract presented the greatest antiradical ability with an ICso of
44.85+0.69ug/mL. Whereas A.herba-alba extract showed the highest iron reducing power with
an ECsp of 95.77£1.5 pg/mL. Oral administration of the three extracts at increasing doses to
the rat Wistar had given no toxicity, while the EO seems to be moderately toxic with its LDso
between 50 and 500 mg/kg. The anti-inflammatory effect of both extracts and EO exhibited
highly significant decreases in paw edema, the greatest percentage inhibition was recorded with

the caper leaves extract (71.71%) at the dose of 400mg/kg.

Keywords: Artemisia herba-alba, capparis spinosa, essential oil, antimicrobial activity,

antiradical ability, anti-inflammatory effect, synergism.
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Introduction

Au cours de ces derniéres décennies, les infections associés aux soins de santé, appelées également
des infections nosocomiales (IN) prennent véritablement de plus en plus d’ampleurs, qu’elles sont
devenues un vrai probléme de santé publique (OMS, 2010). Elles sont responsables de taux élevé
de morbidité et de mortalité dans les hépitaux. La principale cause de ces infections réfractaires est
la multirésistance des bactéries aux antibiotiques, qui en résulte 1’utilisation abusive et inapproprié
de ces agents antimicrobiens (OMS, 2019 ; Sbayou et al., 2014). Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, et Pseudomonas aeruginosa représentent les trois principales bactéries le plus souvent mise
en cause (Angoue, 2020). D’une part face a ce grand probléme, la recherche des substances

alternatives a effet antimicrobien nécessite 1’exploration de toutes les stratégies possibles.

D’autre part, 1’utilisation des antioxydants de synthése comme additif dans les secteurs d’agro-
alimentaire, en cosmétique, et en pharmaceutique est suspecté d’avoir des effets controversés sur
la santé humaine. En effet, les aspects de sécurité de ces antioxydants chimiques sont discutés car
plusieurs effets carcinogénes, et tératogénes sont possibles (Dellal et al., 2018 ; Tlili et al., 2015).
En outre, 1’usage de fagon routiniére des anti-inflammatoires pour réduire la douleur lors de
I’inflammation conduit a des effets graves. Ces agents peuvent engendrer des risques de toxicité
gastro-intestinales, des accidents cardiovasculaires, et des troubles rénaux (Strate et al., 2011).
Pour ces raisons le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avere indispensable pour

lutter contre les phénomeénes d’oxydations, ainsi que 1’inflammation (Caplan et al., 2017).

En conséquence les recherches actuelles sont basées sur la découverte de nouveaux antibiotiques,
anti-oxydants et également des anti-inflammatoires principalement dans des sources naturelles, et
parmi les solutions disponibles les métabolites secondaires des plantes représentent des sources
prometteuses riches en plusieurs phytomolécules doués de plusieurs activités biologiques (Zhang
et Ma., 2018). Les huiles essentielles et les extraits des plantes sont connus par leurs propriétés
anticancéreuses, antioxydantes, anti-inflammatoires, antidiabétiques, et antivirales (Luciardi et
al., 2016).

Ces constatations nous ont donné 1’idée d’étudier les propriétés biologiques, pharmacologiques et
phytochimiques des extraits et huiles essentielles des deux plantes médicinales poussant a 1’état
spontané en Algérie dans la wilaya de Bechar a savoir : Artemisia herba-alba et Capparis spinosa.

Plusieurs études ont été menés sur les activités biologiques des extraits de ces deux espéces, ainsi

1
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que la composition chimique des huiles essentielles d’A.herba-alba ((Abu-Darwish et al., 2015;
Bezza et al., 2010; Mighri et al., 2010 ;Chedraoui et al., 2017; Eddouks et al., 2017; Tlili et al.,

2017). Mais I’étude de leur toxicité, leur profil aromatique, leur effets anti-inflammatoires in-vivo,

et le plus important leur combinaison avec les antibiotiques contre les microorganismes pathogénes

reste limitée. Dans ce contexte, nous avons ciblé les objectifs suivants :

v

Extraction et évaluation des teneurs des extraits en polyphénols, flavonoides et en tanins.
Extraction des huiles essentielles de la partie aérienne d’A.herba-alba.

Caractérisation chimique des huiles essentielles par CPG-SM.

Evaluation de I’effet antimicrobien des extraits hydro-méthanoliques issues des deux
especes et de I’huile essentielle d’A.herba-alba

Etude de I’effet antimicrobien de la combinaison des extraits des deux espéces étudiées
Etude de I’effet antimicrobien de 1’association des extraits avec les antibiotiques
Evaluation de ’activité antioxydante des extraits et des huiles essentielles.

Détermination de la toxicité des différents extraits et 1’évaluation de D’activité anti-

inflammatoire in-vivo.
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I.1. Phytothérapie et métabolites secondaires :

Depuis la nuit du temps, I’homme apprécie les vertus thérapeutiques des plantes pour son bien-
étre. Au fil des siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et 1’utilisation
des plantes médicinales, I’homme a progressivement sélectionné celles qui lui sont bénéfiques
accumulant ainsi des connaissances précieuses qu’il a transmises oralement d’une génération a une
autre. Aujourd’hui, encore les deux tiers de la pharmacopée ont recours a leurs propriétés curatives,
et I’organisation mondiale de la santé (OMS) estime que prés de 80 % des populations dépendent
de la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaire (OMS, 2002).

La phytothérapie est I’utilisation des plantes ou formes galéniques dérivées de plantes excluant les
principes d’extraction a des fins thérapeutiques (Sofowora, 2010). L’ exploitation de ces ressources
naturelles est encore capitale a I’heure actuelle, les produits naturels et leurs dérivés représentent
plus d'un tiers de toutes les nouvelles entités moléculaires. En effet, plusieurs milliers de molécules
chimiques différentes peuvent étre bio-synthétisées par une plante. Leurs métabolites secondaires
sont extrémement diversifiés dont on trouve plus de 200 000 structures différentes qui peuvent
avoir des réles fonctionnels importants (Fahed, 2016). Beaucoup de ces substances servent de
moyen de défense des plantes contre les prédateurs et les pathogénes. Ces composes
phytochimiques marquent de maniére originale, une famille, un genre, ou une espéce, de plante, et
permettent parfois d’établir une taxonomie chimique. On trouve les métabolites secondaires dans
toutes les parties de la plante mais leur distribution dépend généralement de leurs roles. lls sont
divisés principalement en trois grandes familles : les composés phénoliques, les terpénoides, et les
alcaloides (Hartmann, 2007; Marouf et Reynaud, 2007).

1.2. Polyphénols :

Les polyphénols ou composeés phénoligues sont des produits de métabolisme secondaire des plantes
qui regroupe un ensemble varié de plus de 8000 molécules (Bruneton, 1993). lIs se caractérisent
par la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones (noyau
benzénique), lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH), libres ou
engagés dans une autre fonction chimique (éther, méthyle, ester, sucre..), ils peuvent étre regroupés
en différentes classes selon leur configuration chimique : les acides phénoliques (acide caféique,
acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent plus de la moitié
des polyphénols, les tanins et les lignines (Abbas et al., 2017).
3
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Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs dans les racines, les
tiges, les fleurs, et les feuilles. Ce sont les antioxydants les plus abondants dans notre alimentation
qui se trouvent dans les légumes et fruits, les Iégumes secs et graines oléagineuses, les céréales, les
olives, le café, et les jus de fruits. Les fruits et Iégumes contribuent environ pour la moitié de notre

apport en polyphénols (Middleton et al., 2000).

Un réle important est attribué aux phénols dans la résistance des plantes aux maladies, Ils subissent
dans les tissus végétaux d’importantes variations quantitatives et qualitatives et interviennent dans
de processus vitaux les plus divers. En effet 1’accumulation des substances phénoliques dans les
tissus végétaux infectés ou dans les zones avoisinantes est également observée a la suite de
blessures causées par des facteurs mecaniques. De plus, les polyphénols sont connus aussi pour
leur réle dans la qualité alimentaire des fruits en déterminant la saveur, pour leurs effets protecteurs
contre le rayonnement UV, 1’effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, et enfin

pour leurs propriétés antifongiques et antibactériennes (Benhammou, 2012).
1.2.1. Classification :

Il existe plusieurs classes des polyphénols, principalement, les acides phénoliques
simples, les phénols simples, stilbénes, coumarines, tanins, quinones, flavonoides, lignanes,

lignines et xanthones.
1.2.1.1. Phénols simples et acides phénoliques :

> Phénols simple : les phénols simples tels que le catéchol,gauiacol, phloroglucinol

sont plutdot rare dans la nature a 1’exception de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs
famille des plantes (Rosacées) (Bruneton, 2009).

> Acides phénoliques : lls représentent tous les composes organiques possédant au

moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Les acides phénoliques

se trouvent en abondance dans les fruits et les aliments, et sont subdivisés en deux

groupes :
e Acides hydroxybenzoiques : ces acides présentent une structure en C6-C1, composés
d’un noyau benzénique sur lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a un carbone.

Sont tres communs, aussi bien sous forme libre que combinés a I’état d’ester ou
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d’hétéroside. On trouve 1’acide vanillique, I’acide syringique, ’acide gallique et 1’acide
gentisique.

e Acides hydroxycinnamiques : dérivés de I’acide cinnamique et ont une structure de
base (C6-C3) (figure 3). Leur squelette de base est un noyau benzénique avec une chaine
aliphatique a 3 carbones. lls sont trés répondus, rarement libres, souvent estérifiés et
peuvent étre acidifiés ou combinés avec d’autres sucres ou polyols tels que ’acide

quinique (Achat, 2013).
1.2.1.2. Flavonoides :

Les flavonoides constituent le groupe le plus représentatif et le plus étudié des composés
phénoliques (figure 1) ; ils sont considerés comme des pigments quasiment universels des
végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. De
point de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, a ce jour
environ 4000 variétés flavoniques sont connus, et ont tous la méme structure de base a quinze
atomes de carbones qui sont arrangés a une configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-
benzopyrane, les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux aromatiques notes A et

B forment généralement un hétérocycle oxygéné C (de Rijke et al., 2006; YAO et al., 2004).

Flavonol
Isofiavone

> e

i o
=5 O o=

Anthocyvanidine Flavan-3-ol

Flavanone

Figure 1 : Structure de base des principaux flavonoides (Chira et al., 2008).

Les flavonoides se trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont dits aglycones, soit sous forme
de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels que le glucose, le rhamnose,

I’arabinose, ils peuvent en outre é&tre des monomeéres ou des oligomeres. Le squelette
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d’hydrocarbures est la base de subdivision des flavonoides en plusieurs sous-classes :
anthocyanidines, flavonoles, isoflavonoles, flavones ; isoflavones, flavanes, isoflavanes,

flavanones, isoflavanones, aurones (Effendi, 2008; Tsimogiannis et Oreopoulou, 2019).
1.2.1.3. Tanins :

Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire trés répondu dans le regne
végétal particulierement dans certaines familles (Fagacée, rosacées, coniféres), et se trouvent dans
divers organes : 1’écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les graines. Ce sont des molécules
fortement hydroxylées ayant la capacité de former des complexes insolubles lorsqu’ils sont
associes aux protéines, aux glucides et aux enzymes digestives en réduisant ainsi la digestibilité
des aliments. IIs peuvent étre liés ainsi a d’autres polymeéres tel que la cellulose et aux éléments
minéraux (Alkurd et al., 2010). s sont divisés en deux groupes : les tanins condensés constituent
d’unité de flavan-3-ols ou flavan-3-diols, le plus souvent épicatéchine et catéchine ; et les tanins
hydrolysables qui peuvent libérer par hydrolyse chimique ou enzymatique une partie non
phénolique (souvent de glucose ou de 1’acide quinique) et une partie phénolique qui peut étre soit
de I’acide gallique (cas des gallotannins) soit un dimére de ce méme acide, 1’acide ¢llagique (cas

des ellagitannins) (figure 2) (Macheix, 1996).

CoOH

HO oH
OH

A

Figure 2 : Structure chimique de 1’acide gallique (A) et ellagique (B) (Benhammou, 2012).

1.2.1.4. Coumarines (C6-C3) :

Sont des héetérocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-2-pyrone et toutes sont

substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou bien combiné
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avec des sucres, et constituent un moyen de défense aux attaques biotiques et abiotiques (Bendif
Hamdi, 2017).

1.2.1.5. Stilbénes :

Composés phénoliques qui possedent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoides. Ce sont des
phytoalexines produites par les plantes en réponse aux attaques des pathogenes (resveratrol, trans-
resveratrol). Les principales sources sont les raisins, les vins, soja, les arachides (figure 3) (Ozcan
etal., 2014).

1.2.1.6. Lignanes :

Résultent de la condensation d'unités phénylpropaniques. Ils sont élaborés par dimérisation
oxydante de deux unités d’alcool coniférique ; ils se trouvent essentiellement dans les graines
oléagineuses, celles de lin sont la source la plus importante, ensuite les haricot blanc, lentille, et
certains légumes (Dacosta, 2003).

1.2.2. Propriétés biologiques des polyphénols :

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent plusieurs domaines particulierement la
phytothérapie et I’hygiéne alimentaire. De nos jours, leur role est largement montré dans la
protection contre certaines maladies en raison de leur interaction avec de nombreuses enzymes et
de leurs propriétés antioxydantes (Nsemi, 2010). Les flavonoides ont la capacité de piéger les
radicaux libres (hydroxy, anion superoxyde et des radicaux peroxy lipidiques), générés par notre
organisme en réponse aux agressions de notre environnement et qui favorisent le vieillissement
cellulaire. On attribue aussi aux flavonoides des propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques
antispasmodiques, antibactériennes, hépatoprotectrices, et vasodilatatrices, ils augmentent la
résistance capillaire en diminuant ainsi la perméabilité membranaire (le diosmine extrait de Ginkgo
biloba L). Les anthocyanes sont également utilisés comme vasoprotecteur, mais aussi en
ophtalmologie en raison de leur plus grande capacité d’améliorer la vision nocturne par la
régenération du pourpre rétinien (myrtille, cassis). En outre, les tanins ont un certain pouvoir
astringent, pour cela ils sont dotés par un effet vasculoprotecteur, anti-diarrhéique, et cicatrisant.
Les tanins catéchiques du thé vert, et les coumarines ont également la capacité de capter les
radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes, et ils préviennent la peroxydation des lipides
membranaires (Benhammou, 2012; Hennebelle et al., 2004; Rahman et al., 2006).
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Figure 3 : Exemple de composés phénoliques flavonoides et non flavonoides (Chira et al., 2008).

1.3. Terpenes :

Les terpénes constituent I'un des principaux groupes de composants chimiques, qui sont a la fois
structurellement et fonctionnellement différents. Ce sont des hydrocarbures naturels produits par
une grande variété de plantes de structure cyclique ou de chaine ouverte, leur structure de base la
plus importante est la présence dans leur squelette d'une unité isoprénique a 5 atomes de carbone
(CsHs) dérivees du 2-méthylbutadiéne (Hernandez Ochoa, 2005).

(I'.:H3
= CH
H.C™— \t_[:'f"’ 2
H

Figure 4 : Structure de I’unité isoprénique (Jouault, 2012)
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Les terpénes sont classés en fonction du nombre et de lI'organisation structurelle des carbones
formés par I'arrangement linéaire des unités isoprenes, suivi d'une cyclisation et de réarrangements
du squelette carboné avec une caractéristique empirique connue sous le nom de régle de I'isopréne
(Ludwiczuk et al., 2017). Suivant le nombre entier d’unités pentacarbonés (Cs)x n ramifiées, on
peut faire la classification suivante : hémiterpénes (n=1, C5), les monoterpenes (n=2, C10), les
sesquiterpénes (n=3, C15), les diterpénes (n=4, C20), sesterpénes (n=5,C25), les triterpénes (n=6,
C30), les tétraterpnées ou caroténes (n=8, C40), et les polyterpénes (C5H8)n (Bendif Hamdi,
2017). Les terpénoides sont un autre type, qui contient de I'oxygene. Le nom génerique "terpéne"
était a l'origine appliqué aux hydrocarbures présents dans la térébenthine, il ne s’adresse
aujourd’hui qu’aux mono-terpénoides hydrocarbonés. Les terpénoides sont plus connus en tant que
composants majeurs des huiles essentielles qui comprennent des fractions responsables de 1’odeur
et/ou de I’ardme caractéristique de nombreuses plantes ; les mono- et sesquiterpénoides agissent
comme des composés majeurs des HEs. Les monoterpénoides seuls représentent 90% et sont
significativement associés a la formation d'une grande variété de structures (Deschepper, 2017;
Thormar, 2011).

1.3.1. Huiles essentielles :

Définition :

Les huiles essentielles sont des mélanges liquides, volatiles, naturels, limpides et rarement colorés,
liposolubles et solubles dans les solvants organiques, complexes de composés de faible poids
moléculaire avec une densité généralement inférieure a celle de I'eau. Elles sont caractérisées par
une forte odeur, et naturellement synthétisées par les plantes en tant que métabolites secondaires
en réponse aux attaques des insectes, des herbivores et d'autres organismes (Bakkali et al., 2008;
Raut et Karuppayil, 2014). Selon la Pharmacopée européenne I’HE est définie comme « produit
odorant, géneralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premicre végétale
soit par entrainement par la vapeur d’eau, soit par distillation séche, ou par un procéde mécanique
approprié sans chauffage. L huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par

un procédé physique » (AFNOR, 2000). Cette définition exclut les produits d’extraction obtenus

par les solvants ou fluides supercritiques.
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1.3.1.1. Répartition des huiles essentielles dans la plante :

En principe, les huiles essentielles se répartissent dans diverses organes des plantes :graines (carvi),
fleurs ( origan), feuilles (citronnelle) , bourgeons (pin), tiges (myrte), fruits (badiane), racines
(vetiver) , le bois (bois de rose) ou I'écorce (cannelier), stockées dans des structures spéecialisées
caractéristiques de chaque espéce ou famille ; dont les plus importantes sont les cellules sécrétrices,
les osmophores, les cavités secrétrices, les canaux sécréteurs, les trichomes glandulaires et les

cellules épidermales (Bakkali et al., 2008; Raut et Karuppayil, 2014).
1.3.1.2. Composition chimique des huiles essentielles :

Plus de 50 molécules a différentes concentrations peuvent entrer dans la composition chimique
d’une huile essentielle. Les composants majoritaires peuvent représenter, eux seuls plus de 85%
alors que les autres ne sont présent qu’a I’état de trace (Bhavaniramya et al., 2019; Burt, 2004).
Les HEs sont constituées principalement de deux groupes de composés selon la voie de biosynthese
empruntée : le groupe des terpénoides d’une part et des composés aromatiques dérivés de
phénylpropanoides de I’autre part. En outre, quelques constituants aromatiques et aliphatiques sont

également présents (Carson et al., 2006).
1.3.1.2.1. Composés terpéniques :

Dans les HEs seuls les terpénes les plus volatiles seront rencontrés, dont la masse moléculaire n’est
pas trop élevée : les monoterpenes et les sesquiterpéenes (figure 5). Ces derniers peuvent étre
acyclique, monocyclique, bicyclique, ou tricyclique. Les monoterpenes sont formés a partir du
couplage de deux unités isoprénes (C10). Ce sont les molécules les plus représentatives constituant
90% des huiles essentielles, permettant une grande variété de structures, et ils comportent plusieurs

fonction (carbures, alcool, aldéhyde, cétone, ester, éthers, phénols) (Bakkali et al., 2008).

Tandis que les sesquiterpeénes sont formés par I’assemblage de trois unités isopreéniques (C15),
constituant ainsi le groupe le plus diversifie, et contenant une grande variété de molécules (plus de
3000). Les lactones sesquiterpéniques se distinguent des autres sesquiterpénoides par la présence
d'une y-lactone. Elles sont majoritairement trouvées dans les Asteraceaes ou elles sont
fréguemment localisées dans les poils sécréteurs des feuilles, des tiges et des bractées de

I'inflorescence (Bruneton, 1999; Ludwiczuk et al., 2017).
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“\\“

Myrcéne (+)-B-Pinéne y-Terpinéne {(+)-Campheéne Géraniol a-Terpinéol
H
=
N ~= S

B-Caryophyliéne p-Bisaboléne a-Humuléne w-Bisabolol Acétate de cédryle

Figure 5 : Exemple de structure des monoterpénes et sesqueterpénes (Modzelewska et al., 2005).

1.3.1.2.2. Phénylpropanoides :

Les phénylpropanoides sont des composés aromatiques dont le squelette de base est un noyau
benzénique substitué par un groupe propényle. lls sont beaucoup moins fréquents dans les huiles
essentielles que les monoterpenes et sesquiterpénes. 1ls comprennent des aldéhyde cinnamiques ou
cinnamaldéhyde (HE du cannelle), des phénols (eugénol de HE de girofle, chavicol), alcool
cinnamique, des dérivées methoxy (anéthol de HE de fenouil et d’anis), et methyléne dioxy (safrol
de HE de sassafras), il est ainsi possible de trouver des lactones dérivées des acides cinnamiques
comme les coumarines qui sont entrainables par la vapeur d’eau, et présentes dans certaines HEs

(céleri) (figure 6) (Couic-Marinier & Lobstein, 2013).

0 | /
| N
\\ O H e i i
0| O
OCH; c C'JII "b
OH ~ v/
Cinnamaldelyde Alcool cinnamique Eugenol Anéthole Safrol

Figure 6 : Exemple des composés aromatiques C6-C3 caractéristiques des HEs (Fillatre, 2011).
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1.3.1.3. Composés d’origine divers :

Des produits résultant de la transformation de molécules volatiles entrainables lors de 1’hydro-
distillation. Ce sont des composés issues de la dégradation des acides gras (le (3Z)-hexen-1-ol ou
le décanal obtenu a partir des acides linoléique et a-linolénique), ou dégradation des terpenes qui
en résultent 1’apparition des composants volatiles (les ionones provenant de 1’auto-oxydation des
carotenes) D'autres composés azotes ou soufrés peuvent subsister mais sont rares (Bruneton,
1999).

1.3.1.4. Facteurs influencant la composition chimique des HEs :

Il existe beaucoup de facteurs pouvant influencer la composition chimique et le rendement en huile
essentielle des plantes. La température, le taux d'humidité, la durée d'ensoleillement, la
composition du sol sont autant de facteurs extrinséques d'ordre environnemental susceptibles
d'exercer des modifications chimiques. Les études portant sur la variation de la composition
chimique des huiles en fonction du cycle circadien et des saisons sont nombreuses. En effet, la
teneur des différents composants de 1’huile essentielle peut varier de fagon remarquable pour une
espéce donnée, tout au long du cycle végétatif en rapport avec 1’age de la plante et la période de
récolte ou la saison. Du fait que certains composants chimiques se trouvent en abondance a des
périodes précises par rapport a d’autres. par exemple les Citrus ont une teneur plus importante en

huile essentielle lorsque la température est élevée (Bruneton, 1999; Dethier Tordeur, 1996).
1.3.1.5. Notion de chémotype :

La notion de chémotype (chimiotype ou encore race chimique) est une notion clé en aromathérapie.
En effet, au sein d’une méme espece de plante, botaniquement définie, synthétise une huile
essentielle qui sera biochimiquement différente en fonction du biotope dans lequel elle se
développera ; ces variétés chimiques sont communément appelées chémotypes. L’exemple le plus
marquant est celui de Thymus vulgaris, espece morphologiqguement homogene avec sept (7)
chémotypes (thymol, carvacrol, linalol, thuyanol, ao-terpinéol, geraniol, et paracymene)
(Deschepper, 2017; Keefover-Ring et al., 2009). Ce polymorphisme chimique existe aussi pour
bien d’autres espéces telle que Origanum vulgare, et Mentha spicata (Barra, 2009). Ces
chémotypes Biochimiquement différent, présenteront non seulement des activités thérapeutiques

différentes mais aussi des toxicités trés variables (Pibiri, 2005).
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1.3.1.6. Intérét des huiles essentielles :

La diversité dans la composition chimique des HEs leurs confere des rdles et des propriétes
biologiques trés variés connues et utiliser depuis longtemps. Ces propriétés offrent des débouchés
importants dans de nombreux domaines industriels, que ce soit en parfumerie et cosmétique, en
médecine et santé, en agro-alimentaire ou agriculture (Fillatre, 2011). Dans le domaine des
parfums et cosmétiques, les HEs sont employées en tant qu’agents conservateurs grace a leurs
propriétés antimicrobiennes qui permettent d’augmenter la durée de conservation du produit. De
plus les odeurs agréables qui caractérisent certaines HEs font d’elles des constituants primaires
dans ce secteur, notamment dans la formulation de parfums, de produits d’entretien personnels ou
ménagers. Dans les industries alimentaires, on se sert essentiellement a des propriétés
aromatisantes (menthe poivrée, romarin) dans les liqueurs, chewing gum, glaces. Outre, les HEs
ou leurs isolats sont employés aussi bien comme des conservateurs pour leurs propriétés
antibactériennes actives contre les principaux pathogénes d’origine alimentaires comme Escerichia
coli, Listeria monocytogenes, Salmonella et d’autres, pourtant un nombre limité d’additifs
alimentaires contenant des HEs est actuellement commercialisé (Fahed, 2016; Friedman et al.,
2002). En médecine dentaire, plusieurs huiles essentielles ont donné des résultats cliniques tres
satisfaisants dans la désinfection de la pulpe dentaire, et dans le traitement et la prévention des
caries, ils entrent dans la préparation de certains bains de bouche antiseptique tel que Listerine
(Claffey, 2003). De méme les HEs sont intensivement explorées pour leur application comme
agents antimicrobiens dans la lutte contre les infections bactériennes et virales, en particulier dans
le milieu hospitalier ; en s’inspirant de leur role naturel comme agents de protection et de défense
contre divers pathogenes infectant les plantes. Enfin, des applications possibles dans la lutte contre
le stress oxydatif , I’inflammation, le diabéte sont également exposées (Edris, 2007; Fillatre,
2011).

1.3.1.7. Toxicité des huiles essentielles :

Les HEs sont des molécules actives, et ne sont pas des produits anodins, elles présentent certains
risques de toxicité, bien qu’en vente libre, y compris en dehors du circuit officinal. Le respect de
la posologie et la durée de la prise est important. 1l a été rapporté que les HEs possédent en géneral
une faible, voire trés faible toxicité aigiie par voie orale, la majorit¢ d’entre eux qui sont

couramment utilisés ont une dose létale (DL50) comprise entre 2 et 5 g/kg (Anis, Eucalyptus,
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Girofle...etc), supérieur a Sg/kg pour (camomille, citronnelle, lavande, vétiver). D’autres, une
quinzaine, ont une DL50 comprise entre 1 et 2 g /kg comme le basilic, I’hysope, I’origan et la
sarriette. Les plus toxiques ont une DL50 inférieur a 1g/kg, c’est le cas de boldo, chénopode, et du
thuya (Bruneton, 1999).

1.4. Alcaloides :

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés hétérocycliques qui peuvent étre constitués d'un
ou de plusieurs atomes d'azote, leurs structures moléculaires sont complexes, plus ou moins
basiques, et doués de propriétés pharmacodynamiques marquées méme a des faibles doses
(Debnath et al., 2018; Zenk et Juenger, 2007). Bien que beaucoup d'entre eux soient toxiques (la
strychnine ou I'aconitine), de nombreux alcaloides sont utilisés depuis plusieurs centaines d'années
en médecine et méme aujourd'hui encore, considérés comme une classe d’une importance majeure

dans le développement de nouveaux médicaments.

Certains alcaloides sont employés dans la médecine pour leurs propriétés analgésiques (codeine,
morphine), dans le cadre de protocole de sédation (atropine), comme antiseptiques en raison de
leur activité antibiotique (la berbérine dans les ophtalmiques et la sanguinarine dans les dentifrices),
comme agents antipaludéens (quinine, chloroquinine). Ils ont également une action antitumorale
(vincaleucoblastine de la Pervenche, taxol, vincristine), comme des agents contre la goutte
(colchicine) (Muanda, 2010).

Les alcaloides constituent 1’un des plus grands groupes de métabolites secondaires, il existe environ
5500 alcaloides sont connus actuellement avec différentes structures, on distingue généralement
(Roy, 2017; Stockigt et al., 2002) :

e Les alcaloides vrais, qui sont les composeés qui dérivent d'un acide aminé et présentent au
moins un hétérocycle avec de I'azote comme l'atropine, la nicotine.

e Les proto-alcaloides qui dérivent d’acides aminés dont 1’azote n’est pas inclus dans le
systeme hétérocyclique comme 1’adrénaline, éphédrine.

e Les pseudo-alcaloides, qui sont les composeés, qui ne proviennent pas d'acides aminés

comme la caféine, la théobromine.
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I1.1. Activité antimicrobienne

11.1.1. Généralités sur les infections nosocomiales

Les infections nosocomiales (IN) prennent véritablement de plus en plus d’ampleurs, qu’elles sont
devenues aujourd’hui un vrai probléme de santé publique. D’aprés 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMYS), les (IN) peuvent étre décrites comme « des infections survenant chez un patient au
sein d'un hopital ou d'un autre établissement de santé et chez qui cette infection n’était ni présente
ni en incubation au moment de I’admission. Cette définition inclut les infections contractées a
[’hopital mais qui se déclarent apres la sortie, et également les infections professionnelles parmi
le personnel de [’établissement » (OMS, 2010).

Une infection est de type nosocomial (IN) lorsqu'elle se déclare plus de 48 heures apres I'admission
d'un patient dans une unité de soins. De méme, toute infection du site opératoire qui se révele dans
les 30 jours suivant une intervention chirurgicale est a priori nosocomiale, ce délai est porté a un
an pour les infections survenant en cas de mise en place de matériel prothétique (prothése
articulaire, matériel métallique de fixation ou de suture) ou d’un implant (Chabni et al., 2019;
Popi, 2003).

Les IN les plus freqguemment rencontrées sont les infection des voies urinaires (IVVU), les infection
du site opératoire, les infections respiratoires, et les septicémies parmi lesquelles I'infection urinaire
est la plus répandue, avec une prévalence d'environ 40 % (Rahimi-Bashar et al., 2018).

Les agents pathogénes responsables peuvent avoir deux origines :

e Une origine endogéne : Le malade s’infecte avec sa propre flore a la faveur d’un acte
invasif (porte d’entrée) et/ou a raison d’une fragilité particulicre. Cette flore est constituée
des microorganismes abrités par le corps de ce patient, et peut étre d’origine digestive,

respiratoire, ou uroginitale (Horan et al., 2008; Phaneuf, 2010).

e Une origine exogene : elle est due a des microorganismes abrités par 1’environnement de
proximité du patient au cours de I’hospitalisation. Ces pathogenes peuvent soit se
transmettre d’un malade a un autre (infection croisée ou hétéro-infection), C'est le mode de
contamination le plus fréquemment retrouvé lors d'épidémies. soit provoquées par les

microorganismes du personnel ou des visiteurs (Xéno-infection), ou aussi liées a la
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contamination de I’environnement hospitalier (Exo-infection) (Horan et al., 2008; Hyqgis,
1998).

11.1.1.1. Pathogenes responsables des IN :

Les agents microbiens impliqués dans les IN sont divers, dont 90% des cas sont causés
par des bactéries. Parmi les bactéries les plus rencontrés, les bacilles a Gram négatif représentent
environ 60% et les cocci a Gram positif 30%. Les trois bactéries le plus souvent en cause sont
Escherichia coli (25%), Staphylococcus aureus (19%) et Pseudomonas aeruginosa (10%). Les
champignons sont de plus en plus impliqués et Candida albicans fait partie des cing premiers

microorganismes impliqués dans les IN (Angoue, 2020; OMS, 2008).

Les infections virales nosocomiales sont moins bien connues que les bactériennes. Elles ont des
cibles particuliéres : Enfants (le virus respiratoire synticial VRS, Rotavirus, Enterovirus).
L’hépatites B et C, HIV (transfusions, dialyse, injections), Cytomégalovirus (les
immunodéprimés), virus de la grippe ; certains parasites tels que Giardia lamblia et Sarcoptes
scabies peuvent également se transmettent facilement chez 1’adulte et I’enfant (Angoue, 2020;
OMS, 2008; Pilly, 2016).

11.1.1.2. Epidémiologie des infections nosocomiales :

Les IN constituent un véritable probleme de santé publique universel, et les enquétes de prévalence
constituent 1’outil de mesure pour leur surveillance. Selon I’OMS, En 2005 plus de 1,4 million de
personnes dans le monde souffrent de complications infectieuses contractées a 1’hopital. Dans les
pays développés, ces infections touchent 5 a 10 % des patients (OMS, 2008). L’enquéte nationale
de la prévalence des IN réalisée en France, en 2012 a montré que les services de réanimation sont
les plus touchés par ce probléme avec un taux de prévalence de 26.3% ; dont les pneumonies
(44.3%), et les bactériémies (16.4%), représentaient les IN les plus fréquentes, Pseudomonas
aeruginosa était le germe le plus fréquemment isolé en réanimation adulte avec 14.8% des cas
(RAISIN, 2013). En 2017, la prévalence des patients infectés a augmenté en court séjour, en
particulier en services de chirurgie, par rapport a celle de 2012. Les quatre principales localisations
en ES représentant 71,5% des sites infectieux documentés, voies urinaires (28,5%), sites
opératoires (15,9%), pneumonies (15,6%), bactériémies (11,4%). Les quatre microorganismes les

plus fréquents étaient Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et
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Pseudomonas aeruginosa représentant la moitié des microorganismes isolés ; La prévalence des
patients infectés par des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3e génération (C3G)
est restée stable entre 2012 et 2017 (Daniau et al., 2020).

Peu de publications ont été produites par les pays en voie de développement. Une étude
multicentrique a été menée dans 27 hépitaux en Algérie, en Egypte, en Italie, au Maroc et en
Tunisie a enregistré un taux de prévalence global de 10,5%. Les localisations étaient surtout
urinaires, pulmonaire et cutanée ; E.coli (17,2 %), S.aureus (12.5%), P.aeruginosa (9.2%), et
Klebsiella pneumoniae (9,2 %) représentaient les principaux germes isolées (Amazian et al.,
2010). L’enquéte réalisée au niveau du CHU d’Oran, en 2016, a montré que le taux de prévalence
des IN était de 8,5%. Les infections urinaires venaient en premiere position avec une fréquence de
41,3%. Les entérobactéries occupaient une fréquence de 45% de I’ensemble des germes retrouvés.
50% étaient productrices de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE+), 100% des Pseudomonas
ont été résistants a la ciprofloxacine, les Acinetobacter étaient des BMR (bactéries
multirésistantes), Les Staphylococcus aureus (SA) étaient tous résistants a la méticilline (Guetarni
etal., 2017). Le probleme des IN a pris de I’ampleur ces derniéres années, du fait que le phénomeéne
de résistance bactérienne aux antibiotiques remonte de plus en plus aux niveaux des hdpitaux.
L’efficacité de ces molécules ne cesse de décroitre malgré leurs succes initiaux, et la recherche
d’alternative est devenue une nécessite.

11.1.2. Résistance bactérienne aux antibiotiques :

Les antibiotiques sont des médicaments utilisés pour le traitement et la prévention des infections
dues a des bactéries, c’est I’une des découvertes qui ont révolutionné la médecine en contribuant a
la lutte contre les maladies infectieuses et la diminution de la morbidité et la mortalité humaines,
mais leur efficacité est menacée car les bactéries peuvent s’adapter et deviennent résistantes. Ce
phénomeéne de résistance concerne plusieurs especes bactériennes et touche plusieurs familles
d’antibiotiques (Fahed, 2016).

La résistance d’une bactérie a un antibiotique est la faculté de cette derni¢re de supporter sans
dommage une concentration d’antibiotique plus élevée que la concentration in vivo (Garnier et

Jarlier, 1996) ; dont on distingue :
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e Résistance naturelle ou innée :

La résistance naturelle ou intrinseque est une caractéristique propre a une espece bactérienne
donnée, et délimite le spectre d’action de certains antibiotiques. Elle a pour support génétique le
chromosome bactérien, est donc stable et se transmit a la descendance par un mode vertical, mais
ne pas ou peu transmissible sur un mode horizontal. On parle alors des caracteres normaux ou
sauvages du phénotype de I’espece vis-a-vis des antibiotiques (Veyssiere, 2019). C’est le cas de
certaines entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa qui présentent la résistance a diverses classes
de molécules par imperméabilité (Macrolides, Lincosamides, Streptogramines ...etc), ou encore les
mycoplasmes bactéries sans paroi, ou bien par la synthése des enzymes qui dégradent I’antibiotique
(les béta-lactamases chez Klebsiella pneumoniae) (Galimand et al., 2005; Lamamra, 2018).

e Résistance acquise :

Elle survient lorsque seules certaines souches d’une méme espéce, naturellement sensible a un
antibiotique y deviennent résistantes. Cette résistance résulte de mécanismes liés a I’ADN qui sont
caractérisés par mutation ou par transfert de genes. La résistance acquise par mutation est aussi
qualifiée de résistance chromosomique. C’est un événement ponctuel qui permet de contourner
I’effet délétere de ’antibiotique, il est conditionné par 1’utilisation d’antibiotiques, et ne concerne
qu’un antibiotique ou qu’une famille d’antibiotique (Bouden, 2019; Veyssiere, 2019). La
transmission d’éléments génétiques mobiles, comme les plasmides, les bactériophages, ou les
transposons, favorise ainsi 1’acquisition des résistances. Ce transfert horizontal de génes de
résistances peut étre effectuer par trois mécanismes qui sont: la conjugaison (transfert d’un
plasmide d’une bactérie a une autre qui est compétente), la transformation (capture d’un ADN par
la bactérie a partir du milieu), la transduction (via un bactériophage comme vecteur) (Baudry et
Brezellec, 2007).

La vitesse de propagation des souches microbiennes résistantes est le résultat d’une utilisation
abusive et accrue des antibiotiques, ce qui génere une pression sélective exercée par ces molécules
et favorise ’apparition des mutations et du transfert genétique entrainant ainsi la survie et la
diffusion des bactéries résistantes, et aboutissant a des impasses thérapeutiques de plus en plus

courantes. Si la mutation favorise 1’émergence d’une résistance a un antibiotique, celui-Ci va
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détruire les autres bactéries et sélectionner la souche mutante. Les mutants vont se multiplier et

devenir prédominants ( Shallcross et Davies, 2014; Skandalis et al., 2021).
11.1.3. Place des phytomolécules dans la lutte contre les pathogénes :

Les plantes médicinales constituent une source potentielle de composés antimicrobiens et
inhibiteurs des mécanismes de réesistances aux antibiotiques ; Ces molécules sont radicalement
différentes des antibiotiques classiques. En effet, les huiles essentielles et les extraits des plantes
ont déja démontré des propriétés antimicrobiennes et ont formé la base de beaucoup d’application

y compris, pharmaceutiques, thérapie naturelle et dans la conservation des aliments.
11.1.3.1. Activités antimicrobiennes des polyphénols :

Une des fonctions incontestées des composés phénoliques et des flavonoides est leur role dans la
protection des plantes contre 1’invasion des pathogeénes (bactéries, champignons, virus..) ; alors il
n'est pas surprenant qu'ils se soient révélés étre des substances antimicrobiennes efficaces in vitro
contre un large éventail de microorganismes (Cowan, 1999). Parmi les polyphénols, les flavan-3-
ols, les flavonols et les tanins ont fait I'objet d'une attention particuliére en raison de leur large
spectre et de leur activité antimicrobienne plus élevée que celle des autres polyphénols, et du fait
que la plupart d'entre eux sont capables de supprimer un certain nombre de facteurs de virulence
microbiens (comme Il'inhibition de la formation de biofilms, la réduction de I'adhésion des ligands
de I'hbte, et la neutralisation de toxines bactériennes) ; en présentant ainsi une synergie avec les
antibiotiques, ils peuvent augmenter ou restaurer 1’activité des antibiotiques en inhibant les
mécanismes de résistance (Daglia, 2012). 1l y’a lieu de mentionner quelques résultats importants
publier ces derniéres années : les extraits meéthanoliques d’écorces de grenades (Punica granatum)
contiennent des concentrations élevées de tanins hydrolysables, d'acide ellagique et d'acide gallique
ont montré une activité contre E. coli O157:H7, Salmonella spp, Vibrio cholerae et
L.monocytogenes (Coppo et Marchese, 2014). De plus, 1’évaluation de 1’effet antimicrobien de
Pheonix dactylifera L poussant en Arabie Saoudite contre P.aeruginosa résistante a 1’imipénem
(IRP) a montré que la CMI de la fraction chloroformique était de 0,05 mg/mL et la CMB était de
2 mg/mL. Les biofilms produits par 12 isolats d'IRP ont été complétement éradiqués avec un extrait
a 5% apres 1 heure du traitement. 1l a été déterminé que les composes actifs étaient des flavonoides,
notamment la quercétine, I'apigenine et la lutéoline (Othman et al., 2019; Selim et al., 2012) .
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Parmi les plantes aussi contenant de différents composés phénoliques douées d’activités

antimicrobiennes on peut citer :

Zingiber officinalis, Premna resinosa, Thymus vulgaris, Boswelia carterii, Plicosepalus acaciae,
Momordica balsamina, Cyperus rotrdus, Nymphea lotus, Vahila dichotoma, Olea europaea,
Eucalptus globules, Rosmarinus officinalis, Curcuma longa, Haloxylan scoparium, Artemisia
herba-alba, et la liste est tres longue (Haida et al., 2020; Mohamed et al., 2010; Othman et al.,
2019).

11.1.3.2. Mode d’action des polyphénols :

Différents mécanismes sont probablement responsables de 1’activité antimicrobienne des
polyphénols ; il a été observé que I'activité antimicrobienne de nombreux phénols augmente avec
I'élévation de leur caractére lipophile, ceci peut étre directement lié a leurs interactions potentielles
avec la membrane cellulaire ce qui induit des dommages irréversibles affectant a la fois la
membrane et les enzymes intracellulaires (Bouarab Chibane et al., 2019). De plus, certaines
études ont démontré que leur activité antimicrobienne est associée a la présence et a la position
d'un groupe hydroxyle libre lié directement a un cycle aromatique en C6 comme systeme de
délocalisation des électrons, ce qui favorise leur capacité a modifier I'intégrité de la membrane des
cellules microbiennes. En outre, le groupe hydroxyle joue un réle clé dans Il'inactivation des
enzymes microbiennes telles que I'ATPase, I'histidine décarboxylase, I'amylase et la protéase,
I'inhibition de I'ATPase peut provoquer la perturbation de la respiration et par conséquence la lyse
cellulaire (Aguilar-Veloz et al., 2020; Rao et al., 2019). Une étude a montré que la quercétine,
1’un des principaux polyphénols du vin, a exercé un effet inhibiteur sur I'ADN gyrase d’E.coli. Ce
flavonoide a augmenté également la perméabilité de la membrane et a réduit son potentiel
membranaire, empéchant ainsi la synthese d'ATP dans cette bactérie (Gutiérrez-del-Rio et al.,
2018).

Les polyphénols peuvent inactiver la synthese des acides aminés essentiels par interférence dans
les réactions du phosphoenolpyruvate, de I'erythrose-4-phosphate et de I'acide shikimique. Cela
favorise la production de tryptophane et diminue la production de phénylalanine ou de tyrosine,
modifiant la structure de certaines proteines essentielles a la formation de la structure de
I'appressorium fongique (Pagnussatt et al., 2013). Les tanins sont capables de bloquer I'activité de

la catalase, provoquant un effet létal sur certains pathogénes (Zhao et Drlica, 2014). De méme, ils
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peuvent inhiber les enzymes impliquées dans la synthese de I'ergostérol, le principal composant de
la membrane cellulaire fongique, réduisant ainsi sa teneur intracellulaire (Campoy et Adrio,
2017). Les proanthoyacidines de la canneberge constituée principalement de tétrameres et de
pentameéres d'épicatéchine avec au moins une liaison de type A, se sont avérées actives contre E.
coli uropathogene, S. mutans cariogéne et S. aureus résistant a I'oxacilline. Plusieurs mécanismes
pourraient expliquer leur effet dans l'inhibition de la croissance bactérienne, tels que la
déstabilisation et la permeabilisation de la membrane cytoplasmique, I'inhibition des enzymes
microbiennes extracellulaires, les actions directes sur le métabolisme microbien, ou la
séquestration des substrats nécessaires a la croissance microbienne, en particulier les
micronutriments minéraux essentiels tels que le fer et le zinc (via la chélation de la
proanthocyanidine avec les métaux), I’appauvrissement peut limiter sévérement la croissance
bactérienne (Daglia, 2012; Dixon et al., 2005; Heinonen, 2007).

11.1.3.3. Activité antimicrobienne des huiles essentielles :

La croissance des bactéries résistantes aux antibiotiques, peut étre inhibée par certaines huiles
essentielles. Leur spectre d’action est trés étendu, car elles agissent contre une large gamme de
souches pathogenes humaines, y comprise des souches chimiorésistantes. En effet, des études
menées sur les huiles essentielles de certaines plantes ivoiriennes, Ocimum gratissimum, O.
cimumcanum, Xylopia aethiopica, Citrus aurantifolia, Lippia multiflora, et Monanthotaxis capea
se sont révélees efficaces contre les bactéries multi-résistantes notamment les E.coli résistants aux
céphalosporines de 3éme génération (C3GR), E.coli productrice de bétalactamases a spectre élargi
(BLSE) et staphylocoques dorés résistants a la méticilline (SARM) (Oussou, 2009). D’autres
études sur les HEs d’agrumes, de lavande, de menthe, de genévrier, de I’arbre a thé, de thym et
d’eucalyptus se révélent particulierement efficaces contre les staphylocoques dorés résistants a la
méthicilline (SARM) (Tohidpour et al., 2010) et les entérocoques résistants a la vancomycine
(ERV) (Fisher et Phillips, 2009). Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a
I’autre et d’une souche bactérienne a I’autre, a cause du mode d’action des HEs qui dépend en
premier lieu de type et de caractéristiques de leurs composants actifs (alcools, phénols, composés
terpéniques et cétoniques) et de leurs effets synergiques (Oussou, 2009; Zhiri, 2006). Les

interactions entre les constituants des huiles essentielles peuvent également affecter leur activite.
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Par exemple, 1’efficacité des huiles essenticlles de Thymus vulgaris contre Staphylococcus aureus
et Pseudomonas aeruginosa est due a la synergie entre les principaux constituants : le carvacrol et
le thymol (Lambert et al., 2001). Outre, les HEs les plus étudiées dans la littérature pour leurs
propriétés antifongiques appartiennent a la famille des Labiatae : thym, origan, lavande, menthe,
romarin, sauge, etc. De méme, Le carvacrol, le p-cyméne et le -terpinéne de I’huile essentielle
d’Origanum acutidens, ont des effets fongicides contre Fusarium oxysporum, Fusarium solani,

Monilinia fructicola et Rhizoctonia solani (Kordali et al., 2008).
11.1.3.4. Mode d’action des huiles essentielles :

En général, les activités antimicrobiennes des HEs sont fortement liées a leur hydrophobie. Cette
caractéristique leur permet de pénétrer les cellules microbiennes et d’y provoquer des altérations
fonctionnelles et structurales, ce qui augmente la perméabilité membranaire des germes et la
perturbation de leurs systémes de transport et de production d’énergie (Faleiro, 2011; Gutiérrez-
del-Rio et al., 2018). Ce mécanisme justifie la sensibilité des bactéries a Gram positif aux HES que
les bactéries a Gram négatif, dont la présence de lipopolysacharides dans leur membrane externe
associée a des mécanismes d’efflux efficaces défavorise la pénétration des molécules hydrophobes.
Cependant, il est probable que les HEs agissent sur plusieurs site d’action au niveau cellulaire
(Burt, 2004; Hancock, 1997). Les principaux sites d’action des composants des HEs sont illustrés

dans la figure 7.

Les HEs peuvent agir sur les protéines des micro-organismes et affecter la division cellulaire,
comme elles peuvent coaguler le cytoplasme et causer des dommages directs aux lipides et
protéines cellulaires. Les composés phénoliques des huiles essentielles sont capables d’interférer
avec les systemes enzymatiques dont, ceux impliqués dans la production de 1’énergie cellulaire et
la synthése des composants structurels ou encore, perturber la fonctionnalité du matériel génétique.
Les dommages causés sont associés a une fuite d'ions, & une réduction du potentiel membranaire,
a un effondrement de la pompe a protons, a un épuisement du pool d'ATP et a une perte de
macromolécules., tous ces événements conduisent a une altération des processus essentiels de la
cellule et finalement a la lyse cellulaire (Gutiérrez-del-Rio et al., 2018; Oussalah et al., 2007).
Certaines études ont montre que les HEs riche en phénols (thymol, eugénol et carvacrol) et en
terpénoides oxygeénés inhibent la respiration et provoquent également une fuite d'ions de potassium

dans les bactéries a Gram positif et a Gram négatif (Rao et al., 2019). De méme, certaines HES
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Figure 7 : Mécanisme d’action et les cibles des HES sur les cellules microbiennes (Nazzaro et al., 2013).

peuvent agir en inhibant le systeme de communication « Quorum sensing » des cellules
microbiennes (Fahed, 2016; Nazzaro et al., 2013).

11.2. Activité anti-inflammatoire
11.2.1. Inflammation :

La réponse inflammatoire est une réponse normale, immédiate et transitoire a toute agression
extérieure compromettant l'intégrité de l'organisme. Elle nécessite une régulation fine,
généralement bénéfique, qui conduit a I’élimination d’éventuels pathogénes et au retour
a I’homéostasie du tissu 1ésé (Hotamisligil, 2017). La réaction inflammatoire peut étre declenchée
par plusieurs facteurs variés : agents infectieux (bactéries, virus, parasites...), substance étrangeres,
agent physique, lésions cyto-tissulaire post traumatique...etc. L’inflammation est classée en deux
categories selon la durée et la cinétique du processus inflammatoires : inflammation aigue, et

inflammation chronique (Mansour, 2015).
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11.2.1.1. Phases de ’inflammation aigue :

L’inflammation aigue est une étape initiale de I’inflammation (immunité innée), qui est déclenchée
par une réponse immédiate & courte durée (quelques jours & quelques semaines) a un agent
agresseur, d’installation souvent brutale et caractérisée par des phénomenes vasculo-exsudatifs
intenses. C’est un processus bénéfique pour 1’organisme afin de retrouver son intégrité
physiologique, elle guéri spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser des séquelles
si la destruction tissulaire est importante. La réponse inflammatoire aigue est schématiquement
marquée par trois phases : phase vasculaire, phase cellulaire, et la phase de réparation (Bollen et
al., 2017; Wirtz et al., 2017).

11.2.1.1.1. Phase vasculaire et plasmatique :

La réaction vasculo-exsudative se traduit cliniquement par quatre signes cardinaux qui sont la
rougeur, la chaleur, la douleur, et I’cedéme. Et comporte trois phénoménes débute par une
congestion active, qui est liée a I’ouverture de sphincters précapillaires provoquer par la libération
des facteurs humoraux (histamines, sérotonines, bradykinines), localement il en résulte une
augmentation de I'apport sanguin et un ralentissement du courant circulatoire. Cette congestion
active s’exprime cliniquement par une chaleur et une rougeur, et elle est suivie par un gonflement
et une douleur qui est due au passage d’un liquide appelé exsudat fait d’eau et de proté€ines dans le
tissu conjonctif interstitiel ou les cavités séreuses ; il s’agit de I’eedéme inflammatoire, résulte
d'une augmentation de la perméabilité vasculaire sous I’effet immédiat mais transitoire de
I’histamine. La diapédese leucocytaire est le troisieme phénomene qui se caractérise par une
migration des leucocytes hors les capillaires et veinules et leur accumulation dans le foyer lésionnel
(figure 8). Elle intéresse d'abord les polynucléaires (pendant les 6 a 24 premiéres heures), puis un
peu plus tard (en 24 a 48 heures) les monocytes et les lymphocytes (Offenstadt et al., 2009;
Rousselet et Vignaud, 2005).

11.2.1.1.2. Phase cellulaire :

La diapédése des leucocytes et la libération des cytokines est a I’origine de 1’activation cellulaire.
Les premiers sur place sont les polynucléaires neutrophiles qui vont en effet ingérer les éléments
leses. Cette fonction repose sur la degranulation des composants internes de la cellule, Ce qui

conduit a la sécrétion des protéases (élastase et collagénase), et la libération des radicaux libres.
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Les macrophages ont pour fonction d'assurer la détersion grace a leur capacité de phagocytose. Il

s'y associé des lymphocytes et des plasmocytes qui participent a la réponse immune spécifique de

I'antigene (Serhan et al., 2010).

11.2.1.1.3. Phase de réparation :

Elle débute par 1I’élimination de 1’agent causal et les débris cellulaires et tissulaire. La réparation

passe par la constitution d’un tissu conjonctif appelé bourgeon charnu qui va remplacer les tissus

détruits au cours de I’inflammation. Il comporte des leucocytes de tissu de granulation, des

fibroblastes et myo-fibroblastes, et des néo-vaisseaux sanguins, et constitué principalement de

I’acide hyaluronique, collageéne de type I et III et de fibronectine. Le bourgeon charnu évolue

progressivement soit vers une cicatrice soit vers la reconstitution d’un tissu conjonctif identique au

tissu préexistant a I’inflammation (Mescher, 2017).
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Figure 8 : Réaction vasculo-exsudative et processus de migration des neutrophiles (Mayadas et al., 2014).

11.2.1.2. Inflammation chronique :

La persistance de la réaction inflammatoire et la perturbation de son contréle physiologique
conduisent au passage a la chronicité de I’inflammation. Elle est souvent associée a la résistance
de I’agent pathogéne a la phagocytose, ce qui induit une inflammation chronique qui se termine

par des dommages tissulaires importants. D’autres types d’inflammations chroniques sont causés
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par des maladies auto-immunes, ou les antigenes du soi activent continuellement le systeme
immunitaire. Elle est caractérisée par une durée étalée sur des mois ou des années, et peut
prédisposer a diverses maladies chroniques, y compris le cancer, maladies neurodégénératives,

I'athérosclérose (Kunnumakkara et al., 2018; von Hundelshausen et al., 2017).
11.2.3. Thérapeutiques de ’inflammation :

L’inflammation est un processus physiologique impliqué dans un grand nombre de maladies aigues
ou chronique. Cependant, les médicaments actuellement commercialisés comme : les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), les anti-inflammatoires stéroidiens (AS), les opioides, les
anesthésiques locaux peuvent engendrer beaucoup d’effets indésirables tels que les accidents
cardiovasculaires, ou les ulceres gastriques significativement associée a 1’utilisation aigue des
AINS tels que le Diclofenac, le Kétoproféne, le Naproxéne..etc (Habibatni, 2018; Strate et al.,
2011) . Comme pour les AINS, I'usage des glucocorticoides (AS) est associé a ’apparition de
nombreux effets indésirables qui s’accroit avec 1'augmentation de la posologie et la longue durée
du traitement. Les troubles observés peuvent étre aigués tel que 1’hypertension artérielle, la
dérégulation de la synthese naturelle de glucocorticoides a la fin du traitement ; ou bien chroniques
tel que la prise de poids, 1’ostéoporose, et les cataractes (Caplan et al., 2017). D’ou la nécessité de
la recherche de nouvelles molécules qui pourraient agir directement sur les médiateurs de

I’inflammation et de la douleur ayant ainsi moins d’effets secondaires.
11.2.4. Plantes médicinales anti-inflammatoires :

Les plantes médicinales utilisées en médecine traditionnelle sont considérées comme une source
alternative fiable a la recherche de nouvelles molécules avec plusieurs activités biologiques,
notamment 1’activité anti-inflammatoire (Kazemi et al., 2018). Plusieurs especes de diverses
familles dont les composés chimiques tels que les flavonoides, les tanins et les huiles essentielles,

sont préesumés responsables de cette activité, citons par exemple :

Zingiber officinalis (gingembre) : les composants remarquables sont 1’huile essentielle, riche en
zingibéréne et camphéne. Ainsi que le gingérol, acide caféique, et la curcumine qui possedent des
propriétés antalgiques et anti-inflammatoires. Les extraits de rhizome sont des puissants inhibiteurs

de la synthése des prostaglandines et de la leucotriéne (Piccerelle, 2018; Setty et Sigal, 2005).
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Salix sp (saule): I’action inhibitrice de ’extrait aqueux d’écorce de saule sur la synthése des
prostaglandines est mise en évidence par de nombreuses études in vitro et in vivo avec une efficacité
comparable a I’indométacine ou a 1’acide acétylsalicylique (Untergehrer et al., 2019). 1’extrait
d’écorce de saule inhibe la voie de la cyclooxygénase et des lipoxygénases (Koeberle et Werz,
2018).

Curcuma longa (curcuma) : contient un pigment jaune la curcumine, un polyphénol qui inhibe la
production des prostaglandines E2 et la voie de la cyclooxygénase. Il diminue de maniere dose-
dépendante la production de monoxyde d’azote et 1’expression de son enzyme inductible en
inhibant 1’expression des génes de IL-6 et IL-8 (Madden et al., 2009; Mansour, 2015). De

nombreuses autres plantes dotées des propriétés anti-inflammatoires peuvent étre cités :

Aloe vera, Arnica montana, Harpagophytum procumbens, Urtica dioica, Nepeta cataria,
Origanum vulgare Boswellia serrata, Citrus auranticum, Achillea millefolium, Rosmarinus
officinalis, Thymus vulgaris, Melaleuca alternifolia, A.herba-alba, C.spinosa (ElI Azhary et al.,
2017; Kumar et al., 2013; Piccerelle, 2018; Qnais et al., 2016).

11.3. Activité antioxydante
11.3.1. Stress oxydatif et inflammation :

Le stress oxydatif est un concept important en biologie et en médecine. Ce phénomene se produit
dans les systemes biologiques lorsqu'il y a une surproduction de ROS/RNS d'un cbté et une
déficience en antioxydants enzymatiques et non enzymatiques de l'autre. En d'autres termes, le
stress oxydatif résulte des réactions métaboliques qui utilisent I'oxygéne et représente une
perturbation de I'état d'équilibre des réactions prooxydantes/antioxydantes (balance redox) dans les
organismes vivants. L'exces de ROS associé a des dommages oxydatifs sur les biomolécules,
notamment les protéines, les lipides et les acides nucléiques inhibant ainsi leur fonction normale.
Pour cette raison, le stress oxydatif a été impliqué dans un certain nombre de maladies humaines
ainsi que dans le processus de vieillissement. L'equilibre délicat entre les effets bénefiques et nocifs
des radicaux libres est un aspect tres important des organismes vivants et est obtenu par des

mécanismes appelés "régulation redox" (Favier, 2003; Valko et al., 2007).

Au cours de I'inflammation, les neutrophiles, les monocytes/macrophages, sont recrutées sur le site

de la lésion, ce qui conduit a une « stimulation de métabolisme oxydatif », due a une assimilation
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accrue de 1’oxygene, par conséquence la création d’un environnement cytotoxique due a une
libération et une accumulation accrue d’especes réactives de 1’oxygene sur le site de dommage
(ROS et RNS, respectivement et diverses protéases inflammatoire) (Ashley et al., 2012). D'autre
part, les cellules inflammatoires produisent également des mediateurs solubles, tels que les
métabolites de I'acide arachidonique ou linoléique, des cytokines et des chimiokines, qui agissent
par le recrutement de cellules inflammatoires plus loin du site de la Iésion et la production de plus
des radicaux libres. Ces médiateurs clés peuvent induire des changements dans les facteurs de
transcription, ce qui entraine aussitdt la médiation des réactions de stress cellulaire (Bayala, 2014).

11.3.2. Radicaux libres :

La production des especes réactives a I’oxygene (ROS) est la conséquence d’un processus
inévitable de la vie en aérobiose. Par définition les radicaux libres sont des entités chimiques
(molécules, atomes ,espéces..) possédant un électron non apparié ou célibataire sur leur couche
périphérique ce qui leur confere une grande instabilité et un fort degré de réactivité sur les
constituants des organismes vivants avec lesquels ils vont échanger un électron pour gagner une
stabilité, déstabilisant ainsi d’autres molécules (Migdal et Serres, 2011). La réactivité varie d’un
radical a un autre et dépend de I’environnement ou ils se trouvent. Les ROS incluent les
composants radicalaires (RL) comme le superoxide (O2’), hydroxyl (-OH), peroxyl (ROO-), et un
groupe non radicalaire contient une grande variété de substances comme le peroxyde d’hydrogene
(H202), I'oxygéne singulet, I’acide hypochloreux (HOCI), 1’ozone, peroxydes organiques,
aldéhydes, et le dioxyde (02) (del Rio, 2015; Halliwell et Gutteridge, 2015). En parallele des
ERO et de I’oxygéne singulet, I’organisme produit, a partir d’enzymes intracellulaires (les NO
synthases) présentent dans la majorité des cellules, une autre catégorie de radicaux libres regroupés

sous le terme d’espeéces réactives de 1’azote (ERN) (Droge, 2002).

la production contrélée d’ERO apparait comme un mécanisme incontournable de la régulation et
de la signalisation cellulaires qui participe au maintien de 1’homéostasie radicalaire de la cellule

(Migdal & Serres, 2011), dont On distingue deux types de production :
11.3.2.1. Production intracellulaire ou endogéne :

La source des ERO dans les cellules est essentiellement les réactions enzymatiques, il s’agit

principalement du NADPH-oxydase et la chaine de transfert des électrons dans les mitochondries
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via le complexe enzymatique. La production d’anions superoxydes par les neutrophiles et les
macrophages est également une source importante qui dépend de I’activité enzymatique de la
NADPH-oxydase pendant la flambée respiratoire des cellules inflammatoires (Droge, 2002;
Favier, 2003). D’autres sources présentes au sein de différents compartiments cellulaires ou
cytosolique et jouent également un réle dans la modulation de la signalisation cellulaire : la xanthine
oxidase, enzyme du reticulum endoplasmique lisse (cytocrome P450) et peroxysome, les lipo-
oxygénases (enzyme de la voie de 1’acide arachidonique) (Delattre, 2005). les différentes NO
synthases (ou NOS) sont ’origine de la production concomitante dans un méme lieu de (NO*) et

de superoxyde qui s'avere trés dommageable en donnant naissance au peroxynitrite (Favier, 2003).
11.3.2.2. Production extracellulaire ou exogene :

Les facteurs environnementaux peuvent impliquer directement ou indirectement dans la génération
des radicaux libres comme I'alcool, des résidus de la fumée de cigarette, ou de nombreux
médicaments (figure 9). Les métaux toxiques (chrome, cuivre, vanadium), mais aussi le cuivre et
le fer libres (existant lors de surcharges générales ou localisées) générent des radicaux hydroxyles,
trés réactifs, a partir de I'espéce peu réactive H20., par une réaction appelée réaction de Fenton. Les
particules inhalées (amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux. Les rayonnements sont

capables de générer des radicaux libres (Favier, 2003).
11.3.3. Antioxydants :

On peut envisager sous le terme « antioxydant » au sens large toute substance présente a de faibles
concentrations capables de retarder, prévenir, ou d’inhiber de maniére significative les dommages
d’oxydation causer par les radicaux libres dans ’organisme. Les antioxydants peuvent agir en
réduisant ou en dismutant ces especes, en les piégeant pour former un composé stable, en séquestrant

le fer libre ou en générant du glutathion (Favier, 2003; Halliwell et Gutteridge, 2015).

Dans les conditions normales il existe un équilibre entre les activités physiologiques et les niveaux

intracellulaires de ces antioxydants. Ces derniers peuvent étre classés en deux catégories :

11.3.3.1. Systémes antioxydants enzymatiques :

Les systemes antioxydants enzymatiques constituent la premiére barriere de défense de

I’organisme. Les principaux enzymes antioxydantes des cellules comprennent de la superoxyde
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Figure 9 : Les ROS et RNS et leurs sources de facteurs endogénes et environnementaux ( Habibatni,
2018).

dismutase (SOD), la catalase (CAT), et la glutathion peroxydase (GPx). Chacune de ces enzymes
antioxydantes assure la détoxification d'un ROS particulier. Le SOD est I’enzyme antioxydante
« Anti-O2"™ » la plus importante dans toutes les cellules vasculaires, elle catalyse la transformation
de I’anion superoxyde en H20, par une réaction de dismutation. La catalase se localise
principalement dans les peroxysomes, mitochondries et dans les hématies, est capable de catalyser
la décomposition de peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire. Les GPx catalysent
la décomposition de I’H202 mais également d’autres peroxydes organiques d’origine lipidique au
sein des membranes plasmatiques. La GPx des mammiferes posséde une grande affinité pour
I’élimination d’H>O: a des faibles concentrations plutét que la catalase. L'activité de ces enzymes
est tres dépendante de I'apport nutritionnel en sélénium (Favier, 2003; Sen et al., 2000; Sharma
et al., 2012). Il existe de nombreuses autres enzymes antioxydantes comme les thioredoxines, les
glutaridoxines, les peroxyredoxines, I'neme oxygénase, la glutathion transférase, qui pourraient
également jouer un réle important dans la prévention du stress oxydatif dans les cellules (Sen et
al., 2000).

11.3.3.2. Systémes antioxydants non enzymatiques :

Ce sont les piégeurs des radicaux libres, dont leurs importances est capitale lorsque les activités

enzymatiques sont insuffisantes, on distingue :
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e Systemes antioxydants endogenes :
le plus important est le glutathion (GSH), outre d’étre un cofacteur de plusieurs enzymes de
détoxification contre le stress oxydatif (GPx et la glutathion transférase), le GSH participe au
transport des acides aminés a travers la membrane plasmique, il est capable de régénérer les
antioxydants les plus importants, les vitamines C et E, pour les ramener a leurs formes actives ; le
glutathion peut réduire le radical tocophérol de la vitamine E directement, ou indirectement, via la
réduction du semi-déhydroascorbate en ascorbate (Masella et al., 2005).L’ubiquinone (coenzyme
Q10) est également considéré comme un antioxydant capable de piégeage de 1’anion superoxyde
au niveau des membranes cellulaires. Il existe d’autres antioxydants non enzymatique endogenes
tels que : I’acide lipoique, I’acide urique, biluribine, la mélanine, la mélatonine, les hormones

sexuelles (cestrogenes) ...etc (Sharma et al., 2012).

e Systemes antioxydants exogenes :

Ils dépendent des apports en alimentation, et comprennent majoritairement la vitamine C, E, les
caroténoides (particulierement la béta-carotene). lls agissent en piégeant les radicaux et en captant
I’¢électron célibataire les transformant en molécules ou ion stable. De plus, la vitamine C associée
a la vitamine E régénére la forme réduite de I’a-tocophérol par une réaction de transfert
d’hydrogéne. La vitamine piégeuse va devenir un radical, puis sera soit détruit, soit régénérée par
un autre systéme. D’autres composés dérivés de végétaux ou des plantes médicinales appartenant
a de nombreuses familles tels que les polyphénols, les alcaloides, les huiles essentielles, et les
flavonoides peuvent jouer également un role similaire de piégeurs des radicaux libres (Favier,
2003; Pincemail et al., 2002).

11.3.4. Activité antioxydante des plantes :

Il est intéressant de noter que les polyphénols de plantes sont considérés comme un "traitement
préventif des maladies” en induisant des effets biologiques avec des applications thérapeutiques
importantes sur des modeéles in vitro et in vivo par I'activation des voies de réponses adaptatives au
stress (Leri et al., 2020; Trovato et al., 2016). La plupart des polyphénols, et particulierement les
flavonoides sont des piegeurs efficaces de ROS physiologiquement actifs. Leur effet antioxydant
réside dans leur capacité de chélater les ions des métaux de transition capable de catalyser la
formation de radicaux libres, et en évitant I'oxydation consécutive des biomolécules. En ce sens, la

quercitrine chélate le fer qui est impliqué dans la génération du radical hydroxyle, et le resvératrol
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chélate le cuivre, par conséquence réduisent I'oxydation des lipoproteines LDL humaines (Ferrali
etal., 1997; Frankel et al., 1993). Les anthocyanidines, la delphinidine et les cyanidines réduisent
la concentration cellulaire de ROS également par ce mécanisme. Les polyphénols peuvent
contribuer a maintenir l'activité de la NADPH oxydase & un niveau sans danger pour I'endothélium
vasculaire (Mitjavila et Moreno, 2012). De plus certaines études précliniques ont également
suggeéré un réle positif de la curcumine issue de la racine de curcuma comme stratégie thérapeutique
adjuvante dans les troubles liés aux radicaux libres, en particulier les troubles neurodégénératifs
(Concetta Scuto et al., 2019; Mhillaj et al., 2019).

Globalement les composés phénoliques exercent une activité antioxydante « directe » et
« indirecte ». L'activité directe est liée a la chélation des métaux in vitro, au piégeage des ROS, a
I'inhibition de la peroxydation lipidique, & la réduction de la formation d'hydroperoxydes et a la
désactivation des composés excités. Les effets " indirects " sont principalement liés a la modulation
des voies de signalisation cellulaire et de I'expression des genes, a la régulation des enzymes de
défense (Ferrali et al., 1997; Mitjavila et Moreno, 2012).

L’utilisation des huiles essentielles comme antioxydants naturels est une stratégie qui suscite un
intérét croissant, notamment dans la science alimentaire et la médecine alternative. Le potentiel
antioxydant des HEs dépend principalement de leur composition chimique. Les HEs extraites de
plantes médicinales comme la cannelle, la noix de muscade, le clou de girofle, le basilic, le persil,
l'origan et le thym possédent de puissants effets antioxydants en raison de la présence des
composants majeurs le thymol et le carvacrol (Aruoma, 1998; Bhavaniramya et al., 2019). Ces
composés phénoliques possédant des propriétés oxydo-reductrices significatives et jouent ainsi un
réle clé dans la neutralisation des radicaux libres et la décomposition des peroxydes (Amorati et
al., 2013; Koh et al., 2002). L’activité antioxydante des huiles essentielles est également
attribuable a certains éthers, cétones, alcool, et aldéhydes monoterpénique tels que : linalool, 1,8-
Cineole, geranial/neral, citronellal, isomenthone, menthone, et d’autres monoterpénes
hydrocarbures (A. absinthium et A. scoparia) (Bhavaniramya et al., 2019; Modzelewska et al.,
2005).

32



Chapitre 111

Monographie des Plantes etudiées



Chapitre 111 Monographie des plantes étudiées

I11.1. Artemisia herba-alba Asso
111.1.1. Systématique de la plante :

Artemisia est le nom du genre des armoises, il provient de celui de la déesse grecque de la chasse
Artémis ; herba-alba signifie herbe blanche. La classification qu’occupe Artemisia herba-alba dans

la systématique est la suivante (Mohamed et al., 2010):

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Super-division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous famille Asteroideae
Tribu Anthemideae
Sous-tribu Artemisiinae
Genre Artemisia
Sous-genre Seriphidium
Espéece Artemisia herba-alba Asso

111.1.2. Présentation de la plante et description botanique :

L’armoise blanche est une composée chaméphytique qui appartient au genre Artemisia, ce dernier
regroupe plus de 400 espéces variées des sous-arbrisseaux de grande importance économique
(Belhattab et al., 2014 ; Dob and Benabdelkader 2006). En Algérie, I'Artemisia herba-alba Asso
est I'une des onze espéces spontanées des Artemisia enregistrées, elle est présente dans les Hauts

plateaux et en altitude dans le Sahara central (Quézel and Santa 1962). C’est une espéce vivace
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caractérisee par une plasticité morphologique et une adaptation a des milieux variés ; une plante
steppique, des climats arides et sous-arides de I’Afrique du Nord, du Moyen-Orient, ainsi que
I’Espagne. C’est une plante herbacée a tiges ligneuses et ramifiées de 30 a 50 cm de long, d’aspect
sec et blanchatre. Les feuilles divisées en languettes fines, courtes, pubescentes, blanches et
laineuses et des fleurs groupées en grappes, a capitules tres petites et ovoides de 1,5 a 3 mm de
diamétre, de couleur jaune a rougeatre. Les bractées externes de I’involucre sont orbiculaires et
pubescente (Bezza et al., 2010 ; Wright 2001).La floraison de cette espéce débute essentiellement
du septembre jusqu’a décembre (figure 10). Le dimorphisme saisonnier de son feuillage lui permet
de réduire la surface transpirante et d’éviter ainsi les pertes d’cau ; elle se caractérise par sa forte
production des graines et un pouvoir de régénération trés élevé, un grand colonisateur du sol grace
a son systéme racinaire trés dense et profond qui lui permet d’exploiter toute humidité superficielle
occasionnée par des petites pluies. L’armoise résiste a la sécheresse, supporte le gypse et des

niveaux de salinité modérément éleves (IUCN, 2005).

Figure 10 : Différentes parties de la plante A.herba-alba dans son milieu naturel (Bezza et al., 2010).

111.1.3. Distribution Géographique :

L’espéce Artemisia herba-alba est un arbuste médicinal et aromatique qui est rencontrée dans les
zones arides du bassin méditerranéen, et s’étend jusqu’au Nord-ouest de I’Himalayas. Cette plante

est abondante dans la Péninsule Ibérique, et occupe des aires géographiques tres vaste de 1’Asie
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centrale, elle atteint une plus grande population dans le centre de 'Espagne qui s’étend sur l'est, le

sud-est et le sud de I’Espagne (Bertella et al., 2018 ; Mohamed et al., 2010).
I11.1.4. Composition chimique :

Plusieurs études ont été effectuées sur les parties aériennes d’Artemisia herba-alba au but de
détermination de la composition chimique, et plusieurs métabolites secondaires ont été isolés et
identifiés dont les plus importants sont les sesquiterpenes lactones avec une grande diversité
structurelle au sein du genre Artemisia. De plus les études sont basées sur les flavonoides et les
huiles essentielles (Dif et al., 2016; Mohamed et al., 2010; Wright, 2001). Les flavonoides
détectés au sein d’Artemisia herba-alba montrent une considérable diversité structurelle allant des
flavonoides communs (flavones et flavonols glycosides), jusqu’aux flavonoides trop méthylés qui
sont tres inhabituel. Les flavonoides glycosides comprennent les O-glycosides tels que la
quercitine-3 glucoside et des flavones C-glycosides qui sont rares dans le genre Artemisia, ainsi
que dans I'ensemble des Astéracees. Huit flavonoides O et C glycoside ont été isolés des feuilles
et tiges d’Artemisia herba-alba collectés a Sinai ; et deux flavonoides ont été isolés des parties
aériennes recueillis au Liban soit I’hispiduline et le cirsilineol (Salah et Jager, 2005). Concernant
les composés phénoliques 1’acide chlorogénique a été observé dans 1’espéce A.herba-alba au cours
d’une enquéte réalisée sur 49 espéces des plantes médicinales marocaines ; dans une autre enquéte
sur les principes actifs anti-ulcérogénes d’Artemisia herba-alba, huit polyphénols et composants
annexes ont été isolés, incluant I’acide chlorogénique , acide 4,5-O-dicafféylquinique, isofraxidin
7-O-B-D-glucopyranoside, acide 4-O-B-D glucopyranosylcaffeique , rutine, schaftoside,
isoschaftoside, et vicenin-2 (Mohamed et al., 2010; Mouhajir et al., 2001; Saleh et al., 1987).

Au cours des derniéres décennies, les travaux sur A.herba-alba sont focalisés sur I’huile essentielle;
la caractérisation de sa composition chimique dans les différentes régions du monde a créé un grand
polymorphisme et permet la définition de plusieurs chémotypes. Dans la plupart des cas il a été
rapporté que I’huile essentielle d’armoise blanche est largement caractérisée par son teneur
important en monoterpénoides principalement oxygénées tels que le 1,8-cinéole, le
chrysanthenone, le chrysanthenol (et son acétate), o/p thujone et le camphre comme composant
majoritaire. Selon Dob and Benabdelkader, (2006), les monoterpénoides sont les principaux
composants (86.1%), suivis par les monoterpenes irréguliers (3.1%). En Algeérie les monoterpenes

représentent les composants majoritaires, essentiellement la présence de camphre, d’o et de -
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thujone, de 1,8 cineole, et des dérivés chrysanthenyles. Dans I’armoise du Maroc, 16 chémotypes
ont été recensés avec en majorité des monoterpénes. En Tunisie, les monoterpenes oxygénés sont
révélés étre les principaux composants d’huile d’A.herba-alba extraite des parties aériennes de la
plante des régions arides (Akrout et al., 2010). Les principaux composés sont 1’eucalyptol, les
thujones, la chrysenthenone, le camphre, le borneol, I’acétate de chrysanthenyle, 1’acétate de
sabinyle, la davanone et les éthers dérivés de la davanone (Bezza et al., 2010). Dans une autre
étude, Les Monoterpenes et les sesquiterpénes sont trouvés dans certains échantillons comme
principaux composants (Mohsen et Ali, 2009). Dans I’huile de la Jordanie les monoterpénes sont
prédominants accompagner par la santolinol ;Al-Shuneigat et al. 2015 a caractérisé la composition
d’huile essentielle d’A.herba-alba du sud de la Jordanie, la chrysanthenol, 1,8 cineole, limonene et
a-terpinenol sont trouvés comme principaux composants. Des études provenant d’Espagne
,montrent la présence majoritaire de camphre, d’eucalyptol, de p-cymene et de davanone (Abu-
Darwish et al., 2015).

111.1.5. Usage traditionnel :

Depuis longtemps, 1’armoise blanche est reconnue par les populations pastorales et nomades par
ses vertus purgatives. L’Artemisia herba-alba Asso est trés utilisé au Moyenne-Orient et en Afrique
du nord contre plusieurs maladies y compris I'entérite et les troubles intestinaux (Yashphe et al.,
1987). Elle était utilisée aussi comme aromatisant dans le thé et le café, puis elle est devenue une
panacée dans la médecine traditionnelle arabo-musulmane pour traiter les désordres gastriques
ainsi que pour son activité antihelminthique. Cette plante présente également un caractere
vermifuge important pour les moutons et le bétail dans les régions du plateau algérien ou elle
pousse en abondance(Bezza et al., 2010). A.herba-alba est utilisée aussi pour traiter les troubles
inflammatoires, rhume, toux, bronchite, diarrhée, les maladies infectieuses (maladies de la peau,
gale, syphilis), antiseptique et antipyrétique ainsi que contre les troubles menstruels et nerveux, la
névralgies, Comme agent antitumorales, antispasmodiques, antigenotoxiques, et antidiabétiques
(Abu-Darwish et al., 2015; Jouad et al., 2001; Mighri et al., 2010).

L’huile essentielle d’armoise blanche a montré une potentielle activité antibactérienne et
antifongique. L’activité antifongique in vitro a été évaluée sur différents micro-organismes, 1’huile
a montré une action trés forte contre Candida et Microsporum ce qui soutient son utilisation

thérapeutique dans le cas du diabete, pour traiter les infections fongiques concomitantes (Candida
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albicans) qui peuvent se produire en raison d'une immunité diminuée (Ouaritini et al., 2016). Dans
d’autres études un effet synergique dans I’inhibition de la croissance mycélienne d’Aspergillus
niger et de Zygorrhyunchus sp de cette huile a été démontré, en association avec le chlorure de
sodium ou d’acide gras. L’effet antibactérien de cette huile essentielle a été testé contre différentes
bactéries causant des désordres intestinaux au but de déterminer son effet antispasmodique. L huile
essentielle d’Artemisia herba-alba Asso a montré une activité antibactérienne contre plusieurs
bactéries telle que Escherichia coli, Shigella sonnei, Salmonella typhi (Lakehal et A, 2016;
Ouaritini et al., 2016; Zouari et al., 2010). A. herba-alba. Posséde une activité antioxydante
modérée, et une teneur en composés phénoliques plus importante que les plantes alimentaires
courantes selon des études réalisées en Algérie et en Jordanie sur certaines plantes médicinales (S.
Mansour et al., 2014; Mohamed et al., 2010).

111.1.6. Intérét économique de la plante :

En Algérie, les steppes a armoise blanche ont été et sont toujours considérés avec ceux a alfa, a
sparte et a remth comme les meilleurs parcours pastoraux des zones steppiques (Houmani et al.,
2004; Lahmar-Zemiti & Aidoud, 2016). L’armoise blanche est une espéce qui s’adapte a la
sécheresse et a la pression animale, c’est une excellente fourragere dans les paturages algériens, est
donc tienne une place importante dans 1I’économie des milieux steppiques basée principalement sur
1’élevage ovin et en moindre degré caprin (Nedjimi et Zemmiri, 2019; Nedjraoui, 2004). Il a été
rapporté que la production annuelle totale d’une steppe a armoise blanche varie entre 180 et 290
kg/ha, soit une productivité pastorale annuelle entre 120 et 180 UF/ha, avec une valeur énergétique
moyenne variable selon le stade phénologique, de 0.30 a 0.63 UF/kg de matiére seche. Cette espéce
présente un équilibre entre la composition en calcium et en phosphore, elle est tres riche en
protéines (11.46%), en lipide (16.50%) et en cellulose (26.73%) (Abbassia et al., 2011; Ayad et
al., 2008).

I11.2. Capparis spinosa L :
111.2.1. Systématique de la plante :

La classification du genre Capparis et C.spinosa L (caprier épineux ) est critique en raison des

taxons qui ont éte proposés depuis le X1Xe siécle , lorsque Candolle a établi la premiere approche
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taxonomique de Capparis qui comprend C.spinosa et d’autres . La classification actuelle de cette

espece est la suivante (Rajesh et al., 2009) :

Régne Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Embranchement Spermatophyta
Sous-Embranchement Angiospermae

Classe Magnoliopsida

Ordre Capparales

Famille Capparidaceae ou Capparaceae
Genre Capparis

Espéce Capparis spinosa L

111.2.2. Présentation de la plante et description botanique :

C. spinosa est l'une des espéeces les plus importantes de la famille de Capparidaceae qui a une
grande diversité (environ 40-50 genres et 700-900 espéces). La Capparidaceae a été connue pour
étre étroitement apparentée a la famille des Brassicacées (Cruciferae) qui est riche en
glucosinolates et flavonoides (Zhang et Ma, 2018). Les especes appartenant au genre Capparis
ont un caractére plésiomorphe (Fici, 2001). L'espéce C. spinosa est un arbuste pérenne a feuilles
caduques d'hiver ; c’est un arbrisseau dressant avec des tiges flexueuses, épineuses (figure 11). Les
feuilles sont alternes, ovales-arrondies, pétiolées, lancéolées ou oblong, lisses, vertes, et souvent
un peu rougeatre Les stipulations des feuilles peuvent étre formées en épines, ce qui leur confere
le nom "spinosa”. Elle fournit un condiment recherche, la capre, qui correspond au bouton floral
de la plante. Le pétiole est rainuré ou entier, 0-2 cm. Les fleurs sont solitaires, quelque peu
zygomorphes principalement noctoflorieux, composées de quatre grands sépales verts et de quatre
pétales blancs veinés de rose et de nombreuses étamines avec des filaments allant jusqu'a 5 cm. Le
fruit est ellipsoidal, obovale ou oblong, rougeatre, s’ouvre a la fin de la maturité. Les graines sont

nombreuses et brun rougeatre, lisses en forme de rein de 3 mm de langueur. Le nombre de graines
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est environ 130/fruit avec un minimum de 15 graines pour les petits fruits et 400 pour les gros
fruits. Les racines sont peu ramifiées et trés profondes (Chedraoui et al., 2017; Fadili et al., 2017;
Fici, 2014).

Figure 11: Différentes parties de C.spinosa L dans son milieu naturel (Chibani et al., 2017).

Les capacites physiologiques permettant L'adaptation de C.spinosa aux conditions de sécheresse
ont été vérifiées. La plante peut modifier la structure de ses feuilles, de ses tiges et de ses racines
lorsque face aux zones seches. Le xyléme et les systemes fibro-vasculaires augmentent et la région
de transit entre la racine et la tige s'élargit pour augmenter la capacité d'absorption et de stockage
de I'eau (Chedraoui et al., 2017; Gan et al., 2013).

111.2.3. Distribution Géographique :

Capparis spinosa pousse naturellement sur la céte atlantique de I'1le des Canaries et le Maroc a la
mer Noire, en Crimée et I'Arménie, et a I'est de la mer Caspienne et Iran (Chedraoui et al., 2017;
Inocencio et al., 2000) . 1l se propage en Afrique du Nord, Europe, Asie occidentale, Afghanistan
et Australie. Cette plante aurait pu se développer sous les tropiques, puis s'est étendue au bassin
méditerranéen et a I'Asie centrale. Les différentes sous-espéces et variétés ont des répartitions
géographiques spécifique. C. spinosa subsp. spinosa est distribué en Europe du Sud, en Afrique du

Nord, y compris le Sahara, en arabe péninsule, et du Moyen-Orient a la Chine (Chedraoui et al.,
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2017). Le caprier se développe naturellement dans les régions montagneuses, il s’adapte aux sols
pauvres et résiste a la chaleur et a ’ensoleillement ; il tolére une température supérieure a 40° C
lors des étés secs méditerranéens. Il est généralement situé a basse altitude, mais certaines plantes
ont été trouvees a plus de 1000 m au-dessus du niveau de la mer (Fadili et al., 2017; Stefanucci et
al., 2018). Les capriers conviennent aux sols calcaires ou a des sols avec un taux modéré d’argile,
dans les zones salines et halophytes. Ils tolerent les sols salés, sableux ou rocheux, avec une faible
quantité de matiére organique comme en Inde ; ; cette plante pousse largement en été de mai a
octobre (Stefanucci et al. 2018 ; Tlili et al. 2011). Le caprier est cultivé et exporté, les principales
zones de production se trouvent dans les régions rurales du Maroc, du sud-est de la péninsule
ibérique, de la Turquie , de la région sud et des iles italiennes (Moufid et al., 2015; Stefanucci et
al., 2018).

111.2.4. Composition chimique :

Plusieurs études phytochimiques ont tenté d'élucider la composition chimique de C. spinosa. En
géneéral, Cette plante présente un panel de substances bioactives telles que les alcaloides, les
flavonoides, les stérols, les terpénoides , les tocophérols, les indoles et les acides phénoliques
(Moufid et al., 2015; Zhang et Ma, 2018). Parmi les flavonoides identifiés et quantifiés on trouve
la rutine, quercétine, quercétine-3-rutinoside, kaempférol-3-rutinoside ; Les flavonoides ont fait
I'objet d'une attention considérable pour leurs effets bénéfiques sur la santé en raison de leurs
propriétés anti-oxydantes. Toutefois, une étude a révélé la présence de 1’a- et y-tocophérol dans les
boutons florales (capres), ainsi qu'un taux appréciable de vitamine C. La lutéine et la violaxanthine
sont les principaux caroténoides et la principale forme de tocophérol détectée dans les feuilles était
l'a-tocophérol (Moufid et al., 2015; Tlili et al., 2011). La plupart des travaux d'isolement et
d'identification des alcaloides et des composes apparentés ont été axés sur les fruits de C. spinosa
,(différents alcaloides aussi ont été detectés tels que la capparispine, capparispine 26-O-p-d-
glucoside et cadabicine 26-O-p-d- chlorhydrate de glucoside ( Mansour et al., 2016; Zhou et al.,
2010). Une autre étude sur I’infusé de caprier a permis d'identifier la rutine, le kaempférol 3-O-
rutinoside et l'isorhamnetin 3-O-rutinoside comme flavonoides dominants, en plus de
Iisoginkgétine, de la ginkgétine et de la sakuranétine qui ont démontré wune activite anti-
inflammatoire en inhibant le facteur nucléaire - kappa B ( Zhou et al., 2011). Ascrizzi et autres ont

indiqués que les graines émettent des hydrocarbures sesquiterpéniques, les composés les plus
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abondants étant le B-caryophylléne (45 %), suivi du a-guaiene (15 %), du bicyclogermacrene (12
%) et du germacrene B (8 %) (Ascrizzi et al., 2016). Une étude récente a révélé la présence d'un
taux élevés d'acides gras insaturés, des stérols, et de tocophérol dans les graines de C.spinosa
(Moufid et al., 2015).

111.2.5. Usage Traditionnel :

Capparis spinosa est l'une des plantes médicinales largement utilisées dans la médecine
traditionnelle au long des civilisations pour soigner diverses maladies, ainsi que dans les
préparations culinaires. Au Maroc, cette plante est traditionnellement utilisée dans le controle et le
traitement du diabete et I’hypertension, et est considérée comme la plus communément consommeée
dans la cuisine marocaine. Les parties aériennes fraiches, en particulier les bourgeons floraux
saumurés, les fruits non cuits et les pousses, sont conservées dans du sel, du vinaigre ou de la
saumure et utilisees en apéritif avec des olives, du fromage et des noix ou comme supplément a la
viande, aux salades, aux pates et a d'autres aliments. Les racines sont consommées par les Egyptiens
et les Arabes pour traiter les maladies rénales, le foie, des probléemes d'estomac et des pigdres de
scorpion. Les feuilles sont utilisées contre les problemes de la peau, les maux d'oreilles. Les
bourgeons non ouverts sont utilisés pour traiter les infections oculaires et prévenir la cataracte
(Jouad et al., 2001; Tlili et al., 2011).

En Algérie, I’écorce de la racine est utilisée en tant qu’anti-inflammatoire, contre le rhumatisme,
des maux de téte, des maladies de la rate et du foie. Les graines sont utilisées pour les probléemes
pulmonaires (Benseghir Boukhari, 2015). Les extraits aqueux de C. spinosa ont montré une
activité anti-hyperglycémique et des effets contre 1’obésité significatifs. En effet le traitement des
souris diabétiques par I’extrait aqueux de fruits favorise la sensibilisation de l'insuline dans les
tissus périphériques, ce qui se traduit par une production endogéne de glucose (PEG) plus faible
chez les souris traitées que chez les souris non traitées (Chedraoui et al., 2017; Eddouks et al.,
2017). 1l a été rapporté que C. spinosa est associé a une amélioration des parameétres des lipides
plasmatiques ; et peut étre utiliser pour le traitement d’hypercholestérolémie et du syndrome
métabolique (Zhang et Ma, 2018). Dans une étude récente, Tlili et al. (2017) ont montré que
I'extrait méthanolique des feuilles a restauré de maniére significative les dommages des reins et du
foie provoques a cause du traitement du cancer le Cisplatine. Une grande activité antioxydante a

été démontrée également par les extraits méthanoliques de baies de capres ; plus spécifiqguement,
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des fruits sur des cellules de carcinome hépatocellulaire (HepG2) (Yu et al., 2017). Les extraits
aqueux des fruits et des feuilles de C. spinosa ont montré une meilleure activité anti-inflammatoire
et également un effet antiarthritique (EI Azhary et al., 2017). Les fractions butanolique d'extrait
hydrométhanolique de la Jordanie ont montré une activité antibactérienne contre Staphylococcus
epidermidis, alors que les fractions d'éther de pétrole, d’hexane et d'eau ont montré un effet contre

Streptococcus faecalis (Muhaidat et al., 2013).
111.2.6. Intérét économique de la plante :

C’est certainement 1’usage qui présente le plus grand intérét économique. Le plus important des
divers organes de la plante utilisés dans 1’alimentation est évidemment le bouton floral, ou capre
utilisé dans les pays méditerranéens particuliérement en France, en lItalie et en Grece. Les pays du
Sud et de I’Est méditerranéens exportaient en grandes quantités des capres saumurées aux pays
occidentaux, les Etats-Unis étant le pays le plus grand consommateur des capres. Cependant,
I’urbanisation et I’évolution des styles de vie et des modéles de consommation des pays du Sud et
de I’Est méditerranéens ont apporté une demande croissante pour les produits apéritifs et digestifs
parmi lesquels les capres est un nouveau marché a émergé pour cette plante au godt si particulier
(Tozanli, 2018). L’Italie, I’Espagne, le Maroc, la Tunisie, la Turquie sont parmi les principaux
pays producteurs et exportateurs de capres, ; le Maroc exploite en méme temps les cépriers
spontanés pour les conditionner avant I’exportation (Chibani et al., 2017; El amri et al., 2019;
Grimalt et al., 2018). Le Caprier algérien occupe des espaces a particularité marginale ou terrains
escarpés. Un commerce occasionnel avec 1’extérieur est pratiqué. La récolte se fait sur les especes
épineuses spontanées par les ruraux a trés faibles revenus, les capres sont destinées a 1’exportation
et la demande en est forte. La consommation locale est presque nulle voire méme inconnue dans
certaines villes. Ce n’est que ces derniéres années qu’on remarque le produit introduit timidement
parmi les aliments exposeés a la vente dans les grandes villes (Benseghir Boukhari, 2015; Tozanli,
2018).
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IV.1. Matériel végétal :

L’espéce Artimisia herba-alba Asso a été récoltée durant le mois de décembre 2018 dans la région
de Meridja, Bechar figure 12 et 14. Alors que I’espéce Capparis spinosa (El Kabbar), a été
recueillie dans la région de Boukais, Bechar sud-ouest d’Algérie entre le mois de mai et juin 2018
figure 13 et 14. Ces deux plantes ont été authentifiées par le Pr. Belhacaini Hachemi (université
de Sidi-Bel Abbés, Algérie). Un voucher spécimen de chaque espéce (A.h a ONA 2018 ; C.s ONA
2018) a été déposé au niveau de Laboratoire de Microbiologie et de Biologie Végétale (Université
de Mostaganem, Algérie). Les coordonnées géographiques sont représentées dans le tableau n°1.
La partie aérienne d’A.herba-alba, et les feuilles et les fruits de C. spinosa ont été par la suite
rincés, puis mis a sécher a la température ambiante a 1’air libre, et a ’'ombre pendant 15 jours,
jusqu’a la stabilisation de leur masse afin de préserver I'intégrité des molécules et d’éviter les

risques d’oxydation des polyphénols (Bendif Hamdi, 2017).

Tableau n° 1 : Coordonnées géographiques des sites de récolte des deux especes.

Espece végétale Région Coordonnées géographiques

Artemisia herba alba Asso Meridja (Bechar) Altitude : 31.512m, longitude :2°35'370 O,
Latitude :31°30°43.8N.

Capparis spinosa L Boukais (Bechar) Altitude :31.92m, longitude :2°27'.10.256 O,
Latitude :31°55”.28.315N.

Figure 12: Artemisia herba-alba (Photo originale).
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Figure 13 : Capparis spinosa (feuilles et fruits) (Photo Originale).
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Figure 14 : Carte géographique des zones de collecte des especes étudiees (Originale).
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IV.2. Screening phytochimique :

Le screening phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence les différents
groupes de familles chimiques présents dans les plantes étudiées. En effet il consiste a réaliser des
tests phytochimiques qualitatifs, basés soit sur des réactions de coloration, ou sur la formation des
complexes insolubles en utilisant des réactions de précipitation plus ou moins spécifiques a chaque
classe de principe actifs. Le principe consiste a I’épuisement de la matiére végétale par des solvants
a polarité croissante. L’étude tri-phytochimique a été réalisée sur la partie aérienne d’Artemisia
herba-alba, les feuilles et les fruits de C.spinosa basant sur les tests standards décrits par Aworet,
(2003), Trease et Evans (2002), et Khan et al. (2011).

IV.2.1. Alcaloides:
Macération par I’eau acide :

10g de poudre végétale séche sont introduit dans un erlenmeyer, a laquelle 50mL d’une solution
d’acide sulfurique (H2SOa) dilué a 10% avec de I’eau distillée est ajoutée. Ce mélange est agité et
macéré pendant 24h a une température ambiante du laboratoire, le macéreé est filtré de maniéré a
obtenir 50mL du filtrat. ImL de la solution aqueuse acide a été mis dans trois tubes a essai, le
contenu du premier tube a été traité avec 5 gouttes du réactif de Dragendroff, le deuxieme avec 5
gouttes du réactif de Wagner, et le troisiéme avec 5 gouttes du réactif de Mayer. Le test est positif

si des précipités rouge orange, brun, et blanc-jaunatre sont formés respectivement.
IV.2. 2. Tanins :

1,59 du matériel végétal sec ont été placé dans 10mL de méthanol 80% est agité durant 15min puis
filtré. A 1 mL de la solution & tester 1 mL d’eau a été ajouté et 1 a 2 gouttes de Solution de FeCls
a 2%, puis laisser reposer quelques minutes. En présence de tanins, il se développe une coloration

verdatre ou bleu-noiratre.

e Réaction de Stiasny
5 g de poudre végétale sont introduits dans 100 mL d’eau bouillante et laisser infuser 15 a
30 minutes. La suspension est filtrée et rincée avec un peu d’eau chaude de maniére a obtenir
100 mL d’infusé a 5%.

La différenciation des tanins catéchiques et galliques est obtenue par la réaction de Stiasny,
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15mL de Stiasny sont ajoutés (10mL de formol a 30% + 5mL HCI) a 30mL d’infusé a 5%.
Le mélange est ensuite chauffé au bain marie a 90°C pendant 15min. L’obtention d’un
précipité rose montre la présence de tanins catéchiques. Le mélange précédent est filtré et
saturé par 5g d’acétate de sodium a laquelle 1ml d’une solution de chlorure de fer III a 1%
est ajouté. Le développement d’une teinte bleu-noire témoigne la présence de tanins galliques

non précipités par le réactif de Stiasny.

1VV.2.3. Flavonoides :

Les flavonoides représentent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la famille

des polyphénols. Du point de vue structural, ils se répartissent en plusieurs classes de molécules,

est donc pratiquement plusieurs tests permettre la mise en évidence de différents types.

Réaction a la cyanidine

Dans un tube a essai 5mL d’infusé a 5% est mis avec SmL d’alcool chlorhydrique (Alcool a
95%, eau distillée, HCL a volumes égales), puis quelques copeaux de magnésium et 1mL
d’alcool iso-amylique sont ajoutés. Il se développe dans 1’espace de 3 minutes I’apparition
d’une coloration rose orangée (Flavones), ou rose violacée (Flavonones), ou rouge
(Flavonols, Flavonolols) dans la couche surnageante d’alcool iso-amylique témoigne la
présence de flavonoides libres (génine).

LeucoAnthocyanes

La réaction de la cyanidine est effectuée sans ajout de copeaux de magnésium avec chauffage
au bain-marie pendant 15 min. il se développe une coloration rouge cerise ou violacée en
présence des leuconanthocyanes, ou une teinte brun-rouge en présence de catéchols.
Anthocynes

5mL d’acide sulfurique est ajouté a 5ml d’infusé a 5%, puis 5 mL de NH4OH. La coloration
qui s’accentue par acidification puis vire au bleu-violacée en milieu basique, indique la

présence d’anthocyanes.

IV.2.4. Anthraquinones libres (Réaction de Borntréger) :

A 1 g de poudre végétale, un volume de 10 mL de chloroforme est ajouté. Le mélange est chauffé

au bain-marie pendant 3 min, puis filtré a chaud et complété a 10 mL si nécessaire. A 1’extrait
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chloroformique, on ajoute 1mL du NH4sOH a 20% (v/v). Aprés agitation, la présence des

anthraquinones est confirmée par un virage de la phase aqueuse au rouge.
IVV.2.5. Saponosides

29 de poudre dans 100mL d’eau distillée ont été portés a reflux, on porte le mélange a ébullition
modérée (décoction) pendant 30 minutes. Apres filtration et refroidissement le volume a été ajusté
4100mL d’eau distillée. A partir de cette solution mére, 9 tubes a essai ont été préparés : Le premier
tube avec un contenu de 1mL de solution mére et complété jusqu’a 10mL avec 9mL d’eau distillée,
le deuxiéme tube avec 2mL de solution mere et 8mL d’eau distillée. Répéter 1’opération jusqu’au
9eme tube. Chacun des tubes a été agité manuellement et horizontalement pendant 2 minutes. Une
hauteur de mousse persistante, supérieure a 1cm indique la présence de saponosides. Le tube dans
lequel la hauteur de la mousse est de 1 cm permet de calculer I’indice de mousse.

Idm= 1000/ N

* Idm : Indice de mousse ;

* N : Numéro du tube dans la hauteur de la mousse est de 1 cm.

IVV.2.6. Terpenoides : (Test de Slakowski)

Une quantité de 5g du matériel végétal est mise en contact avec 50 mL de méthanol dans un bécher,
I’ensemble est agité pendant une heure a 1’air ambiant, le mélange est filtré pour obtenir 1’extrait
méthanolique. A 1 mL de ce dernier, 0,4 mL de chloroforme (CHCI3) et 0.6 mL de H2SO4 concentré
ont été additionnés. La présence des terpénoides est mise en évidence par 1’apparition d’un anneau

marron a I’interphase.
IV.2.7. Hétérosides stéroliques et triterpeniques

Evaporer 10 mL de I’extrait méthanolique, le résidu obtenu a été traité avec 0,5 mL de chloroforme
et 0,5 mL d’anhydride acétique. Le mélange est partagé dans deux tubes a essai. L’un servant de
témoin, et dans le second, 1 & 2 mL de HSO.4 concentré sont rajoutés. A la zone de contact des
deux liquides, il y a formation d’un anneau rouge brunatre ou violet, la couche surnageante
devenant verte (présence des hétérosides stéroliques) ou violette (présence des hétérosides tri-

terpéniques).

47



Chapitre IV Matériel et méthodes

IV.2.8. Composés réducteurs :

La détection des composés réducteurs consiste a traiter ImL de 1’extrait méthanolique avec 2 mL
d’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling, puis chauffer. Un test positif est révélé par la

formation d’un précipité rouge brique.
IV.2.9. Stérols et tri-terpenes :

L’extrait éthérique est préparé en melangeantl0 g de poudre et 200 mL d’éther diethylique, le
mélange est laissé macérer pendant 24 heures. Les Stérols et tri-terpenes ont été identifiés par la
réaction de Liebermann-Burchard. Aprés avoir évaporé a sec10 mL de I’extrait éthérique, le résidu
a été dissout dans 1 mL d’anhydride acétique puis 1 mL de chloroforme. Le mélange a été ensuite
partagé dans deux tubes a essai, le premier servant de témoin, et le deuxiéme auquel 1 a 2 mL de
H2SO4 concentrés ont été ajoutés. A la zone de contact des deux liquides, s’il y a formation d’un
anneau rouge brunatre ou violet, la couche surnageante devenant verte ou violette, la présence de

stérols et tri-terpénes sera révélée.
I1V.2.10. Coumarines :

Un test simple a été effectué, elle consiste a évaporer 5 mL d’extrait éthérique, puis 2 mL d’eau
chaude est ajouté au résidu. La solution est partagée entre 2 tubes a essais. La présence des
coumarines est révélée aprés 1’ajout dans 1I’un des tubes de 0,5 mL de NH4sOH a 25%. La
fluorescence est observée sous U.V a 366 nm. Une fluorescence intense dans le tube contenant

I’ammoniaque indique la présence de coumarines.
IVV.2.11. Quinones libres :

A 10 mL de I’extrait étudié (éthérique) sont ajoutées quelques gouttes de NaOH 0,1 N. La présence

des quinones libres est confirmée si la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet.
1V.2.12. Mucilages :

1ImL de décocté a 10% et 5 mL d’alcool absolu sont introduits dans un tube a essai. L’obtention

d’un précipité floconneux aprés quelques minutes d’agitation indique la présence de mucilages.
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I1VV.3. Extraction des huiles essentielles par hydro-distillation :

La distillation est la méthode la plus utilisée pour I’extraction des composés aromatiques volatiles.
L’huile essentielle de la partie aérienne d’Artemisia herba-alba a été extraite par hydro-distillation
en utilisant un appareil de type Clevenger (Figure 15). Cela consiste a immerger directement 100g
de la matiere végétale dans un ballon de 2L rempli d’eau distillée surmonté d’une colonne reli¢e a
un réfrigérant. L’ensemble est porté a ébullition pendant 3h dans un chauffe-ballon. Les vapeurs
ascendantes provenant de 1’alambic se condensent par refroidissement. L huile essentielle obtenue

est stockée a 4°C dans des tubes en verre fermés hermétiquement a I’obscurité, afin d’éviter son

oxydation a I’air et la lumiére jusqu’a son utilisation (Abdelli et al., 2017).

Figure 15 : Dispositif d’hydrodistillation de type Clevenger pour I’extraction des huiles essentielles
d’Artemisia herba-alba.

IV.4. Extraction des extraits par Macération :

Les parties aériennes des deux plantes (feuilles et fruit pour C. spinosa) préalablement broyées en
poudre (10g) sont mises en contact avec 100mL de mélange méthanol/eau (80/20). Le mélange est
soumis a une agitation pendant 48h a température ambiante a 1’abri de la lumiére. Aprés une double
filtration sur papier filtre, les filtrats hydro-méthanoliques sont concentrés & sec sous pression
réduite a une température modérée (45°C) dans un évaporateur rotatif Bichi (Allemagne). Les
extraits bruts obtenus ont été pesés pour déterminer le rendement d’extraction, et conservés a froid

(4°C) jusqu’a leur usage (Bruneton, 1993; Fadili et al., 2017).
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Détermination du rendement des extractions :

Le rendement d’extraction (%) est calculé par la formule ci-dessous :
R (%)= M’/Mx100

R : rendement d’extraction en pourcentage.
M’: masse de I’extrait sec ou d’huile essentielle en gramme.

M : masse de la matiére végétale en gramme.
IV.5. Analyse chimique de I’huile essentielle :

La séparation et I’identification des constituants de I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba ont
été réalisées par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/MS).
Le principe de la technique consiste a transférer les composés séparés par chromatographie en
phase gazeuse par la phase mobile (Gaz vecteur) dans le spectrométre de masse au niveau duquel,

ils vont étre fragmentés en ions de masse variables dont la séparation sera en fonction de leur masse.

L'analyse chromatographique a été effectuée a I'aide d'un chromatographe en phase gazeuse de type
Thermo Fisher Scientific Trace GC Ultra équipé d'un détecteur a ionisation de flamme (FID),
utilisant une colonne capillaire SE-52 (95% polydiméthylsiloxane, 5% polydiphénylsiloxane) 50
m de longueur, avec 0,25 mm de diametre, et d’une épaisseur du film de 0.1um. La température du
four est maintenue a 60°C pendant 1 minute, puis programmée a 230°C avec un gradient de
3°C/min, la température de I'injecteur (mode split/splitless) et du détecteur a été fixée a 250°C. Le
gaz vecteur était I’hélium 5.0 avec un débit constant de 1.5 mL/min. L’échantillon de 1’huile

essentielle (0.1uL) a été injecté par le mode split a un rapport de fuite de 1 :100 (Grob,1986).

L'analyse GC-MS a été réalisée a I'aide d’un chromatographe couplé a un spectrométre de masse
de type Thermo Fisher Scientific ISQ ; avec chauffage de l'interface a 250°C, La fragmentation est
effectuée par impact électronique d’intensité de 70 eV, filament 50uA, plage de balayage 40-500
amu. Les données SM et FID ont été obtenues dans un seul GC a l'aide d'un séparateur SM-FID, il
est compose d'un séparateur en Y en quartz, d'une courte colonne de restriction en silice fondue de
0,1mm de diamétre (environ 20 cm) servant d'entrée a l'interface GC-SM, et d'une colonne en silice
fondue désactivée d'environ 1 m de diamétre (0,25 mm) servant de ligne de transfert vers le
détecteur FID. La colonne de restriction a éte utilisee pour limiter le débit dans le vide du SM et

empécher l'insertion de gaz de combustion provenant du FID, qui fonctionnait a la pression
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atmosphérique. De plus, le débit dans la colonne analytique devait étre supérieur au débit entrant
dans le détecteur SM, qui était limité a environ 1mL/min par la ligne de restriction. Le débit de la
colonne GC devait également étre constant, sinon le rapport de division FID/SM changerait avec
la température. Cette configuration a donné un chromatogramme FID et MS avec des temps de
rétention (RT) presque identiques, facilitant ainsi I'attribution des pics FID a chaque substance
(Grob,1986).

IV.5.1. Identification des composés chimiques :

Le logiciel Thermo Xcalibur 2.2 a été utilisé pour identifier les composés en corrélant les spectres
de masse avec ceux de bases de données (NIST 08, Wiley 8™ gdition, la bibliothéque Adams)
(Adams, 2007; NIST 17, 2017), la bibliotheque de terpénoides MassFinder. Les indices de
rétention (RI) ont été établis en comparant ceux calculés avec les données de la littérature ou les
composés de référence. La quantification a été obtenue en utilisant des calculs de surface de pic

normalisée sans facteurs de réponse relatifs du FID.

IV.6. Dosage des composés phénoliques :

L’analyse quantitative des composés phénoliques : polyphénols totaux (PT), flavonoides totaux
(FT), et tanins condensés (TC) est réalisée par le dosage spectrométrie a 1’aide d’un
spectrophotometre UV-visible de type Jenway (6715 UV-Vis). La raison principale du choix de
ces composés réside dans le fait que la majorité des activités biologiques des plantes leurs sont

attribués.

IV.6.1. Dosage des polyphénols totaux (PT) :

La teneur en polyphénols totaux des extraits hydromethanoliques a été déterminée au moyen du
réactif de Folin-ciocalteu suivant le protocole décrite par Li et al. (2006) ; Nasri et al. ( 2017). Ce
réactif de couleur jaune est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PM012040) qui est réduit, lors de 1’oxydation des phénols a un
mélange d’oxydes bleus de tungstene et de molybdene. L’intensité de la couleur bleue produite est

proportionnelle au contenu en polyphénols totaux dans le mélange.
Mode opératoire :

Brievement ,500uL du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois) a été ajouté a 100uL de chaque

extrait (Img/mL préparé dans I’eau distillée), aprés 4 min 400pL d’une solution de carbonate de
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sodium (7.5%) ont été additionné au milieu réactionnel. Aprés 2h d’incubation a température
ambiante. L’absorbance a été mesurée a 765nm. La teneur en polyphénols totaux a été déterminée
a partir de 1’équation de régression de la gamme d’étalonnage établi avec ’acide gallique (0-

150pg/mL) et exprimée en mg EqAG/g d’extrait ou de matiére séche.
I1V.6.2. Dosage des flavonoides totaux :

La teneur en flavonoides totaux des extraits de C.spinosa et d’Artemisia herba-alba a été quantifiée
selon la méthode au chlorure d’aluminium décrite par Bahorun et al. (1996). Le principe de la
méthode est basé sur I’oxydation des flavonoides par le trichlorure d’aluminium (AlCI3) entrainant

un complexe rose qui absorbe a 430nm.

Mode opératoire :

500uL de différentes extraits (Img/mL) préparés dans le méthanol est mis dans des tubes a essai
sur lesquels 500uL de trichlorure d’aluminium (AICl3) & 2% (préparé dans le méthanol) a été
ajouté. Le mélange est laissé incuber 15min a température ambiante a I’obscurité, avant la lecture
de I’absorbance a 430nm. La quercitrine (0-40ug/mL) est utilisée comme standard. Les
concentrations des flavonoides contenus dans les extraits sont calculées en se référant a la courbe

d’étalonnage de la quercetine et les résultats sont exprimés en mg Eq de quercétine/g d’extrait.
IV.6.3. Dosage des Tanins condensés (Proanthocyanidines) :

Le dosage des tanins condensés a été réalisé par la méthode de vanilline décrite par Broadhurst et
Jones, (1978); Heimler et al. (2006). La vanilline réagit avec les flavan 3-ols libres et les unités
terminales des proanthocyanidines donnant une coloration rouge dont [’intensité est

proportionnelle aux taux de flavanols présents dans le milieu.

Mode opératoire :

A 200uL de chaque échantillon ou standard dilué dans le méthanol, un volume de 1.5mLde la
solution de vanilline (a 4% dans le méthanol) a été ajouté, puis on ajoute 750uL de HCL concentré,
Aprés 15 minutes d’incubation au bain marie a 30°C, 1’absorbance est lue a 500 nm. Les
concentrations des tanins sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage établie avec la catéchine

(0-500 pg/mL), les résultats sont exprimés en mg Eq de catéchine par g d’extrait de plante.
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IV.7. Activités antioxydantes :

Les extraits et les huiles essentielles sont testés pour évaluer leur capacité antioxydante, deux différents tests
sont utilisés, a savoir le DPPH qui détermine I’effet piégeant (scavenger), et FRAP qui détermine le pouvoir

réducteur.
IV.7.1. Test de piégeage du radical libre DPPH :

Le radical DPPH (2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyl) est 1’'un des premiers radicaux utilisés pour
étudier la relation structure/activité antioxydante des composés phénoliques. Ce composé ayant
une couleur violette, vire au jaune en présence des capteurs de radicaux libres, a cause de sa
réduction en une forme non radicalaire 2,2’-diphényl-1-picrylhydrazine (DPPH-H) (Figure 16), en
acceptant un atome d’hydrogéne entrainant une diminution de son absorbance. La cinétique de

décoloration est suivie & 517nm (Sdnchez-Moreno, 2002).
IV.7.1.1. Test DPPH d’huile essentielle :

Pour les huiles essentielles la méthode équimolaire décrite par Goudjil et al. (2015) ; Mighri et
al. (2010) est utilisée. L huile essentielle a été diluée dans le méthanol, puis 1 mL de I’huile a
différentes concentrations est mélangé avec 1mL de solution méthanolique de DPPH a 0.004%
dans le méthanol. Parallélement le contrdle négatif a été préparé en mélangeant 1ml de méthanol
avec 1mL de solution de DPPH.

1VV.7.1.2. Test DPPH des extraits :

Concernant les extraits, 1’activité a été évaluée selon le protocole décrite par Cuendet et al. (1997)
; Nasri et al. (2017).50ul des extraits a différentes concentrations a été mélangé avec 1250uL de
DPPH a 0.004% dans le méthanol. Dans ce cas le contrdle négatif est préparé en mélangeant 50uL

de méthanol avec 1250uL de DPPH. Le blanc est représenté par le méthanol.

Le contrble positif est représenté par la solution d’acide ascorbique préparé a différentes
concentrations dans les mémes conditions que les échantillons. Le test est répété trois fois pour
chaque échantillon. Apres une période d’incubation de 30 minutes, les absorbances a 517 nm ont

été enregistrees. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (1%) :

1% = (Acontrole — Aextrait)/Acontrole x 100
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La concentration inhibitrice de 50% des radicaux libres a été déterminée graphiquement a partir de

I’équation de la régression linéaire.
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Figurel6 : Représentation graphique montrant une diminution de 1’intensité de la couleur du DPPH

due a I’exposition a un antioxydant (Pérez et Aguilar, 2013).

IV.7.2. Test de FRAP :

Cette technique est basée sur la capacité des huiles essentielles et des extraits de réduire le fer
ferrique (Fe3+) présent dans le complexe ferrocyanure de potassium (K3Fe (CN)6) en fer ferreux

(Fe2+), ce qui induit le virage de la couleur jaune du fer ferrique a la couleur bleu-vert de fer

ferreux.
Mode opératoire :

Le pouvoir réducteur des huiles essentielles et des extraits a été déterminé selon le protocole
préconisé par Oyaizu, (1986).Un volume de 2.5mL de solution tampon phosphate (0.2M, PH6.6),
et de 2.5mL de ferrocyanure du potassium K3Fe(CN)6 a 1% est melangé aveclmL de chacune des
solutions éthanoliques d’huile essentielle ou bien d’extrait a différentes concentrations. Le mélange
est incubé a 50°C au bain-Marie pendant 20min, puis refroidi a température ambiante, 2.5mL
d’acide trichloracétique (10%) a été ajouté pour stopper la réaction. Le mélange est centrifugé
pendant 10 min a 3000 rpm, puis 2.5mL de surnageant est mélangé avec 2.5mL d’eau distillée et
0.5mL d’une solution de FeClz (0.1%). Aprés 10min d’incubation 1’absorbance des solutions a été

mesurée a 700nm, en utilisant I’eau distillée comme blanc. Une solution d’acide ascorbique

54



Chapitre IV Matériel et méthodes

préparée dans les mémes conditions a différentes concentrations est utilisée comme contréle

positif.

La valeur CES0 est la concentration efficace en extrait ou I’huile essentielle qui fournit 0,5

d’absorbance, elle est déterminée par interpolation a partir de 1’équation de la régression linéaire.

IVV.8. Etude biologique :

Souches microbiennes testées :

Pour chaque espéce végétale, la nature des composants phytochimiques et la teneur en substance
ou I’ensemble des substances biologiquement actives sont a 1’origine des activités biologiques de
chaque extrait ou d’huile essentielle. Au but d’évaluer cette activité nous avons testé la sensibilité
de quatre souches fournies par le laboratoire de microbiologie de 1’hopital militaire de la wilaya de
Béchar, Leur identification a été effectuée a 1’aide d’un automate VITEK, et sept souches de
référence provenant de I’Institut Pasteur d’Algérie (Tableau 2). La pureté des souches a été
confirmée par coloration de gram et des ensemencements sur des milieux séléctifs a savoir milieu
HEktoen et Mac Conkey pour les entérobactéries, milieu Chapman pour les staphylocoques et

milieu Sabouraud pour les levures.

Tableau n°2 : Liste des souches microbiennes testées.

Souches Code Gram Source
Staphylococcus aureus - Positif

Pseudomonas aeruginosa - Négatif Milieu hospitalier
Klebsiella pneumoniae - Neégatif

Escherichia coli - Negatif

Staphylococcus aureus ATCC6538 Positif

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 Neégatif Institut Pasteur
Klebsiella pneumoniae ATCC700603 Neégatif

Escherichia coli ATCC25922 Négatif D’Algérle
Proteus mirabilis ATCC35659 Négatif

Bacillus cereus ATCC10876 Positif

Candida albicans ATCC10231
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ATCC: American Type Culture Collection.

Préparation de I’inoculum :

L’inoculum est préparé a partir d’'une culture jeune de 18 heures sur bouillon nutritif pour les
bactéries, et 48h sur bouillon Sabouraud pour les levures en les diluant dans 1’eau physiologique la
turbidité de chaque suspension est ajustée a 0.5 a I’echelle de MacFarland qui correspond a (1-
2)x108 UFC/mL pour les bactéries et (1-5)x10% UFC/mL pour les levures (Abdelli et al., 2019;
Balouiri et al., 2016).

IV.8.1. Sensibilité des souches aux antibiotiques et antifongiques :

La sensibilité aux antibiotiques et antifongiques est déterminée selon les recommandations du
comité de I’antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie par la méthode de diffusion
de disque sur milieu gélosé (CLSI, 2012). Les boites de Pétri contenant les milieux Mueller Hinton
et Gelose Sabouraud ont été ensemenceé par étalement de 100uL d’inoculum bactérien ou fongique,
des disques d’antibiotiques Annexe et des disques imprégnés de 15ul d’une solution d’antifongique
(100 pg/ml) sont déposés sur les boites inoculées des souches a tester a 1’aide d’une pince stérile.
Les boites de Pétri ont été laissees diffuser a température ambiante pendant 1h avant de les incuber
a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h pour les levures. Les expériences sont
effectuées en trois répétitions. Les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés et la sensibilité
est déterminée en se référant aux tableaux de CASFM (2014) ; CASFM (2018).

1V.8.2. Etude de P’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits :
> Technique de diffusion en milieu gélosé (Méthode de Vincent) :

Afin de tester I’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits, nous avons utilisé la
méthode de I’antibiogramme (CLSI, 2012).En plus de sa fiabilité et reproductibilité , cette méthode
est utilisé comme étape préliminaire a des études approfondies (Balouiri et al., 2016). Les milieux
coulés en boite de Pétri sont ensemencés avec 100uL de suspension microbienne ajustée a 0.5
MacFarland ; des disques de papier Whatman stériles de 6mm de diameétre contenant 15uL de
I’huile essentielle, ou 15uL des extraits hydrométhanoliques de la partie aérienne d’A.herba-alba
ou des feuilles ou fruits de C. spinosa a une concentration de 50mg/mL. En paralléle des boites

témoins sont utilisées comme contréle négatif pour verifier la croissance des différentes souches.
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Les boites sont laissées a température ambiante avant d’étre incuber a 37°C pendant 24h pour les

bactéries, et 25°C pendant 48h pour les levures (Chebaibi et al., 2011, 2016).

> Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La CMI correspond a la plus faible concentration en huile essentielle ou extrait capable d’éliminer
la croissance de 90% de la population microbienne (Skandamis et al., 2001). La détermination des
CMI vis-a-vis Les souches microbiennes est réalisée par la technique de microdilution en milieu
liquide. Une microdilution des huiles essentielles a tester dans le DMSO a 10% est produite dans
des tubes de maniere a générer une gamme de dilution & base de 2. La gamme de concentration est
reproduite dans des microplaques de 96 puits. 15uL de chaque dilution est transféré dans les puits
de la microplaque. Puis 170pL de BMH inoculé avec 15uL d’une suspension bactérienne a 10°
UFC/mL, ou 170pL de BS inoculé avec 15uL d’une suspension fongigque & 108 UFC/mL (Chebaibi
et al., 2016). Les concentrations finales des huiles essentielles sont comprises entre 10mg/mL a
0.019mg/mL (soit 1.5a 0.0029% (V/V%).

Concernant les extraits hydrométhanoliques des feuilles et des fruits de C.spinosa, et de la partie
aérienne d’A.herba-alba , la méme technique de microdilution sur microplaque de 96 puits est
utilisée suivant la technique décrite par Chebaibi et al. (2011) ; Ennacerie et al. (2017) avec
quelques modifications. Les solutions meres des différents extraits ont été préparées en dehors des
microplaques dans 1’eau distillée stérile a partir desquels des dilutions géométriques a raison de 2
ont été réalisées.50uL de chaque dilution a été transférée dans les puits convenables. Puis 100uL
de BMH ou BS contenant 10uL de la suspension bactérienne ou fongique ajustée a 0.5 MacFarland
a été ensemencé dans chaque puits. Dans les deux méthodes chaque ligne est réservée pour une
souche, le dernier puits serve pour le contrdle positif contentant BMH/BS et 1’inoculum, alors que
le 11°™ puits serve pour le contréle négatif (EDS ou DMSO10%). Les concentrations finales des
extraits sont comprises entre 100mg/mL a 0.4mg/mL pour les extraits d’A.herba-alba et les feuilles

de C. spinosa, et entre 200mg/mL et 0.8mg/L pour I’extrait des fruits.

Apres 18h d’incubation pour les bactéries et 48h pour les levures, la CMI est déterminée a partir
du premier puit ou aucune croissance n’est visible. La lecture est effectuée apres I’ajout de 20uL
de TTC (2,3,5-diphenyltetrazolium Chloride) préparer extemporanément dans 1’eau physiologique
stérile (0.9% NaCl). Les microplaques sont réincubées pendant 10 a 30 min, la viabilité des cellules

dans chaque puits est détectée par I’apparition d’une coloration rose (Balouiri et al., 2016;
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Chebaibi et al., 2011). Le nombre de répétions est de trois fois au cours des trois expériences

successives.
> Détermination de la concentration minimale bactéricide et fongicide (CMB/CMF) :

La concentration minimale bactéricide ou fongicide est correspond a la plus faible concentration
de I’extrait ou de I’huile essentielle qui produit une réduction de 99.9% de 1’inoculum microbien
initial (Skandamis et al., 2001). A 1’aide d’une anse calibrée 2pL est prélevé a partir des puits
montrant une absence totale de la croissance microbienne, et est ensemencé sous forme des stries
de 5¢cm de diameétre dans des boites de Pétri contenant gélose MH ou Sabouraud. Les boites sont
incubées a 37°C pour les bactéries et 25°C pour les levures. Les stries avec aucune croissance

microbienne représentent la CMB/CMF. Toutes les expériences sont réalisées en triplet.

En se Référant au rapport CMB/CMI ou CMF/CMI, I’effet antimicrobien peut étre jugé comme

suit :
Rapport CMB/CMI ou CMF/CMI <4 : effet bactéricide ou fongicide.

Rapport CMB/CMI ou CMF/CMI>4 : effet bactériostatique ou fongistatique (Sbayou et al., 2014).
I1VV.8.3. Etude de la combinaison entre les extraits :

La méthode de « checkerboard » est utilisée au but d’étudier la combinaison entre les extraits des
deux plantes. Elle se base tout d’abord sur la préparation des solutions meres et des séries de
dilutions de chaque extrait a part en commencant d’une concentration égale a 2xCMI, ces dilutions
sont utilisées pour préparer les différentes combinaisons. Chaque microplaque est consacrée a
I’étude d’une souche microbienne. Le long de I’axe des x a travers la plaque de microtitration, un
volume de 50 pL de chaque dilution d’extrait A a été ajouté dans chaque puits du 1°" au 6™ puits.
En ce qui concerne I’axe des y, un volume de 50 pL de chaque dilution d’extrait B a été ajouté dans
chaque puits du 1°" au 6°™ puits aussi. 100uL de bouillon BMH/BS contenant 10pL d’inoculum
ajustée a 0.5 MacFarland a été ensuite ajouté dans chaque puits. Les septiemes puits servent pour
le contrdle négatif alors que les huitiemes pour le contrdle positif. Les microplaques ont été scellées
et incubé a 37°C pendant 24h pour les souches bactériennes, et a 25°C pendant 48h pour les souches
fongiques (Chraibi et al., 2019; Ennacerie et al., 2017). La croissance microbienne est déterminée

en ajoutant 20uL du tetrazolium (0.4mg/mL). Aprés une incubation supplémentaire d’environ 10
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a 30 minute, I’interprétation des résultats est faite par le calcul des concentrations inhibitrices

fractionnaires (CIF). Les valeurs de I’indice CIF ont été calculées en utilisant la formule suivante :

X ICIF = CIFA+ CIFB

CIFA= CMI A en présence de B/CMI A seule
CIF B= CMI B en présence de A/ CMI B seule

Si le ICIF<0.5 : synergisme total, si 0.5 <ICIF<0.75 : synergisme partiel, si 0.75 <ICIF<2 : effet
indifferent, si ICIF>2 : antagonisme (Didry et al., 1993; Sharma et al., 2020).

IVV.8.4. Etude de la combinaison entre les antibiotiques et les extraits :

La découverte des nouvelles molécules antimicrobiennes ne permet pas de remplacer les
antibiotiques. Cependant ces molécules peuvent récompenser leur utilisation excessive et de lutter
contre la résistance acquise par les germes pathogénes, et ce peut étre achevé par la combinaison
des antibiotiques avec de ces phytomolécules. Pour chague souche on a testé deux antibiotiques.
Aprés avoir ensemencé par écouvillonnage les boites de Pétri contenant MH ou GS avec I’inoculum
microbien ajusté a 0.5 MacFarland. Cinq disques d’antibiotique ont été déposés a la surface de la
gélose. Pour évaluer I’effet de la combinaison 15uL de différents extraits (100mg/mL) ou d’huile
essentielle a été ajouté a chacun d’eux. Les boites de Pétri sont laissées & 4°C pendant 1 heure avant
de les mettre en incubation a 37°C pendant 24h pour les souches bactériennes, et 25°C pendant 48h

pour les levures les diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés (Ennacerie et al., 2017).

L’interaction entre les disques d’antibiotiques et les extraits ou I’huile essentielle peut produire

quatre différents effets :

Effet indifferent : activité de I’extrait ou 1’huile essentielle n’a aucune influence sur ’activité de

I’antibiotique

Effet additif (Addition) : ’effet de ’association est égal a la somme des effets produits par chacun

séparément

Synergie : I’effet de 1’association est significativement supérieur a la somme des effets obtenus

par chaque agent séparément.
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Antagonisme : ’effet de 1’association est inférieur a la somme des effets obtenus par chacun

séparément (Ocampo et al., 2014).

IVV.9. Etude Pharmacologique :
1V.9.1. Etude de la toxicité aigle :

> Matériel biologique :

Les tests in vivo ont été évalués chez des rats Wistar males et femelles pesant de 150-200g de poids
corporel provenant de 1’Institut pasteur d’Alger. Ils ont été mis dans des cages en polypropylene
avec un acces libre a I’eau et alimentés de fagon réguliére. Ils ont été acclimatés a I’environnement
de laboratoire pendant une semaine avant I’expérimentation, avec un cycle lumiere/obscurité de
12h.
» Toxicité aigUe :

Le test de la toxicité aiglie des extraits et des huiles essentielles a été réalisé selon les lignes
directrices de 1’Organisation de coopération et de développement économique (OECD) 423 pour
les essais des produits chimiques, méthode par classe de toxicité aigiie, adoptée le 23 juillet
2001(OECD, 2002). Ce test consiste a administrer par prise unigue les doses expérimentales aux
animaux et d’observer leur comportement et toute manifestation de toxicité, augmentation dans
I’activité, agitation, asthénie, convulsion, coma et mort. Ces observations sont faites réguliérement
pendant une période allant de 24h jusqu’a une semaine (Amezouar et al., 2013; Paschapur et al.,
2009).

e Mise en ceuvre pratique :
La toxicité aigiie des extraits et des huiles essentielles d’Artemisia herba-alba et de C. spinosa est
réalisée sur des rats en adoptant un processus séquentiel utilisant trois animaux du méme sexe par
étape ; et donc les animaux sont randomises par groupe de trois rats (n=3) pour chaque dose. lls
sont mis a jeun pendant 16h, puis pesés et marqués juste avant I’administration du traitement. Les
rats sont regus par gavage gastrique v.o., des doses de 50,300,500,2000 mg/kg, respectivement de
I’huile essentielle d’Artemisia herba-alba préparer dans le Tween 80 & 1%, ou des extraits des
feuilles et des fruits de C. spinosa, et de la partie aérienne d’Artemisia herba-alba préparer dans
I’eau distillée stérile (EDS). Les groupes témoins n’ont regu que le véhicule (gpl :10ml/kg de
Tween 80 a 1%, gp2 : 10ml/kg EDS). Les animaux ont été mis en observation pendant 2h avant de
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leur donner a manger et a boire pour noter les cas de mort immédiate, et les changements dans leurs
comportements en comparaison avec le groupe témoin. L’observation a continuée pendant 48h puis
sept jours pour noter le taux de mortalité et toutes les modifications physiques et comportementales
des rats traités (Amezouar et al., 2013; El Hachimi et al., 2017). Des grosses nécropsies sont
réalisées sur les rats morts et sacrifiés en analysant les organes cibles (I’estomac, reins, foie, coeur,

poumons, cerveau).
1V.9.2. Evaluation de ’effet anti-inflammatoire in-vivo :
> Inflammation aigue induite par la carragénine :

La recherche des propriétés anti-inflammatoires des huiles essentielles et des extraits a été réalisée
sur le modéle de 1’cedéme plantaire induite chez le rat (males et femelles de 150-200g) par
I’injection de 0.1ml de la carragénine 1% (p/v) dans la voute plantaire de la patte droite, technique
inspirée de celle décrite par Winter et al. (1962). Pour ce faire, les rats ont été mis a jeun 16h avant
I’expérimentation avec acces libre a I’eau. Ils ont été répartis en 4 lots de 6 rats pour chaque produit
testé. Lot I (témoin ou contrdle) a recu 10mL/kg de Tween 80 a 1% (HE) ou 10ml/kg de EDS
(extraits). Le lot Il (standard) a recu le Diclofénac 10mg/kg comme anti-inflammatoire de
référence. Lot II et IV ont regu I’huile essentielle a des doses de 50 et 100mg/kg pour les lots HES ;
ou des extraits a des doses de 200 et 400mg/kg pour les lots des extraits. Une heure apres le gavage,
chaque groupe d’animaux a regu par injection sou-plantaire de 100uL de carragénine a 1% (p/v)
dans la patte droite (Abdel Jaleel et al., 2016). L’évaluation de 1’cedéme a été suivie par
I’enregistrement du diametre de la patte enflammée a I’aide d’un pied a coulisse immédiatement

avant I’injection de ’agent phlogistique (VO0) et puis chaque heure pendant 6h (Vt).

Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme a été calculé selon la formule suivante (Abdelli et al.,

2017):

mhibition % (Vt —VO0)controle — (Vt — VO0)test 100
= X
HitbLtton Yo (Vt —VO0)controle

Ou VO est le volume de la patte avant 1’injection de la carragenine, et Vt est le volume de la patte

a t temps apreés injection de la carragenine.
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Figure 17 : (a) Administration orale de I’extrait ; (b) Injection sub-plantaire de la carragénine ;(C) Mesure
de diametre de gonflement de la patte a 1’aide d’un pied de coulisse digital.

Analyse statique :

Les résultats statistiques de 1’activité anti-inflammatoire ont été exprimes en moyenne +SEM des

diametres d’inhibition. L’étude statistique a été réalisée par le logiciel SPSS en utilisant ANOVA
suivie du test post-hoc Tukey.
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Chapitre V

V.1. Screening phytochimique :

Résultats et discussion

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les différents extraits préparés a partir de la partie

aérienne d’Artemisia herba-alba, et des feuilles et fruits de Capparis spinosa, en utilisant des

solvants de polarité croissante (1’éther diéthylique, le méthanol, et I’eau), et des reactictifs

spécifiques de révélation. Les résultats expérimentaux obtenus des tests phytochimiques des deux

plantes sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau n°3 : Résultats de criblage phytochimique des deux plantes A.herba-alba et C.spinosa.

Metabolites secondaires A.herba-alba | C.spinosa feuilles | C.spinosa fruits
Composeés Liqueur de Fehling - - ++
réducteurs
Flavonoides Anthocyanes - - -
Leucoanthocyanes - + +
Catéchols + + +
Flavonoides libres +++ +++ ++
(Flavone, (Flavonone) (Flavone)
génine)
Anthraquinones libres + ++ ++
Saponosides Indice de mousse ++ +++ ++
(125) (143) (125)
Alcaloides Réactif de Mayer ++ ++ _
Réactif de Wagner ++ ++ -
Coumarines + + +
Quinones libres ++ ++ ++
Sterols et Triteprenes +++ +++ +
Terpenoides +++ ++ -
Tanins catéchiques +++ +++ +++
Tanins i i
Tanins galliques - - -
Héterosides stéroliques - - +
Hétérosides triterpéniques ++ ++ -
Mucilages + + +

(+) : présence, (++) : plus ou moins riche, (+++) : tres riche (-) : absence.
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Plusieurs études phytochimiques ont tenté d’élucider les phyto-constituants de C.spinosa,
rapportent que cette espéce présente differents composants bioactifs dans toutes ses parties, et sont
doués d’importants effets biologiques et pharmacologiques (Mollica et al., 2017; Stefanucci et al.,
2018). Effectivement, nous constatons que les feuilles et les fruits de 1’espéce Capparis spinosa
contiennent les flavonoides, les tanins catéchiques, les terpénoides, les saponosides, les
coumarines, les stérols et triterpénes, les dérivés anthracéniques, les mucilages a des intensités plus
ou moins variables. Par contre des différences entre les composants des deux parties de la plante
ont été observé ; du fait que I’analyse phytochimique a montré aussi 1’absence des alcaloides et des
hétérosides triterpéniques dans les fruits, et les composés réducteurs et les hétérosides stéroliques
dans les feuilles. Nos résultats sont en concordance avec ceux obtenus par AL-Azawi et al. (2018);
Fadili et al. (2017). En effet, ils ont indiqué la présence des flavonoides, des tanins, des stérols et
triterpénes, des anthraquinones libres, et des alcaloides dans les feuilles et fruits, tandis qu’on
remarque 1’absence des alcaloides dans les fruits de notre plante, malgré qu’ils sont rapportés dans
plusieurs travaux (Tlili et al., 2011; Vahid et al., 2017; Zhang et Ma, 2018). De plus, les
saponosides qui sont absents dans les résultats des travaux précités sont présents en abondance
dans notre plante. D’autre part, les essais phytochimiques faites par Meddour et al. (2013)
signalent I’absence des tanins dans les extraits de C.spinosa alors que nos analyses indiquent leurs

présence.

Les résultats de screening phytochimique d’Artemisia herba-alba mentionnés dans le tableau n°3
révelent la présence en grande abondance de divers phyto-composants notamment les flavonoides,
les alcaloides, les tanins catéchiques, les terpenoides, les stérols et triterpénes, les quinones libres,
les hétérosides triterpéniques, les anthraquinones, les saponosides et les mucilages. Ces résultats
corroborent ceux obtenus par les travaux de Dif et al. (2016); Gacem et al. (2019). En effet, ces
derniers ont affirmé la présence des tanins, des flavonoides, des saponosides, des alcaloides et des
terpénoides, alors que Kahlouche-Riachi et al. (2015); Sellami et al. (2010) ont signalé
respectivement 1’absence des alcaloides, des saponosides, des leucoanthocyanes, des quinones
libres, et des coumarines. La nature des composants phytochimiques mise en évidence sont connus
pour des propriétés pharmacologiques et biologiques intéressantes qui peuvent contribuer a
I’utilisation des plantes étudiés ; il s’agit essentiellement : des flavonoides qui sont souvent
présentés comme antioxydants, anti-inflammatoires, antiallergiques, antispasmodiques,

hépatoprotecteurs (Bruneton, 2009; Rahman et al., 2006). Les tanins sont dotés des pouvoirs
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astringents, anti-diarrhéiques, antioxydants, antiseptiques, et anti-inflammatoires (Hennebelle et
al., 2004) , les coumarines avec leurs effets antioxydants. Les alcaloides Quant a eux, connus pour
leurs propriétés analgésiques, cytotoxiques, et antiarhytmiques (Zenk et Juenger, 2007). Ces
métabolites secondaires jouent aussi un rdéle important dans la défense de la plante contre les
agressions externes, leurs distributions peuvent changer durant le développement de la plante, ceci

peut étre due aux facteurs environnementaux qui stimulent leur biosynthese.
V.2. Rendement d’extraction :

Les rendements moyens d’extraction des extraits de C.spinosa et d’A.herba-alba et des huiles
essentielles de la partie aérienne d’A.herba-alba sont représentés dans le tableau n°4 . Le
rendement est déterminé par rapport au poids total de la matiére végétale seche, et est exprimé en

pourcentage.

Tableau n°4 : Rendement d’extraction en (%) de Capparis spinosa et d’Artemisia herba-alba.

Capparis spinosa Artemisia herba-alba
Extrait/HES i i i i i
Feuilles Fruits Extrait Huiles essentielles
Rendement (%) 14.78 22.74 27.97 1.73

La préparation des extraits a partir des feuilles et fruits de C. spinosa et de la partie aérienne
d’A.herba-alba a été réalisée par macération, en utilisant le méthanol a 80%. Ce dernier est un
solvant efficace pour I’extraction des composés phénoliques et des polyphénols relativement
polaires d’origine végétale. Nos résultats montrent que le méthanol a 80% a donné des rendements
plus ou moins importants pour les deux espéces étudiées dont le taux plus élevé a été enregistré

avec I’extrait d’A.herb-alba & un pourcentage de 27.97%.

Les résultats du rendement des feuilles et fruits de C.spinosa sont beaucoup plus supérieurs a ceux
rapporter par Fadili et al. (2017); Meddour et al. ( 2013) et Ennacerie et al. (2017) avec
respectivement des extraits methanoliques et éthanoliques obtenus par la méme méthode
d’extraction. Quand a A.herba-alba, des études antérieures faites sur cette espéce ont pu démontrer

un rendement d’extraction de D’extrait ¢thanolique et methanolique de 16.1% et 8.14%
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respectivement (Gacem et al., 2019; Orhan et al., 2010), ce qui est beaucoup plus inférieur a

notre valeur.

11 faut noter que d’une maniére générale, le rendement semble étre 1i¢ a la polarité et le volume de
solvant d’extraction qui a une grande importance, les parameétres d’extraction solide-liquide des
polyphénols, les conditions et la durée de stockage, et de la récolte. La variation du rendement peut
étre attribuée également a 1’origine géographique de la plante et aux polarité des differents
composants (Ben El Hadj Ali et al., 2014; Bouden, 2019; Khlifi et al., 2013).

L’huile essentielle de la partie aérienne d’A.herba-alba extraite par hydrodistillation a permet de
donner un rendement de 1.73%. La teneur en HE dans notre plante est relativement proche a celui
trouvé par Benmeddour et al. (2019) avec I’espéce provenant de Biskra 1.93%, et plus important
par rapport a ceux obtenus par Bertella et al., (2018) ; Goudjil et al. (2016) ; Rekkab et al. (2016)
a Batna, Djelfa, Oum EI Bouaghi a des valeurs de 0.6%, 0.54%, et 1%respectivement. D’autre part,
des résultats inférieurs a nétres ont été obtenus par A.herba-alba récoltée dans les hauts plateaux
de I’Algérie : Bordj Bou Arrerridj, Djelfa, M’sila, Batna, Draa Echikh et Boussaada (Dahmani-
Hamzaoui & Baaliouamer, 2010).

En comparant nos résultats avec des travaux realisés en dehors de 1’ Algérie, une étude menée aux
Maroc sur la plante fraiche et seche a révélé un rendement d’extraction trop faible de 0.25% et
0.21% (Ouaritini et al., 2016). Tandis que, dans une autre étude faite sur le méme espéce cultivée
et spontanée a démontrée des taux élevés de 1.5%, et 1.8% et qui sont Iégerement proche a nos
résultats (Aljaiyash et al., 2018). De méme, Bachrouch et al. (2015) ont rapporté que les feuilles
d’A.herba-alba donnent un rendement élevé de (2%) par comparaison avec celles d’A.absinthium
récoltées en Tunisie. Cependant, en Jordanie le rendement obtenu par Qnais et al. (2016) été de

0.45% moins faible que le notre.

Ces variations sont dues a plusieurs facteurs tels que la période de récolte, I’origine géographique,
la génétique de la plante, les paramétres morphologiques et écologiques, ainsi que la durée de
séchage, I’organe végétal utilisé, le stade de la croissance et la méthode d’extraction (Akrout et

al., 2010; Sefidkon et al., 2007; Viljoen et al., 2006).
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V.3. Résultats d’analyse chimique :

L’huile essentielle de la partie aérienne d’A. herba-alba analysée par chromatographie en phase
gazeuse couplée a un spectrometre de masse (CPG-MS) nous a permis d’isoler et d’identifier 54

composants résumeés dans le tableau ci-dessous :

Résultats et discussion

Tableau n° 5 : Composition chimique des huiles essentielles de la partie aérienne d’A.herba-alba.

N° Composés IR | Aire% | N° Composés IR | Aire%
1 | 1-octene 791 0.1 29 | 1-decen-3-ol 1178 0.2
2 | cis-salvene 851 0.1 30 | terpinen-4-ol 1185 0.3
3 | tricyclene 929 0.3 31 | cryptone 1192 0.1
4 | a-thujene 931 0.5 32 | a-terpineol 1196 0.1
5 | a-pinene 940 0.3 33 | myrtenal 1204 0.4
6 | camphene 957 3.6 34 | cis-p-menth-2-en-7-ol 1210 0.3
7 | thuja-2,4(10)-diene | 961 0.1 35 | verbenone 1216 0.1
8 | 1-octen-3-ol 975 tr. 36 | 3-isopropylphenol 1224 0.4
9 | sabinene 979 0.9 37 | n-hexyl-2-methylbutanoate 1235 tr.
10 | B-pinene 985 0.2 38 | isobornyl formate 1238 0.1
11 | myrcene 991 0.16 39 | cumin aldehyde 1247 0.3
12 | verbenene 997 tr. 40 | carvone 1249 0.1
13 | a-phellandrene 1010 0.4 41 | piperitone 1261 0.9
14 | o-terpinene 1022 0.9 42 | 6-camphenol 1284 0.3
15 | p-cymene 1028 1.0 43 | thymol 1289 0.1
16 | limonene 1034 0.1 44 | carvacrol 1300 0.4
17 | p-phellandrene 1036 0.5 45 | (2)-jasmone 1404 0.6
18 | 1,8-cineole 1037 0.5 46 | (E)-p-caryophyllene 1441 0.1
19 | y-terpinene 1063 14 47 | allo-aromadendrene 1492 0.5
20 | terpinolene 1094 0.5 48 | bornyl isovalerate 1520 0.1
21 | a-thujone 1114 48.0 50 | isobornyl isovalerate 1529 0.1
22 | B-thujone 1123 13.4 51 | &-cadinene 1538 0.1
23 | trans-sabinol 1146 0.1 52 | bornyl angelate 1616 0.1
24 | trans-pinocarveol 1149 0.1 53 | isobornyl angelate 1623 tr.
25 | camphre 1154 131 54 | xanthoxylin 1682 0.2
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26 | sabina ketone 1162 0.6 Monoterpenes oxygénés 80.3
27 | pinocarvone 1170 0.3 Monoterpénes 10.9
28 | bornéol 1175 1.3 hydrocarbonés
Sesquiterpénes oxygénés 0.2
Total 94.1%

IR : Indice de Rétention, tr : trace.

L’analyse chimique d’huile essentielle d’armoise blanche montre qu’elle est principalement
constituée d’un mélange de monoterpénes oxygénés (80,3 %), suivis par des monoterpénes
hydrocarbures (10,9 %), et une trés faible quantité de sesquiterpenes oxygénés (0,2 %), I’ensemble
identifié représente ainsi un total de 94.1%. L’a-thujone, le B-thujone et le camphre sont les
principaux constituants a des taux de 48%, 13.40%, et 13.10% respectivement. D’autres
composants sont également présents a des pourcentages appréciables : le camphéne (3,6 %), le y-
terpinene (1,4 %), le bornéol (1,3 %) et le p-cyméne (1,0 %). Nos résultats sont en accord avec
ceux obtenus par Said et al. (2016) a des pourcentages de 72,7%, 11,8%, 15,5%, et 45,4%, 32,8%,
21,8% d'o-thujone, B-thujone, et du camphre respectivement a Beni-Ouenif (Béchar, Algérie) et
dans les montagnes de I'Atlas (Merrakech, Maroc). De méme, Belhattab et al. (2014) ont rapporté
que 1'o-thujone comme composant majeur a été trouvé dans 1’espéce de Bougaa, Bousaada et
Boutalleb, avec du camphre et de la chrysanthenone. Des observations similaires ont été faites par
Aljaiyash et al. (2018) avec des huiles essentielles extraites des especes cultivées et spontanées du
Maroc, dont I’a-thujone (31.1-17.9%), le camphre (0.2-7.5%), I’artemisyl acétate (0.5-1.3%) et
le B-thujone (0.2-1.3%) sont considérés comme des composés majoritaires. Le thujone est trouvée
aussi dans les huiles essentielles d’armoise blanche de Biskra, et de sud de la Jordanie (Abu-

Darwish et al., 2015; Benmeddour et al., 2019).

L’huile essentielle a chémotype thujone a également été trouvée dans certains échantillons de sud
de la Tunisie en association avec d’autres composants majeurs soit : le cis-chrysantenyl acétate , le
sabinyl acétate, le Chrysanthenone, et le borneol (Akrout et al., 2010; Mighri et al., 2010; Zouari
etal., 2010). Le cis-chrysanthenyl acétate est considéré aussi comme le constituant le plus abondant
des huiles essentielles de Biskra (Algérie), et de I’Espagne (Arroyo et al., 2018; Bezza et al.,
2010). En outre, les résultats des travaux réalisés par Mohsen et Ali, (2009) sur 18 échantillons
d’huiles essentielles collectées de différentes régions en Tunisie ont révélé la présence de 10

composants majoritaire qui sont: cinéole, thujones, chrysanthenone, camphre, borneol,
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chrysanthenyl acétate , sabinyl acétate, davana ethers et le davanone, avec des concentrations
supérieure a 10%. De méme Aouadi et al. (2014) ; Younsi et al. (2018) ont démontrées que les
huiles essentielles d’armoise blanche de la Tunisie sont riches en camphre, a-thujone, trans-sabinyl
acetate, B-thujone, chrysanthenone, germacrene D, et du 1,8-cinéole. Des résultats relativement
différents ont été obtenus sur les échantillons collectés a Batna (Bertella et al., 2018), au nord du
Sahara algérienne (Dahmani-Hamzaoui & Baaliouamer, 2010), a Djelfa (Lakehal et A, 2016),
en Tunisie (Bachrouch et al., 2015), et au Maroc (Imelouane et al., 2010; Paolini et al., 2010)

mis en exergue le camphre comme composant principal.

Toutefois, certains constituants chimiques secondaires ont été décrits par d’autres auteurs comme
composés majeurs d’A.herba-alba. C’est le cas de 1,8-cineole trouvé dans 11 échantillons en
Espagne, ainsi en Jordanie, et en Algérie (Abu-Darwish et al., 2015; Rekkab et al., 2016; Salido
et al., 2004). L’a-terpineol (47.33%), et le Borneol (35.68%) principaux constituants des huiles
essentielles extraites des espéces du rif oriental du Maroc et de 1’ Atlas Saharien (Ouaritini et al.,
2016), le Davanone (42.8%) souligné par Goudjil et al. (2016) a Djelfa. La piperitone identifié
dans les especes d’Arabie Saoudite avec un pourcentage exceptionnellement élevée (44.6%) (Al-
Wahaibi et al., 2020), la Chrysanthenone (16.2%) principal composant d’huile essentielle extraite
du Nord-est Algérien (Rekkab et al., 2016), et le caryophyllene acetate (10.75%) trouvée dans

certaines espéces jordaniennes (Qnais et al., 2016).

Il semble que I’espéce A.herba-alba est caractérisée par un polymorphisme, et une variabilité intra-
spécifique trés importante dans le profile chimique de ses huiles essentielles , qui en résulte
I’apparition de différents chémotypes. Comme citer précédemment, cette variabilité est peut-étre
liée a la génétique de la plante, 1’origine géographique, la période de récolte, et aux parametres

environnementaux et morphologiques.
V.4. Analyse quantitative des extraits (Teneur en polyphénols, flavonoides, et tanins) :

Les différents extraits bruts de I’armoise blanche et du caprier obtenus par extraction solide-liquide
ont été analysés quantitativement pour leurs contenus en polyphénols totaux, flavonoides totaux,
et proanthocyanidines, les résultats sont déterminés a partir de la régression linéaire des courbes
d’¢étalonnages, et exprimés respectivement en mg €équivalent d’acide gallique, mg équivalent

quercitine, et mg équivalent catéchine par g d’extrait de la plante (Tableau n°6).
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Tableau n°6 : Teneurs des extraits hydrométhanoliques d’A.herba-alba et de C. spinosa en polyphenols
totaux, flavonoides et tanins.

Extraits de plantes Polyphenols totaux Flavonoides totaux Tanins condensés
mg EAG/g d’Ext mg EQe/g d’Ext mg EC/g d’Ext
Ext d’ A.herba alba 292.97+9.1 28.15+0.71 25.3+2.8
Ext de C.spinosa feuilles 124.06+5.6 28.44+0.59 18.40+2.1
Ext de C.spinosa fruits 47.2145.1 10.48+0.09 17.1+15

Selon le tableau les valeurs des composants phénoliques des différents extraits hydromethanoliques
varient entre 292.9749.1 mg EAG/g d’extrait (A. herba-alba) et 47.21+5.1 mg EAG/g d’extrait (C.
spinosa fruits), on remarque que les polyphénols sont significativement plus répondus dans
I’armoise blanche. En effet, plusieurs auteurs ont rapporté que le genre Artemisia a un profil riche
en composés phénoliques qui peuvent contribuer a ses activités biologiques (Ali et al., 2017). Ces
résultats sont en accord avec ceux rapportés par Khlifi et al. (2013) avec des teneurs totales en
polyphénols, flavonoides et tanins d’extrait hydromethanolique de 123,95+4,30 mg GAE,
19,74+0,17 mg QE et 5.47+0.09 mg EC/g MS respectivement. Comparativement des valeurs moins
importantes en polyphénols et en tanins ont été enregistrée par Dif et al. (2016) avec ’extrait
méthanolique (43,614+0,623, 20.182+1.92 mg/mL) de I’espéce provient d’el Bayadh, et qui sont
inférieures a nos résultats. Sekiou et al. (2021) ont montré que les teneurs de 1’extrait aqueux de la
partie aérienne d’A4.herba-alba en polyphénols a été 83.59 + 0.96 mg EAG/g d’extrait, et en
flavonoides qui a été 25.7 + 0.95 mg EQe/g d’extrait, ce méme extrait a été riche en tanins condensé
a une valeur de 8.75 + 0.5 mg EC/g MS, ce qui est sensiblement proche a nos résultats. Cependant,
Bourgou et al. (2017) ont rapporté que la fraction aqueuse est moins riche en polyphénols par
rapport a la fraction d’acétate d’éthyle (40,00 mg, 87,50 mg /GAE/g de MS). En revanche,
Bakchiche et al. (2018) ont enregistré des valeurs en polyphénols et flavonoides inférieurs aux
notres avec des extraits éthanoliques, elles étaient respectivement de 22.41+0.08 mg EAG et
2.39+0.13 mg ER/g de MS.
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En outre, Eddine et al. (2016) ont prouvé que I’extrait d’acétate d’éthyle est le plus efficace dans
I’extraction des polyphénols, flavonoides et proanthoyacidines par rapport a I’extrait aqueux, et
chloroformique dont les meilleurs taux enregistrés étaient respectivement de 92.29+3.25 mg EAG,
61.24+2.04 mg RT, 25.47+0.95 mg CAE/g de poids sec. On peut constater que le type de solvant
et la méthode d’extraction sont les principaux facteurs qui déterminent les rendements en

composants chimiques de la matiere végétale.

Concernant les extraits de C. spinosa, les résultats montrent que les feuilles et les fruits sont riches
en phénols totaux a des taux qui varient entre 124.06+5.6 et 47.21+5.1mg EAG/g d’extrait. Ces
résultats sont de maniére intéressante plus importants par rapport a ceux trouvée par Fadili et al.
(2017), dont ils ont enregistré des valeurs plus faibles en polyphénols (3.8 mg EAG, 2.89 mg
EAG/g d’extrait) dans les feuilles et les fruits respectivement, avec une teneur des flavonoides de
7.85+0.1 mg EQe/g d’extrait dans les feuilles et leur absence dans les fruits de la plante, ce qui
peut étre confirme 1’abondance des tanins dans les fruits en comparaison avec les flavonoides. De
plus, Tlili et al. (2017) ont observeé des taux des phénols et flavonoides de 23.37£0.4 mg EAG, et
9.05+0.27 mg EQe/qg de poids sec avec I’extrait methanolique des feuilles de I’espéce de la Tunisie,
ce qui est sensiblement proche a nos résultats. Les résultats de Meddour et al. (2013) ont suggére
des teneurs en polyphénols et flavonoides de I’extrait méthanolique des bourgeons a fleurs, fleurs
et fruits ont été de 29.01+ 0,84 ug EAG/mg et 5,97 + 0,42 ng ER/mg d’extrait, ce qui est inférieur

aux résultats trouvés avec les fruits.

Les résultats de Aliyazicioglu et al. (2013) et Bonina et al. (2002) sur I’extrait méthanolique
lyophilisée montrent la richesse des fruits de C.spinosa en polyphénols avec un taux de 37.01+0.03
mg EAG/100g de poudre seche et des boutons floraux avec une valeur de 65.13 + 5.53 mg ER/g
d’extrait. De méme, Baghiani et al. (2012) ont enregistré des teneurs de 25.01 £+ 1.64 pg EAG/100
mg, 31.37 = 4.27 ug EQ/100 mg d’extrait de polyphénols et flavonoides respectivement dans les

extraits chloroformiques de la partie aérienne.

On remarque que les feuilles contiennent la plus grande quantité de polyphénols que les fruits dans
nos échantillons. En effet, Arrar et al. (2013); Rajhi et al. (2019) ont démontré que les
polyphénols et les flavonoides sont plus abondants dans les feuilles, les fleurs, les fruits et enfin les
racines, ce qui corrobore nos résultats. Tandis que Akkari et al. (2016) ont observé des quantités

plus élevées en polyphénols, flavonoides, et en tanins dans I’extrait aqueux des boutons floraux par
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rapport a celui des feuilles fraiches, ils ont aussi prouvé que la teneur totale en polyphénols de ces
extraits a €té plus importante au stade de la floraison qu’au stade végétatif. Mais toutes ces études
confirment la richesse de 1’espéce C. spinosa en ces molécules bioactives. La différence des teneurs
peut étre expliquer par la variabilité du métabolisme phénolique dans les différentes parties de la
plante qui peut changer pendant la période de croissance, ceci peut étre lié aux conditions
climatiques et environnementales (sécheresse, température chaude, forte exposition solaire,
salinité), qui stimulent la biosynthése de métabolites secondaires (Fadili et al., 2017). D’une
maniére générale, nous pouvons attribuer les différences en composés phénoliques et en
flavonoides a des facteurs génétiques, a 1’origine géographique, aux conditions de croissance et la

période de récolte, la partie étudié, le mode opératoire et le solvant utiliseé.
V.5. Effets antioxydants :

Les effets antioxydants des extraits d’armoise blanche et du caprier sont évalués par deux méthodes

complémentaires : piégeage des radicaux libres DPPH, et la réduction de fer FRAP.
V.5.1. Piégeage du radical DPPH :

L’évaluation de la capacité des extraits d’armoise blanche et du caprier a piéger le radical libre de
DPPH, a été effectuée par la mesure de son absorbance et en suivant sa cinétique de décoloration
en présence de différentes concentrations des extraits, une diminution de I’intensité de la couleur
de DPPH indique la présence des molécules antiradicalaires dans le milieu. Parallélément aux
différents extraits, I’acide ascorbique a été utilis¢é comme standard. Les résultats obtenus sont
illustrés dans les figures 18, 19, 20. Les valeurs des IC50 sont présentées dans le tableau 7. Il est

admis que plus cette valeur est basse, plus 1’extrait est puissant vis-a-vis les radicaux libres.

On constate que tous les extraits testés possédent une capacité antiradicalaire dose-dépendante.
L’extrait hydrométhanolique des feuilles de C.spinosa a montré le plus grand pourcentage
d’inhibition de 94.98%, avec une concentration inhibitrice 50 de 44.85+0.69ug/mL , suivi par
I’extrait d’armoise blanche avec un taux d’inhibition de 93.14% et une IC50 de 56.92+4 pg/mL.
Tandis que I’extrait des fruits du caprier a donné une activité moins importante par rapport aux

autres avec un taux d’inhibition de 67% et une IC50 égal a 483.42+71 ng/mL.
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Figure 18 : Pourcentages d’inhibition de DPPH par les extraits et 1’acide ascorbique.

Tableau n° 7 : Résultats des IC50 exprimés en (png/ml) d’inhibition de DPPH des différents extraits.

Produit

A.herba-alba

C.spinosa feuilles

C.spinosa fruits | Acide Ascorbique

1C50 (ug/mL)

56.92+4

44.85+0.69

483.42+71 9.90+1.02
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Figure 19 : Pourcentages d’inhibition de DPPH en fonction des différentes concentrations des

extraits
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Figure 20 : Pourcentages d’inhibition de DPPH en fonction des différentes concentrations
utilisées d’acide ascorbique.

Cette activité antiradicalaire des extraits pourrait étre due a leur richesse en polyphénols et surtout
en flavonoides. L activité antioxydante de I’acide ascorbique est mesurée dans les méme condition
en adoptant le méme mode opératoire. Ce dernier a manifesté un potentiel plus puissant sur le

radical libre DPPH par rapport aux extraits avec une 1C50 plus importante de 9.90£1.02 pg/mL.

Les résultats de I’effet antioxydant de C. spinosa obtenus sont en accord avec ceux rapportés par
Bhoyar et al. (2018); Grimalt et al. (2018); Tlili et al. (2017) , dont ils ont prouvé que les
différentes parties de cette espéce posseédent un puissant pouvoir antioxydant. Nos résultats
montrent que 1’activité antioxydante ne dépend pas seulement de la concentration en polyphénols
mais également de la nature et la conformation structurale des molécules antioxydantes présentent
dans I’extrait. En effet, les polyphénols ayant plus des groupement hydroxyles dans le cycle
phényle possedent un grand potentiel de piégeage des radicaux libres (Fadili et al., 2017; Torres
de Pinedo et al., 2007). De méme, I’activité antiradicalaire des composés phénoliques est
dépendante aussi du degré d’hydroxylation et de polymérisation de ces composés contenu dans
I’extrait. Une autre étude a montré que les flavonoides ayant des groupements 3°, 4’-dihydroxy sur
le cycle B et/ou un groupement 3-OH sur le cycle C (ex : flavan-3 -ol ), ou une double liaison C2-
C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo- sur le cycle C (ex : flavonol) possedent une grande

capacité de scavenging (Kchaou et al., 2013).

Concernant A.herba-alba , plusieurs études ont signalé I’effet antioxydant de cette espéce. En effet,

Bourgou et al. (2017) ont indiqué que les fractions d’acétate d’éthyle et d’eau de I’armoise blanche
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présentaient de fortes activités avec des 1C50 de 18 et 32ug/MI respectivement. Des résultats moins
importantes ont été enregistré par Dif et al. (2016), et Sekiou et al. (2021) successivement avec les
extraits méthanoliques et aqueux (1C50=0.086mg/mL, 30.46+0.45 mg/mL). Il faut de noter qu’il
est difficile de comparer les données de piégeage de radical DPPH avec celles enregistrés dans la

littérature tant que différents modes opératoires, différentes parties et unités d’expression ont été

utilisées.

La figure 21 montre une augmentation des pourcentages d’inhibition en fonction des différentes
concentrations de I’huile essentielle d’A.herba-alba, il atteint son maximum 71.08% a la
concentration 34000ug/mL (34mg/mL). Ce résultat indique que cette huile possede un faible

pouvoir antioxydant avec une 1C50 de 17.87£1.79 mg/mL (tableau n° 8), et qui est nettement

inférieure a celle de I’acide ascorbique.

Résultats et discussion

Tableau n° 8 : Valeurs de la concentration inhibitrice 50 (ug/mL) de I’huile essentielle et de I’acide
ascorbique obtenues par le test de DPPH

Produit HES d’A.herba alba Acide Ascorbique
1C50 (pg/mL) 17866179 4.87+0.34
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Figure 21 : Pourcentages d’inhibition de DPPH en présence de I’huile essentielle d’A.herba alba, et de
I’acide ascorbique

Il est admis que la dominance des composés non phénoliques dans les huiles essentielles d’A.herba-
alba peut étre liée a leur faible pouvoir antioxydant. Nos résultats sont en concordance avec ceux

obtenus par Akrout et al. (2010), Mighri et al. ( 2010). De méme, des résultats similaires ont été
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trouvés avec les huiles essentielles d’autres espéces d’Artemisia comme A.absinthium, A.beinnis,
A.dracunculus, A.longifolia et qui sont dominés par des composants non phénoliques (Lopes-Lutz
et al., 2008). Toutefois, Andrade et al. (2013) ont signalé que la faible activité antioxydante peut
étre attribuer aux terpeénes hydrocarbonés qui sont incapables de donner un atome d’hydrogéne au
DPPH, et a cause de la faible solubilité qu’ils présentent dans le milieu réactionnel du test, qui

utilise le méthanol ou 1’éthanol comme solvant.
V.5.2. Test de FRAP :

Dans ce test, la capacité antioxydante des extraits et de I’huile essentielle est révélé par le virage
de couleur du milieu, qui due & la réduction du fer ferrique (Fe3*) en fer ferreux (Fe?"), I’intensité
de la couleur est mesurée et s’exprimée en DO, cette intensité est proportionnelle au pouvoir

antioxydant de différents extraits testés, les résultats sont illustrés dans les figures 22,23,24,25.
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Figure 22 : pouvoir réducteur de I’extrait Figure 23 : Pouvoir réducteur de 1’extrait des
d’A.herba-alba. feuilles de C.spinosa.
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fruits de C.spinosa. ascorbique
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Le pouvoir réducteur des extraits est concentration-dépendant (dose-dépendant). A la concentration
277.8 ng/mL, le pouvoir réducteur de 1’extrait hydrométhanolique d’armoise blanche est largement
supérieur (DO=1.22) par rapport aux extraits du caprier, mais nettement inférieur a celui de 1’acide
ascorbique. Pour I’extrait de C.spinosa , il s’est avéré que les feuilles posséde une capacité plus
marquée a réduire le fer par rapport aux fruits, et reflétée par une densité optique maximale atteinte

a une concentration de 833.3 pg/mL. Tandis que celle des fruits était de 1667ug/mL.

La détermination de la concentration efficace en extraits qui fournit 0.5 d’absorbance (CEsp) permet
d’évaluer leur potentiel antioxydant. Plus cette concentration est basse plus 1’extrait exprime un
puissant pouvoir antioxydant. On remarque que la capacité a réduire le fer ferrique en fer ferreux
est variable entre les extraits des deux parties de la méme plante. Selon le tableau 9, I’extrait des
fruits de C.spinosa présente une valeur plus faible en CEso de 619.38+17 pg/mL, par rapport a celle
des feuilles (413.9£18 ug/mL). De méme, la meilleure valeur a été enregistrée avec 1’extrait
d’A.herba-alba (95.77+1.5 pg/mL), néanmoins, ces résultats restent inférieurs comparativement
avec ceux de I’antioxydant de référence.

Tableau n° 9 : Valeurs de la concentration efficace 50 des extraits des espéces étudiées et de 1’acide
ascorbique

Produit A.herba-alba C.spinosa feuilles | C.spinosa fruits | Acide Ascorbique

CE50 (pg/mL) 95.77+1.5 413.9+18 619.38+17 15.67+1.24

La figure 26 montre le pouvoir réducteur en fonction des différentes concentrations d’huile
essentielle d’armoise blanche. On remarque que la plus faible DO (0.25) a été enregistrée a une
concentration d’huile essentielle de 2000png/mL (2mg/mL), alors que la plus grande DO (1.03) a
une concentration de 15 mg/mL. Ces résultats confirment que I’huile essentielle d’A.herba-alba
posséde un potentiel antioxydant modérement faible avec une CEso de 11.2+0.27 mg/mL.

Il est bien connu qu’il n’existe pas, a I’heure actuelle, de méthode universelle, unique et fiable
traduisant la capacité antioxydante. En effet, il est généralement nécessaire d’effectuer plusieurs
tests pour juger de I’effet antioxydant global d’un extrait d’une ressource végétale ou alimentaire.
De ce fait, nous avons utilisé deux tests simples, rapides et reproductives, et plus utilisés a savoir :
le test DPPH, et le test FRAP ( Prior et al., 2005).
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Figure 26 : Pouvoir réducteur de I’huile essentielle d’A.herba-alba

Il a été rapporté qu’une valeur de CE50 d’un extrait inférieur a 10mg/mL indique que ce dernier

est doté des propriétés antioxydante efficaces (AL-Azawi et al., 2018; Lee et al., 2008).

Effectivement, Les résultats obtenus nous ont permis de constater que les extraits de la partie
aérienne d’A.herba-alba et des feuilles et fruits de C.spinosa ayant une forte capacité antioxydante.
De plus, plusieurs études ont signalé la puissante activité antioxydante d’A.herba-alba. Gacem et
al. (2019) ont montré que I’extrait méthanolique et aqueux de cette espece ont donnée des CE50
plus élevée de 0.91+0.92, 2.42+0.11 mg/mL respectivement. Alors que Bourgou et al. (2017) ont
trouvé des valeurs de 150 et 280ug/mL avec les fractions d’acétate d’éthyle et d’eau
respectivement. En revanche, les résultats obtenus avec les extraits des feuilles et fruits de
C.spinosa corroborent ceux révélés par Aliyazicioglu et al. (2013) ; Allaith, (2014) ; Bhoyar et
al. (2018). Généralement, les propriétés réductrices de toutes les échantillons testés sont associés a
la présence des molécules qui peuvent rompre la chaine de radicaux libres en donnant un
hydrogene. Dans la présente étude les composés phénoliques des extraits des deux plantes ont
montré un pouvoir réducteur élevée sur le fer ferrique. En raison de leurs caractéristiques redox,
ils agissent comme des agents réducteurs, des donneurs d’hydrogéne et des neutralisateurs de
I’oxygene singlet. Leur potentiel redox joue un role important dans la détermination de la capacité

antioxydante (Rice-Evans et al., 1997).
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V.6. Etude de Pactivité antimicrobienne :
V.6.1. Profils de sensibilité des souches testées vis-a-vis les agents antimicrobiens standards :

Les souches bactériennes et fongiques sélectionnées au cours de cette étude sont celles qui causent
un probléme d’antifongithérapie et d’antibiothérapie, et qui sont responsables d’infections
nosocomiales. Pour cela, le profil de susceptibilité a un panel de plus de 10 antibiotiques, et des
antifongiques est porté sur le tableau n° 10. La classification des souches bactériennes en
catégories « Sensible, S », « Intermédiaire, | » , et « Résistante, R » est définie par le comité de
I’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CASFM, 2014, 2018) ce qui permet
de définir le phénotype des différentes souches étudiees. L’intervalle de résistance se varie selon
la souche et chaque antibiotique utilisé, généralement les Gram- sont considérés résistantes si les
diamétres sont <14 pour les beta-lactamines <16 pour les aminosides, et <19 pour les quinolones.
Concernant les Gram+, elles sont considérées résistantes si les diamétres d’inhibition sont <20 pour
les beta-lactamines et les aminosides, <17 pour les macrolides, et <19 pour les quinolones.
Toutefois, il n’existe aucune norme officielle en tant que référence pour I’interprétation de résultats
antifongiques. Cependant, les diametres critiques a lesquels les souches fongiques sont considérées
comme résistantes aux antifongiques standards sont <13 mm pour les triazoles, et elles sont

sensibles a des diamétres > 17 mm (Amar et al., 2013; Bouyahyaoui et al., 2016).

D’aprés ces résultats on remarque une variabilité dans la sensibilité des souches testées vis-a-Vis
les antibiotiques et les antifongiques. Toutes les bactéries ont montré une résistance aux béta-
lactamines (amoxicilline, ampicilline, oxacilline, pipéracilline...etc), et a I’augmentin. Les
diametres des zones d’inhibition varient entre 700 a 32+00 mm (inclue le diametre de disque), la
plus grande zone d’inhibition a été enregistrée avec le chloramphénicol vis-a-vis la souche clinique
de S.aureus. On note également une certaine résistance des Gram-négatifs aux aminosides
(néomycine, amikacine) pour les deux souches E.coli (clinique et référenciée) a I’acide nalidexique
pour les deux souches de P.aeruginosa (clinique et de référence), et la souche K.pneumoniae
ATCC700603. Certaines souches testées ont une résistance généralement similaires a celles
comparables dans les trauvaux de Chebaibi et al. (2011, 2016) dont ils ont trouvé une résistance
des Gram- ( E.coli, K.pneumoniae, P.mirabilis, P.aeruginosa) aux béta-lactamines et aux
aminosides (amikacine, tobramycine), et des Gram+ (S.aureus) a I’erythromycine et au bactrim.

De méme, ce résultat a montré des fortes résistances de S.aureus ATCC6538, B.cereus
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ATCC10876, et la souche clinique S.aureus aux mémes antibiotiques, et une sensibilité moderée
aux autres. De plus, la souche de C.albicans ATCC10231 s’est avérée aussi résistante a tous les

antifongiques mis en test.

Toutefois, une sensibilité intermédiaire est observée avec la doxycycline, le chloramphénicol et la
gentamycine vis-a-vis certaines souches. Tandis qu’une forte sensibilité a été enregistrée avec les
Quinolones (norfloxacine) contre toutes les bactéries testées. Bouyahyaoui et al. (2016) ont trouvé
que les souches cliniques testées sont sensibles a la gentamicine et au chloramphénicol (a
I’exception de P.aeruginosa), et sont résistantes a la doxycycline a I’exception de K.pneumoniae

qui a montré une sensibilité intermédiaire, ceci est en désaccord avec nos résultats.
V.6.2. Pouvoir antimicrobien des extraits :
V.6.2.1. Technique de diffusion en milieu gélosée (méthode de Vincent) :

Face a la résistance microbienne aux agents synthétiques, beaucoup des travaux se focalisent sur
la recherche des produits naturels dotés des propriétés antimicrobiennes sans effet néfaste dans les
extraits des plantes. Pour cela les extraits de 1’armoise blanche et du caprier ont éte testés pour leurs

activités inhibitrices de la croissance microbienne.

A la lecture des résultats obtenus dans la figure 30, on peut noter une variabilité des diamétres des
zones d’inhibition exprimés par les différents extraits vis-a-vis les souches étudiées, ce qui indique

que les souches microbiennes réagissent différemment avec les différents extraits testés.

Tous les extraits ont réagi positivement sur presque la totalité des souches étudiées. On remarque
aussi que I’extrait d’A.herba-alba est doué de propriétés antibactériennes trés appréciées vis-a-vis
les Gram+ et les Gram-, il a exhibé des zones d’inhibition comprises entre 11.33+1.5 et 26.33+2.3
mm, dont les plus grandes zones d’inhibition ont été enregistrées vis-a-Vvis les souches E.coli ATCC
25922 (26.33+2.3), et P.mirabilis ATCC 35659 (22.33+0.6).
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Tableau n° 10 : Antibiogramme et antifongigramme des différentes souches microbiennes utilisées.

ATB E.cl E.c2 P.al P.a2 K.pl K.p2 P.m S.al S.a2 B.c C.a
AMK 12.00£2.65 13.00£1.73 24.00+4.58 21.67+0.58 20.67+1.15 19.67+0.58 18.33x2.08 1567+4.62 20.00+00 15.67+153 -
R R ©) ® ) ©®) (S) (R ) R
CN 1800346 27.67+0.58 30.67+1.53 22.67+1.53 14.00£1.00 19.00+1.00 21.33+1.53 29.00+1.73 21.67+2.08 17.33x3.08 -
M ® ©) ® R O] (S) ©) ©) ®
NOR 28.33#0.58 25.33#3.79 31.00£2.65 31.00+1.73 21.33x1.15 19.67+0.58 24.67+2.08 28.00+3.46 23.33+1.15 22.33+153 -
® ® ©) ©) ©) O] (S) ©®) ) ®
(C) 27.00£1.73  19.00%1.00 - - 19.00£1.00 21.33x1.15 14.33x1.15 23.33+1.15 32.00+0.0 24.67+4.04 -
O] (0] (M (©) (R) (©) (S) O]
DOX 27.00£1.70 19.00£1.00 19.00£0.0  19.00£0.0 19.00+1.00 21.33+1.00 24.67+2.08 24.00+4.00 27.33+3.06 26.33+3.79 -
(S (0] 0] 0] (N ©) (S) (S) () S
TOB 15.00+4.00 1567+0.58 23.33+2.08 22.00£1.00 13.67+1.15 16.33t2.31 2167+2.89 26.67+1.15 21.33+3.21 18.00£2.00 -
M M ) ©) (R ) (S) ©) (S) ®)
SXT 1700 1600 - - 14.33+0.58 20.674#0.58 13.33%0.58 6+00 600 6+00 -
©) ® M ©) M (R (R) R
N 1500 11300  10.33#153  16+00 1500 1300 1100 - - - -
R R (R) M (R (R (R)
E - - - - - - - 23£1.0 967153  15%1.0 -
R (R) (R
NAL 23.33t153 20.67+0.58 6+00 6+00 14.33+0.58 20.33+0.58  21.0+00 - - - -
(S S (R) (R) (R) (©) (S)
AML 10200 6+00 6+00 6+00 6+00 6+00 6+00 - - - -
(R) (R) (R) (R) (R) (R) (R)
AUG 1300 6+00 6+00 6+00 8+00 9+00 1000 - - - -
(R) (R) (R) (R) (R) (R) (R)
OXA 6+00 6+00 6+00 6+00 6+00 6+00 6+00 6+00 600 6+00 -
(R) (R) (R) (R) (R) (R) (R) (R) (R) (R)
PRL 7+00 6+00 6+00 7+00 14200 15200 14400 - - - -
(R) (R) (R) (R) (R) (R) (R)
AMP 8+00 6+00 6+00 6+00 6+00 6+00 6+00 1300 7+00 6+00 -
(R) (R) (R) (R) (R) (R) (R) (R) (R) (R)
CAR 6+00 6+00 - - 6+00 6+00 6+00 - - - -
(R) (R) (R) (R) (R)
KZ 6+00 6+00 6+00 6+00 6+00 6+00 6+00 - - - -
(R) (R) (R) (R) (R) (R) (R)
Eco - - - - - - - - - - 1310
(R)
Clo - - - - - - - - - - 7%0
(R)
Mico - - - - - - - - - - 720
(R)

E.cl : Escherichia coli ATCC 25922, P.a 1 : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, K.pl: Klebsiella pneumoniae ATCC700603, P.m : Proteus mirabilis ATCC35659, S.al:
Staphylococcus aureus ATCC 6538, B.c : Bacillus cereus ATCC 10876, Candida albicans ATCC 10231. (E.c2 : Escherichia coli, P.a 2 : Pseudomonas aeruginosa, K.p 2 : Klebsiella

pneumoniae, S.a 2 : Staphylococcus aureus) souches isolées du milieu hospitalier et identifiées par le systtme VITEK.

AMK (Amikacine 30ug), CN (Gentamycine 30upg), NOR (Norfloxacine 10ug), C (Chloramphénicol 30ug), DOX (Doxycycline 30ug), TOB (Tobramycine 10ug) SXT
(Sulfamethoxazole-Triméthoprime 25ug), N (Néomycine 30ug), E (Erythromycine 15ug), NAL (Acide Nalidixique 30pg), AML (Amoxicilline 30pg), AUG (Augmentin 30ug), OXA
(Oxacilline 5ug), PRL (Pipéracilline 30ug), AMP (Ampicilline 10ug), CAR (Carbénicilline 100ug), KZ (Céfazoline 30ug), Eco, clo, Mico (Econazole, Clotrimazole, Miconazole
100pg/ml).
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Figure 27 : Diameétres moyens des zones d’inhibition des différents extraits obtenus avec les souches
testées.

Ces mémes résultats montrent des diamétres d’inhibition plus importants contre les souches E.coli
(24+4.0), P.aeruginosa ATCC 27853 (16£1.0 ), P.aeruginosa (15.33+0.6), S.aureus ATCC6538
(17.33£1.2) et S.aureus (15.67+1.2) par rapport & ceux rapportés par Kahlouche-Riachi et al.
(2015) avec les mémes espéces (<12 mm ) en étudiant les trois fractions (acétate d’éthyle, acétate
de diéthyle, et le 1-butanol). Alors que les travaux portés par Boujelal, (2013) ont montré que
I’extrait méthanolique d’A.herba-alba a donné un diamétre d’inhibition de 13+0.6 mm pour la

souche E.coli ATCC 25922 ce qui reste plus inférieurs que le nétre.

Quant a I’extrait des feuilles de C.spinosa il a permis d’avoir des diamétres des zones d’inhibition
qui se varient entre 9.67+1.2 et 26.5+1.5 mm. Cependant celui des fruits de C.spinosa a montré des
halos d’inhibition moins importants, le plus grand diamétre d’inhibition a été visualisé autour des
disques de P. mirabilis ATCC 35659 (21.33+2.3). Alomari et al. (2019) ont travaillé sur les extraits
d’acétate d’éthyle et de n-butanol des feuilles du céprier, et ils ont trouvé une activité moderée de
10 a 18 mm contre E.coli, P.aeruginosa et S.aureus a une concentration de 100mg/mL, ce qui est
moins important des diameétres reportés pour les mémes souches dans ce travail (entre 10 et 24 mm)

. Cependant les résultats enregistrés avec ’extrait des fruits a I’égard des souches cliniques E.coli
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et S.aureus (15.17£0.3, 15+£0.0 mm) sont plus ou moins inférieurs a ceux trouvés par Gull et al.
(2015) (20.9+0.1, 17.7+0.5 mm) avec I’extrait méthanolique. Dans d’autres études, ce méme type
d’extrait des fruits immatures s’est révelé inactif sur les souches E.coli, S.aureus et P.aeruginosa

quelques soit la dose (Meddour et al., 2013).

Comme a été rapporté dans la littérature, on considére qu’un extrait est inactive s’il produit des
diametres des zones d’inhibition inférieurs ou €gaux a 8mm, intermédiaire pour des diameétres
compris entre 8 et 14mm, moyennement efficace entre 14 et 20 mm. Pour des diamétres supérieurs
a 20 mm il est trés efficace (Sfeir et al., 2013). Au vu des résultats précédents, nous avons fait
ressortir que 1’extrait de 1’armoise blanche se révélé étre tres efficace vis-a-vis les souches E.coli
ATCC 25922, K.pneumoniae ATCC 700603, et P.mirabilis ATCC 35659, et la souche clinique
E.coli. Cette efficacité est notée pour ’extrait des feuilles du caprier contre les souches cliniques
E.coli, K.pneumoniae, S.aureus et P.mirabilis ATCC 35659. Ces extraits ont montré une activité
moyenne a I’égard des autres souches. Les deux souches de P. aeruginosa clinique et de référence
semble étre plus résistantes a I’extrait des fruits du caprier, cela est li¢ a leur grande capacité a
développer des résistances a de nombreux antibiotiques, d’ou leur implication est trés fréquente
dans les infections nosocomiales (Mann et al., 2000). Par ailleurs, les trois extraits ont un effet
intermédiaire comparables vis-a-vis la souche fongique C.albicans ATCC 10231.

La comparaison des résultats avec le profil de I’antibiogramme nous permet de noter que
globalement, les diametres des zones obtenues avec les extraits hydrométhanoliques surtout de
I’armoise et des feuilles du caprier sont plus importants que ceux obtenus avec les béta-lactamines,
les aminosides (néomycine) ; approximativement pareils aux halos d’inhibition exprimés par les
antifongiques contre C.albicans, le chloramphénicol et la doxycycline vis-a-vis les Gram-, mais
moins important a ceux obtenus a I’égard des Gram+. Ces résultats sont également moins important
par rapport a ceux obtenus avec la norfloxacine et la gentamycine a ’exception des souches de
références K.pneumoniae ATCC700603 et B.cereus ATCC10876 qui ont montré une certaine

résistance a ce dernier.
V.6.2.2. Détermination de la CMI et la CMB /CMF :

Le test de diffusion en milieu gélosé ce n’est qu’un criblage des activités antimicrobiennes des
extraits des plantes, il permet de sélectionner 1’extrait qui donne plus d’activité pour chaque souche
étudier, ainsi de se rapprocher aux concentrations d’autre essai microbiologique complémentaire
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qui sert a la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI), et la concentration

minimale Bacteéricide/ Fongicide. Les résultats sont repris dans le tableau n°11.

Tableau n° 11 : Résultats de CMI et CMB des extraits d’A.herba-alba et de C.spinosa exprimés en
(mg/mL).

Souches A.herba alba C.spinosa feuilles C.spinosa fruits
CMI CMB/ICMF CMI CMB/CMF CMI CMB/CMF

E.coli ATCC 25922 12.5 25 50 100 12.5 25
E.coli 50 50 100 100 25 200
P.aeruginosa ATCC 27853 25 >100 100 >100 100 >200
P.aeruginosa 50 >100 100 >100 200 >200
K.pneumoniae 50 50 50 50 100 200
ATCC700603

K.pneumoniae 50 100 100 100 200 200
S.aureus ATCC6538 50 100 50 50 200 200
S.aureus 50 100 100 100 100 100
B.cereus ATCC10876 12.5 50 25 50 3.75 100
P.mirabilis ATCC 35659 6.25 50 100 100 3.75 100
C.albicans ATCC 10231 25 25 50 50 50 50

La CMI des extraits des deux plantes a été déterminée par la technique de microdilution. Selon les
résultats, I’extrait de I’armoise blanche présente une CMI allant de 6.25 a 50 mg/mL. Tandis que,
celles des extraits des feuilles et fruits de C. spinosa se varient entre 25 a 100 et entre 3.75 a 200

mg/mL respectivement.

Nos résultats confirment une fois de plus I’efficacité des extraits de C.spinosa et viennent appuyer
les résultats publiés par AL-Azawi et al. (2018) qui ont révélé I’effet de 1’extrait méthanolique a
une concentration de 100 mg/mL contre les souches de S.aureus, E.coli, et K.pneumoniae en
engendrant des diameétres d’inhibition entre 17 et 21mm, et une CMI de 75, 100, 100 mg/mL
respectivement. Ces valeurs sont également conformes avec nos résultats a 1’égard des souches
cliniques E.coli, et K.pneumoniae voire méme pour la souche P.aeruginosa ou la CMI trouvée par
ces auteurs était de 250mg/mL. Gull et al. (2015) ont signalé que les extraits méthanoliques issues
de différentes parties du caprier se sont avérés plus efficace que les extraits éthanoliques et
acétoniques contre les bactéries 8 Gram+ et a Gram-. De plus, la CMI enregistrée avec 1’extrait des

fruits de C.spinosa vis-a-vis les deux souches B.cereus ATCC 10876, et E.coli ATCC 25922 (3.25,
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12.5 mg/mL) sont similaires a ceux trouves par Mahboubi et Mahboubi, (2014) avec les mémes

souches cliniques, et une concentration plus importante a été notée a 1’égard de la souche fongique

C.albicans (6.4 mg/mL).

Cependant, 1’étude réalisée par Mahasneh, (2002) a révélé que 1’extrait butanolique de C.spinosa
a montré une activité modérément efficace contre les souches fongiques C.albicans et A.flavus.
Alors que nos résultats sont plus importants par rapport a ceux trouveés par Rajhi et al. (2019) qui
ont signalé que ’extrait méthanolique des feuilles et fruits s’est révélé moins actif sur les souches
testées dont des faibles effets antibactériens ont été démontrés vis-a-vis les souches S.aureus,
E.coli, et E.faecalis avec des concentrations qui arrive jusqu’a 1g/mL. En revanche, Mazarei et al.
(2017) ont suggéré que les polysaccharides des feuilles de C.spinosa exhibent un large effet

antimicrobien contre E.coli, S.dysenteriae, et S.thypi.

Nos résultats de 1’extrait hydrométhanolique d’A.herba-alba semblent étre plus importants que
celles apportés par Seddik et al. (2010) qui ont mentionné une absence totale d’une activité
antibactérienne de I’extrait aqueux des feuilles de I’armoise contre toutes les souches sélectionnées.
Tandis que, Abdelah Bogdadi et al. (2007) ont montré que les extraits éthanoliques et
méthanoliques ont un effet antimicrobiens prometteur sur certaines souches testées (B.cereus,
S.aureus, E.coli, P.aeruginosa, C.albicans) avec des CMI entre 8 a plus de 16mg/mL ; ces

concentrations sont plus ou moins inférieures que les nétres (12.5 a 50 mg/mL).

Il existe plusieurs facteurs influengant la détermination de I’activité antimicrobienne (Tagnaout et
al., 2016). En effet, la variabilité des résultats des extraits de plantes peut dépendre de contenu en
polyphénols ; qui se dépendent eux méme de la méthode de préparation des extraits et de la nature
du solvant utilisé (Zhang et Ma, 2018). Il faut noter que plus la valeur de la concentration minimale
inhibitrice est faible plus I’activité antimicrobienne de 1’extrait est significative (Famuyide et al.,
2019). L’effet est considéré bactéricide/fongicide si le rapport CMB/CMI ou CMF/CMI est
inférieur a 4, et il est considéré comme bactériostatique si ce rapport est supérieur a 4 (Sbayou et
al., 2014).
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Tableau n° 12 : Effets des trois extraits sur les différentes souches étudiées.

Souches A.herba-alba C.spinosa feuilles C.spinosa fruits
CMB/CMI Effet CMB/CMI Effet CMB/CMI Effet
CMF/CMI CMF/CMI CMF/CMI

E.coli ATCC 2 Bactéricide 2 Bactéricide 2 Bactéricide

25922

E.coli 1 Bactéricide 1 Bactéricide 8 Bactériostatique

P.aeruginosa 4 Bactériostatique >2 Bactériostatique >2 Bactériostatique

ATCC 27853

P.aeruginosa >2 Bacteériostatique >1 Bactériostatique >2 Bacteériostatique

K.pneumoniae 1 Bactéricide 1 Bactéricide 2 Bactéricide

ATCC700603

K.pneumoniae 2 Bacteéricide 1 Bactéricide 1 Bacteéricide

S.aureus 2 Bacteéricide 1 Bactéricide 1 Bactéricide

ATCC6538

S.aureus 2 Bacteéricide 1 Bactéricide 1 Bactéricide

B.cereus 4 Bacteériostatique 2 Bactéricide 26 Bacteériostatique

ATCC10876

P.mirabilis 8 Bactériostatique 1 Bactéricide 26 Bactériostatique

ATCC 35659

C.albicans 1 Fongicide 1 Fongicide 1 Fongicide

ATCC 10231

Les résultats du tableau n°12 montrent que tous les extraits ont manifesté des propriétés actives.
L’extrait des feuilles du caprier a exercé un effet bactéricide envers nos souches étudiées a
I’exception de P.aeruginosa. De méme, un effet bactériostatique a été enregistré pour 1’extrait
d’A.herba-alba et des fruits de C.spinosa a 1’égard des souches P.aeruginosa, P.aeruginosa ATCC
27853, P.mirabilis ATCC 35659, et B.cereus ATCC 10876. La différence de la réponse
bactérienne pourrait étre d0 aux différences structurales entre les parois cellulaires (A. Sharma et
al., 2009). Toutefois, Ennacerie et al. (2017) ont constaté que I’extrait éthanolique des fruits du
caprier présente un potentiel bactéricide plus intense que celui des boutons floraux contre les
souches testées (CMB/CMI entre let 3). Ce pouvoir peut étre expliqué par la différence de
composition chimique des organes d'une méme plante et leur richesse en métabolites secondaires
tels que les polyphénols (Arrar et al., 2013). Dans cet égard, I’activité antimicrobienne des deux
plantes est due aux différentes molécules chimiques présentes dans leurs extraits. En effet, les

extraits des deux plantes étudiées se sont revélés globalement riche en polyphénols, flavonoides et
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en tanins. Des études antérieures ont signalé que la quantité importante en flavonoides (apigénine,
lutéoline), ainsi que les acide phénoliques (acide protocatéchique, acide caféique, les dérivés
d’acide gallique, et 1’acide ferulique) trouvés dans la phase acétate d’éthyle pourraient étre
responsables de certaines des activités biologiques d’A.herba-alba dont 1’activité antimicrobienne,
et donc pour son utilisation tradithérapique (Kahlouche-Riachi et al., 2015; Seddik et al., 2010).
En revanche, une étude récente a conclu que I’hydroquinone, 1’acide vanillique, la quercétine
présentes dans chacune des différentes fractions d’A.herba-alba issues de ’extraction par 1’acétate
d’éthyle et de 1’éthanol sont responsables de sa forte activité antibactérienne (Mohammed et al.,
2021).

Les mécanismes d’action de ces composés naturels sont expliqués de différente maniére selon les
auteurs. Selon Basli et al. (2012); Narayana et al.(2001) le mécanisme de toxicité des flavonoides
contre les microorganismes se fait soit par privation des ions métalliques comme le fer, soit par des
interactions non spécifiques avec la membrane cellulaire par I’établissement des ponts
d’hydrogenes (avec les adhésines) ce qui endommage irréversiblement a la fois la membrane et
les enzymes intracellulaires. De méme, les flavonoides connus pour leur pouvoir antioxydant
pourraient avoir un effet inhibiteur de 1’activité bactérienne par la chélation de fer, en empéchant
ainsi la pénétration intracellulaire des cofacteurs Ca?* a la cellule bactérienne. L’inhibition de la
croissance bactérienne par les tanins peut dépendre de leur structure et leur degré de
polymérisation mais ceci n’est pas toujours le cas. Ces derniers peuvent exercer leurs effets en se
complexant avec les protéines par des interactions covalentes et non covalentes (Cowan, 1999;
Sivakumaran et al., 2004).

V.6.2.3. Etude de la combinaison entre les extraits :

Le test de synergisme par la méthode de « Checkerboard » a été utilisé pour évaluer ’effet de la
combinaison des trois extraits contre les souches qui ont répondu par un effet bactériostatique.
L’indice de la concentration inhibitrice fractionnaire est détermine (ICIF) pour chaque
combinaison. Selon le tableau n°13, 1’association de 1’extrait d’A.herba-alba et celui des feuilles
de C.spinosa a montré des (ICIF) entre 0.41et 0.81 indiquant ainsi des effets synergiques a 1’égard

de toutes les souches testées.
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Tableau n°13 : Valeurs des CIF, indice de CIF, et Effet inhibiteur de 1’association de 1’extrait
d’A.herba-alba et d’extrait des feuilles de C.spinosa.

Souches essai  CMlc CMIc CIFc ClFc XCIFc CIFI Effet
Aha CFs (A.ha) (CFs)

E.coli 1 3.125 50 0.0625 0.5 0.56
2 3.125 100 0.0625 1 1.06 0.81  Synergie
partielle

P.mirabilis 1 3.125 6.25 0.5 0.0625 0.56
ATCC 35659 2 3.125 6.25 0.5 0.0625 0.56 0.56  Synergie
partielle

P.aeruginosa 1 125 50 0.25 0.5 0.75
ATCC 27853 2 12.5 50 0.25 0.5 0.75 0.75  Synergie
partielle

P.aeruginosa 1 12.5 50 0.25 0.5 0.75
2 125 50 0.25 0.5 0.75 0.75  Synergie
partielle

B.cereus 1 1.56 6.25 0.0624 0.125 0.19
ATCC10876 2 3.125 6.25 0.125 0.125 0.25 0.41  Synergie
totale

Tableau n°14

: Valeurs des CIF, I’indice de CIF, et Effet inhibiteur de 1’association des extraits des
feuilles et fruits de C.spinosa.

Souches essai  CMilc CMilc ClFc ClFc XCIFc CIFI Effet
CFs CFt (CFs) (CF1)

E.coli 1 50 6.25 0.125 0.5 0.625
2 50 6.25 0.125 0.5 0.625 0.63  Synergie
partielle

P.mirabilis 1 100 3.75 0.25 1 1.25
ATCC 35659 2 100 3.75 0.25 1 1.25 125 indifférent

P.aeruginosa 1 100 25 0.25 1 1.25
ATCC 2 25 100 0.25 1 125 1.25 indifférent

27853

P.aeruginosa 1 100 25 0.25 1 1.25
2 100 25 0.25 1 1.25 125 indifférent

B.cereus 1 25 25 0.5 0.5 1
ATCC10876 2 25 25 0.5 0.5 1 1 indifférent

L’association de I’extrait des feuilles et fruits de C. spinosa a révélé des indices CIF varient entre

0.63 et 1.25 (Tableau n°14), cette combinaison a donné un effet synergique contre la souche E.coli

clinique. Tandis que I’effet est indifférent contre les autres souches étudiées. Ennacerie et al.

(2017) ont montré que la combinaison des deux extraits éthanoliques des boutons floraux et des

fruits a donné des CIFIs plus importants (entre 0.024 et 0.09) indiquant un effet synergique trés

88



Chapitre V Reésultats et discussion

Tableau n°15 : Valeurs des CIF, I’indice de CIF, et Effet inhibiteur de 1’association de 1’extrait
d’A.herba-alba et d’extrait des fruits de C.spinosa.

Souches essai CMlIc CMlc ClFc CIFc XCIlFc CIFI Effet
Aha CFt (Aha) (CFt)
E.coli 1 50 50 1 1 2
5 50 50 1 1 5 2 indifférent
P.mirabilis 1 3.125 200 0.0625 1 1.06
ATCC 35659 2 3125 200 0.0625 1 1.06 1.06 indifférent
P.aeruginosa 1 50 50 1 0.5 15
ATCC 27853 > 50 50 1 05 15 15 Indifférent
P.aeruginosa 1 6.25 200 0.125 2 2.125
2 625 200 0125 2 2125 213  Antagonisme
B.cereus 1 25 3.12 1 0.0312 1.031
ATCC10876 5 25 312 1 00312 1031 1.03 Indifférent

intéressant contre P.aeruginosa et K.pneumoniae. Toutefois, la combinaison entre 1’extrait de
I’armoise blanche et des fruits du caprier a montré des indices CIF supérieur a 2 pour la souche
clinique P. aeruginosa. Les autres souches ont néanmoins donné un effet indifférent (Tableau
n°15). L’effet synergique issu de la capacité antibactérienne acquise par la combinaison entre les
différents extraits a I’égard de certaines souches peut s’expliquer par le fait que chaque extrait
contient divers composés phytochimiques qui peuvent agir différemment; les flavonoides
lipophiles perturbent I'intégrité des membranes microbiennes (Olajuyigbe et Afolayan, 2012).
Alors que les tanins précipitent les protéines microbiennes (Prasad et al., 2008). Puisque ces
différentes molécules végétales bioactives ont une cible métabolique bactérienne, leur combinaison
dans les extraits va provoquer I’attaque de plusieurs cibles simultanément, ce qui peut rendre les
bactéries plus sensibles a leur effet, d’ou I’observation d’une action synergique (Al-Bayati, 2008;

van Vuuren et Viljoen, 2011).

V.6.3. Pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle d’A.herba-alba :

V.6.3.1. Technique de diffusion en milieu gélosé :

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de I’armoise blanche a été évaluée sur les 11

souches par la méthode de diffusion de disque. Les résultats des diametres d’inhibition obtenus
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varient entre 10.00+£0.0 et 36.00+ 0.9 mm (Tableau n°16). Les diamétres générés par I’huile
essentielle sont tres variables selon la souche testée. On note également une activité plus prononcée
sur Les Gram+ que les Gram-. De méme, un effet important a été enregistré contre B.cereus ATCC
10876, S.aureus ATCC 6538, E.coli ATCC 25922, K.pneumoniae ATCC 700603, et la souche
cliniqgue K.pneumoniae qui étaient tres sensibles avec des zones d'inhibition de 36.00£0.9,
31.17+0.8, 23.33£1.5, 20.67+1.5 et 21.00£1.5 respectivement, celles-ci sont supérieures aux halos
d’inhibition obtenus avec la gentamycine, les aminosides et avec les béta-lactamines. Cependant
I’effet de I’HE est inférieur a celui enregistré avec la norfloxacine particulierement a 1’égard des

Gram-.

Tableau n°16 : Diamétres des zones d’inhibition de I’huile essentielle d’A.herba-alba (mm).

souches Huile essentielle d’A.herba alba (15ul)

Escherichia coli ATCC 25922 23.33x1.5
Klebsiella pneumoniae ATCC700603 20.67+1.5
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 10.00£0.0
Proteus mirabilis ATCC 35659 21.33+1.5
Staphylococcus aureus ATCC6538 31.17+0.8
Bacillus cereus ATCC10876 36.00+ 0.9
Escherichia coli 19.92+1.0
Klebsiella pneumoniae 21.00+ 1.0
Pseudomonas aeruginosa 19.92+1.9
Staphylococcus aureus 13.67£1.2
C.albicans ATCC 10231 17.33+1.5

L’activité inhibitrice exercée contre P. aeruginosa ATCC 27853 a été nettement moins importante
avec un diametre d’halos d’inhibition de 104+0.0 mm, ce qui est inférieur par rapport aux diamétres
enregistrés avec les quinolones, les aminosides a 1’exception de la neomycine, et a la tétracycline.
La différence de la réponse bactérienne pourrait étre d( aux différences structurales entre les parois
cellulaires. Les Gram négatives ont une membrane phospholipidique externe, qui rond la paroi
imperméable aux composés chimiques antimicrobiens, tandis que les Gram positives possedent

une couche de peptidoglycane qui est perméable a ces substances (A. Sharma et al., 2009). De
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plus, nos résultats corroborent plusieurs travaux qui ont signalé que les huiles essentielles sont
Iegéerement plus actives contre les bactéries a Gram positif que celles a Gram négatif (Zouari et
al., 2010). Toutefois, le diamétre d’inhibition enregistré vis-a-vis la souche fongique C.albicans
ATCC10231 (17.33+1.5 mm) est supérieur aux antifongiques de référence. En outre, les présents
résultats sont relativement comparables a ceux d’autres études évaluant 1’activité antimicrobienne
des huiles essentielles d’A.herba-alba (Akrout et al., 2010; Al-Wahaibi et al., 2020; Sbayou et
al., 2014).

V.6.3.2. Détermination de la CMI et la CMB/CMF :

Dans le tableau n°17 sont consignés les résultats des CMI et CMB/CMF (mg/mL) de ’huile
essentielle de I’armoise blanche. A la lecture des résultats obtenus, on constate que la CMI de
I’huile essentielle varie entre 2.5 et 10 mg/mL. La plus faible concentration a été enregistrée vis-a-
vis la souche clinique K.pneumoniae (3.75uL/mL) . Ces concentrations sont presque similaires a
celles trouvés par Bertella et al. (2018) avec d’autre chémotype d’huile essentielle d’armoise
blanche a 1’égard des souches de S.aureus (MRSAAL, MRSABL) et B.cereus avec des CMI et
CMB de 5 et 10mg/mL respectivement. De plus, I’huile essentielle a montré un important effet
inhibiteur de type bactéricide contre les microorganismes étudiés a I’exception de P. aeruginosa.
Effectivement, Lakehal et Meliani, (2016) ont révélé que I’huile essentielle d’A.herba-alba est
active sur toutes les souches testées a I’exception de P.aeruginosa dont aucune zone d’inhibition
n’a été enregistrée. Ces mémes auteurs ont montré une forte activité a 1’égard de la souche S.aureus
avec une CMI de 0.1mg/mL, ce qui est supérieur & nos résultats. Imelouane et al. (2010) ont signalé
que le camphre qui représente le composant majeur de leur chémotype exerce un effet
bactériostatique sur P.aeruginosa. Par ailleurs, Sbayou et al. (2014) ont trouvés que 1’effet
bactéricide de I’huile essentielle d’armoise blanche vis-a-vis les souches testées étaient entre 1.25
a 10pL/mL, ceux-ci sont légerement inférieurs a les nétres (3.75 a 15uL/mL). De méme, des
résultats importants ont été rapporté par plusieurs auteurs avec d’autres chémotypes d’A.herba-

alba (Mighri et al., 2010 ; Quaritini et al., 2016).

D’aprés Dorman et Deans, (2000), I’activité antibactérienne d’une huile essentielle est en relation
avec sa composition chimique, a la configuration structurelle et aux groupes fonctionnels des
constituants majoritaires, et a 1’éventuelle interactions synergiques entre ces derniers et les

composants mineurs. Ce qui pourrait expliquer la variation entre méme espéce de différente région
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du monde. Toutefois, I’action antimicrobienne de notre HE peut étre attribuée a sa richesse en trois
composeés principaux (a-thujone, g-thujone, et le Camphre) qui ont été rapportés pour leur pouvoir
antibactérien contre plusieurs souches testées (Delamare et al., 2007; Lopes-Lutz et al., 2008;
Radulovi¢ et al., 2017). Ces monoterpénes oxygenés sont capables de détruire I’intégrité cellulaire,
en entrainant une altération de la perméabilité membranaire ; La membrane ainsi perde sa structure
et devient plus perméable aux ions. La Iésion de la membrane cellulaire peut également permettre
la dissipation du gradient pH et la diminution du potentiel membranaire (Goudjil et al., 2016).
D’autre part, certaines études ont trouvé que I’activité antimicrobienne des huiles essentielles peut
étre supérieure a celle de leurs composés majoritaires testés séparément (Bhavaniramya et al.,
2019; Burt, 2004). Cette dominance par rapport a un seul composant majoritaire confirme bien
I’effet de synergie que pourrait apporter les constituants mineurs a I’activité des huiles essentielles

(Kordali et al., 2005; Lahlou, 2004).

Tableau n°17 : CMI et CMB de I’huile essentielle d’A.herba-alba (mg/mL).

Souches CMI CMB/CMF CMB/CMI Effet
CMF/CMI
E.coli ATCC 25922 5 5 1 Bacteéricide
E.coli 10 10 1 Bacteéricide
P.aeruginosa ATCC 27853 >10 >10 >1 Bactériostatique
P.aeruginosa >10 >10 >1 Bactériostatique
K.pneumoniae ATCC700603 5 5 1 Bactéricide
Kpneumoniae 2.5 5 2 Bacteéricide
B.cereus ATCC10876 10 10 1 Bactéricide
S.aureus ATCC6538 5 10 2 Bactéricide
S.aureus 10 10 1 Bacteéricide
P.mirabilis ATCC 35659 5 5 1 Bactéricide
C.albicans ATCC 10231 5 5 1 Bactéricide

V.6.4. Etude de la combinaison entre les antibiotiques et les extraits :

Deux antibiotiques et un antifongique a lesquelles la majorité des souches sont résistantes ont été

choisis dans cette étude. Les résultats de la combinaison sont démontrés dans le tableau n°18.
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Tableau n°18 : Diamétres d’inhibition (mm) de 1’association des antibiotiques avec 1’huile essentielle et les
extraits d’A.herba-alba et de C. spinosa.

Diamétres des zones d’inhibition (mm)

Résultats de combinaison

Souches Antibiotique/  ATB seul HE Extrait Extrait Extrait
bactériennes  Antifongique d’A.herba- A.herba- C.spinosa C.spinosa
alba alba feuilles fruits
E.coli NEO 15+00 45 29 29 30
ATCC 25922 AMK 15.00+2.65 31 29 24 24
Ext/ HES seul - 23.33+1.5 26.33+2.3 16.33+2.3 14+1.00
E.coli NEO 11+00 33 29 29 30
AMK 13.00+£1.73 35 32 26 26
Ext/ HES seul - 19.92+1.00 24+4.0 22.22+1.2 15.17+0.3
K.pneumoniae NEO 15+00 40 11 20 14
ATCC700603 AMK 20.67+1.15 34 28 27 22
Ext/ HES seul - 20.66+1.5 21+1.0 10.33+0.6 12.33+1.2
K.pneumoniae NEO 13£00 44 19 20 14
AMK 24+00 38 33 22 34
Ext/ HES seul - 21+1.00 16+1.7 26.5+1.5 13.5+0.9
P.aeruginosa NEO 10.33+1.53 13 11 12 11
ATCC 27853 AMK 24+1.15 27 25 29 27
Ext/ HES seul - 10+00 16+1.00 15.33+0.6 11+00
P.aeruginosa NEO 16200 16 11 12 11
AMK 26+0.58 29 31 31 25
Ext/ HES seul - 19.92+1.9 15.33+0.6 15.67+0.6 8.33+1.2
P.mirabilis NEO 11+00 35 25 25 25
ATCC 35659 AMK 19+2.08 41 19 19 19
Ext/ HES seul - 21.33+1.5 22.33+0.6 20.67+1.2 21.33+2.3
B.cereus NEO 7100 40 26 30 20
ATCC10876 AMK 20+1.53 36 33 30 28
Ext/ HES seul - 36+0.9 19.0+£1.0 12+1.7 15.5+0.9
S.aureus NEO 600 41 15 14 21
ATCCB538 AMK 13+00 45 16 14 23
Ext/ HES seul - 31.17+0.8 17.33+1.2 10.67+1.2 15+00
S.aureus NEO 600 29 15 15 25
AMK 20+00 39 20 21 24
Ext/ HES seul - 13.67+1.2 15.67+1.2 24+00 15.5+0.9
C.albicans Econazole 15.5+00 55 41 13 20
ATCC 10231 Ext/ HES seul - 17.33+1.5 11.33+15 9.67+1.2 14.67+0.6
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Dans la recherche d'agents antimicrobiens plus efficaces pour traiter les infections, la thérapie
combinée devient une stratégie importante car les interactions synergiques peuvent potentiellement
augmenter l'efficacité, réduire la toxicité, guérir plus rapidement, prévenir I'émergence de la
résistance et offrir un spectre d'activité plus large que les régimes de monothérapie (Olajuyigbe et
Afolayan, 2012). Par conséquence, nous avons étudié les interactions de deux antibiotiques avec
les plantes médicinales afin d'identifier les effets synergiques et/ou antagonistes capables de fournir
des conseils pour [l'utilisation empirique, de réduire le colt et la durée de la thérapie
antimicrobienne. L’effet est considéré comme synergique si les combinaisons présentent une
¢lévation du diamétre de la zone d’inhibition combinée par 5mm (Ranjan et al., 2012). Les

résultats des diamétres d’inhibition sont rapportés dans le tableau n°18.

Des effets antibactériens variables et significatifs sont obtenus en associant 1’huile essentielle et les
extraits des deux especes aux deux antibiotiques. Les zones d’inhibition enregistrées avec certaines
souches sont supérieures a celle de I’antibiotique seul. Selon ces résultats on peut constater que
I’association de I’HE de I’armoise blanche avec la néomycine a contribu¢ a la potentialisation des
diamétres des zones d’inhibition, elle a exercé un effet synergique a 1’égard de toutes les souches
testées avec des diametres allant de 29 a 45 mm a I’exception de P.aeruginosa (clinique et
référenciée) qui ont permis d’avoir un effet indifférent. Le meilleur effet synergique (55mm) est
obtenu a 1’égard de la souche fongique C.albicans ATCC10231, en combinant I’econazole avec
I’HE de l’armoise blanche, avec une potentialisation de 254.83% par rapport a D’effet de
I’antifongique seul (15.5mm). De méme, I’association de ’HE avec I’amikacine a montré des effets
synergiques vis-a-vis toutes les souches sauf P.aeruginosa (clinique et référencié), et B.cereus
ATCC 10876. Les halos d’inhibition se varient entre 31 et 45mm, dont le meilleur diamétre a été
enregistré contre la souche S.aureus ATCC6538 (45mm) avec une potentialisation de 246.15% par
rapport a I’effet de I’amikacine seul (13mm). Cette derniere est aussi sensible lorsqu’elle est testée
en associant I’extrait des fruits de C.spinosa avec la néomycine et I’amikacine (21 et 23mm). De
plus, I’extrait des fruits du caprier a montré un synergisme avec la néomycine vis-a-vis les souches
E.coli ATCC25922 , E.coli, S.aureus (entre 25 et 30mm) ; et avec 1’amikacine contre les souches
E.coli ATCC 25922, E.coli, K.pneumoniae, et B.cereus ATCC 10876 (entre 24 et 34mm).

En outre, le synergisme a été également noté contre B.cereus ATCC10876 dans la combinaison de

la neomycine avec I’extrait de I’armoise ; et contre E.coli, K.pneumoniae ATCC 700603,
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K.pneumoniae, P.aeruginosa, et B.cereus ATCC10876 dans I’association de ce dernier avec
I’amikacine. La meilleure valeur enregistrée était 4 1mm a 1’égard de la souche fongique C.albicans
ATCC10231 dans I’association d’extrait d’armoise-econazole par rapport a ce dernier seul
(15.5mm) avec un pourcentage d’élévation de 164.51%. Cette méme souche a montré un effet

antagoniste dans la combinaison de 1’antifongique avec I’extrait des feuilles de C.spinosa (13mm).

En revanche, d’autres combinaisons de I’extrait des feuilles du caprier réalisé avec la néomycine
et ’amikacine sont trés actives contre la souche de B.cereus ATCC 10876 (30mm) particuliérement
par rapport & la néomycine seul (7mm). Cette méme combinaison a présenté un bon effet
synergique a 1’égard de toutes les souches a I’exception de S.aureus (clinique et référenciée) et

P.mirabilis ATCC 35659 qui ont permis d’avoir des effets indifférents et/ ou additifs.

Il faut de noter que les aminosides agissent sur les sous-unités 30S des ribosomes en provoquant
des erreurs dans la lecture du code génétique lors de la traduction des protéines, par consequence
la perturbation et la destruction de la machinerie cellulaire (Michel-Briand, 1978). La capacité des
huiles essentielles a renforcer 1’effet antibactérien de 1’antibiotique peut étre attribuée a des
composants hydrophobes dans les HEs qui peuvent interagir avec les lipides membranaires, ce qui
perturbent sa structure et augmente sa permeéabilité, de sorte que I’antibiotique peut facilement
traverser la barriere membranaire, en renforcant son efficacité antibactérienne (Sikkema et al.,
1995). Un autre mécanisme de synergisme possible par 1’induction de ’inhibition de la pompe
d’efflux par I’huile essentielle ce qui provoque 1’augmentation de la rétention de 1’antibiotique dans
la cellule bactérienne du fait de I’incapacité a I’extrusion de ce dernier par ces pompes a efflux et

donc de réduire sa dose efficace (Shahverdi et al., 2007; K. Sharma et al., 2020).

Plusieurs études ont signalé également qu’il existe des interactions variées entre les antibiotiques
et les extraits de plantes (Aiyegoro et al., 2011; Betoni et al., 2006). En accord avec ces derniéres,
notre étude a démontré un synergisme, une additivité/indifférence et un antagonisme entre les
extraits hydrométhanoliques d’A.herba-alba, C. spinosa et les deux antibiotiques de la classe des
aminosides. Les effets synergiques indiquent que les combinaisons antimicrobiennes étaient plus
efficaces que l'activité des agents individuels. L'augmentation de la taille des zones d'inhibition
résultant de l'association de I'extrait et de Il'antibiotique indiquent I'amélioration du potentiel
bactéricide de I'extrait et de I'antibiotique en tant qu'agents antibactériens combines ; ces variations

ont été jugées comme étant due aux différents mécanismes d’action (Pei et al., 2009). En effet, la
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capacité de ces combinaisons a inhiber les bactéries résistantes a montré qu'elles ont soit attaqué
différents sites cibles séparément, soit été combinées pour surmonter les mécanismes de résistance
inhérents aux isolats. Etant donné que les polyphénols ou les flavonoides peuvent interagir avec
les antibiotiques pour renforcer leurs mécanismes d'action sur les sites cibles pour lesquels
I'antibiotique a été congu ; Sato et al. (2004) ont signalé des potentiels antimicrobiens et de
modulation de la résistance des flavonoides et des polyphénols, la combinaison des extraits avec
les antibiotiques pourrait avoir modifié les propriétés de résistance inhérentes aux bactéries pour
les rendre plus efficaces. De plus, le role initial de chaque phytoconstituant dans I'activité
antimicrobienne et dans leur combinaison avec des antibiotiques ne doit pas étre sous-estimé. Les
flavonoides perturbent les membranes microbiennes, et les tanins précipitent les protéines
microbiennes (Esimone et al., 2006; Tsuchiya et al., 1996). Ces composés phytochimiques dans
I'extrait pourraient avoir agi seuls ou en synergie avec d'autres composes pour des activités
antibactériennes efficaces. Alors que la double attaque des extraits avec des antibiotiques sur
différents sites cibles a été notée, les phytoconstituants couplés avec les antibiotiques ciblant des
sites spécifiques pourraient avoir formé un complexe avec des propriétés antibactériennes
ameliorées (Olajuyigbe et Afolayan, 2012). L’intérét de ces résultats ne concerne pas seulement
I’antibiothérapie, mais il peut avoir une importance considérable dans les industries

pharmaceutiques, agro-alimentaires et cosmétiques.
V.7. Etude pharmacologique :
V.7.1. Test de toxicité aigue :

L’administration orale des extraits hydrométhanoliques d’A.herba-alba et des feuilles et fruits de
C.spinosa a des doses de 50,300,2000, et jusqu’a 5000 mg/kg aux rats Wistar n’a induit aucun
signe de toxicité aigiie et aucun changement de comportement des animaux, mort, ou coma n’ont
¢été observé au cours des 24h d’observation. Concernant 1’huile essentielle de I’armoise blanche
I’administration de la dose 2000 mg/kg a provoqué la mortalité totale du lot des rats (2 aprés 30
min et 1 rat apres 40 min), a la dose de 300mg/kg 1’huile essentielle a induit la mort d’un seul rat
aprés 30 min de gavage. Une respiration rapide, une convulsion, un déséquilibre, une salivation et
saignement ont éte remarqués avant la mort. Cependant aucun signe de toxicité n’a été enregistré

a I’administration de la dose 5S0mg/kg.
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Cette étude est basee sur la méthode de toxicité aiglie par catégorie (ATC) décrite par la ligne
directrice OECD 423(OECD, 2002). Elle se base sur un processus séquentiel qui n’utilise que trois
animaux de méme sexe par étape au but de minimiser le nombre des animaux utiliser et de réduire
la variabilité. Cette huile essentielle appartient a la catégorie 4 (>300-2000 mg/kg) selon la
classification établie par le GHS (Globally Harmonized classification System). Elle est
modérément toxique avec sa dose létale médiane (DLso) entre 50 et 500 mg/kg d’apres 1’échelle de
toxicité de Hodge et Sterner (Ahmed et Azmat, 2014). Ce résultat est en accord avec ceux obtenus
par Bertella et al. (2018), le comportement anormal des animaux a été observé avec une dose de
500 mg/kg, et la DLso était de 650 mg/Kg. Selon E. Qnais et al. (2014) I’'HE d’A. herba-alba de
la Jordanie a la dose unique de 4000 mg/kg n’a montrée aucun signe de toxicité, la DLso était donc

supérieure a 4000 mg/kg, ce qui indique un faible profil de toxicité.

Les trois autres extraits sont inclassables (DLso>5000 mg/kg). Il faut signaler qu’il existe trés peu
de rapports dans la littérature concernant la toxicité des extraits de ces deux espéces ; Kadi et al.
(2019) ont mentionné qu’aucun signe de toxicité n’a été détecté lors de 1’administration du décocté
d’A.herba-alba a une dose de 2000 mg/kg ce qui confirme la sureté de cette espece. Cependant,
Tlili et al. (2017) ont rapporté qu’il n’y a pas de preuve de toxicité aigiie de I’extrait méthanolique
de C.spinosa chez les rats. Ces mémes auteurs ont trouvé que 1’administration de la dose
sélectionnée pour le traitement (200 mg/kg), n’a pas entrainer de mortalité ni de changement de
comportement des animaux. De méme, Oudah et al. (2020) ont montré que les doses 25, 50 et
100mg/kg d’extrait polyphénolique des feuilles utilisées pour I’étude de la toxicité aigiie se sont

révélées non toxique ce qui supporte nos résultats .
V.7.2. Activité anti-inflammatoire :

Dans la présente étude, I’effet anti-inflammatoire des extraits d’A.herba-alba et de C.spinosa sont
évalués sur un modele de rat Wistar par le test de I’inflammation induite par la carragénine.
L’cedéme plantaire et le pourcentage d’inhibition sont estimés en comparaison avec un anti-
inflammatoire de référence, le Diclofénac. Les résultats du tableau n° 19 illustrent les effets des
extraits issus des deux plantes sur I’augmentation de I’épaisseur de la patte des rats en fonction du
temps. Apres injection de la carragénine a 1% dans la patte droite des rats témoins, on note une
augmentation progressive du volume de 1’cedéme plantaire pour atteindre son seuil maximal

(6.73+0.29 mm) aprées 5 heures. Par ailleurs, I’administration préventive du Diclofénac (10 mg/kg)
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a réduit de fagon trés a hautement significative 1’évolution de I’cedéme a partir du 4éme heure dans

le groupe standard (5.16+0.12 mm) en comparaison avec le groupe témoin (6.57+0.21mm).

L’administration de 1’extrait des feuilles et fruits de C.spinosa a différentes doses a montré une

diminution hautement significative (p<0.001) de I’cedéme, et ce a partir de 4 heures pour 1’extrait

des feuilles (400 mg/kg) et a partir de 5 heures pour ce des fruits (400 mg/kg). Toutefois, 1’extrait

d’A.herba-alba est 1égérement moins efficace, d’ou une diminution moins importante, et aucune

différence significative n’a été enregistrée par rapport au groupe témoin.

La Figure 28 représente les pourcentages d’inhibition de 1’cedéme plantaire par les extraits et le

standard en fonction des heures. On constate que 1’administration orale de ’extrait des feuilles et

fruits du caprier ont montré des pourcentages d’inhibition trés significative surtout avec les doses

400 mg/kg a 6 heures soit 71.71% et 67.76% pour I’extrait des feuilles et fruits respectivement.

Tableau n° 19 : Effet d’extrait d’A.herba-alba et des feuilles et fruits de C.spinosa sur I’cedéme de la patte

(mm) induit chez le rat par I’injection de la carragénine.

Traitement Epaisseur de la patte (mm)
1H 2H 3H 4H SH 6H

Control 6.59+0.24 6.37£0.20 6.33+£0.21 6.57+0.21 6.73+0.29 6.54+0.04
Standard 10 mg/kg  6.57+0.21 6.04+0.15 5.60+0.16  5.16+0.12" 4.48+0.13™" 4.28+0.11"
Cfs 200 mg/kg 6.20+0.14 6.02+0.18 5.27+0.16° 5.44+0.20™ 5.44+0.16™" 5.15+0.21""
Cfs 400 mg/kg 6.71+0.27 5.91+0.20 5.08+0.18™ 4.90+0.23"™" 4.57+0.19™" 4.53+0.15™"
Cft 200 mg/kg 6.29+0.33 6.13+0.29 5.70+0.24 5.41+0.19 4.95+0.25"  5.19+0.26™
Cft 400 mg/kg 6.55+0.31 6.26+0.22 5.79+0.19  5.19+0.32™ 4.95+0.25™" 4.47+0.15™
A.h a 200 mg/kg 6.29+0.15 6.07£0.44 5.81+0.23 5.60+0.08 5.79+0.15 5.59+0.06
A.h a 400 mg /kg 6.72+0.19 6.21+0.33 6.06£0.26  6.21+0.30 5.83+0.53 5.60+0.06

Valeurs exprimées en Moyenne +SEM ; contrdle : eau distillée ; Standard : Diclofénac ; Cfs : extrait des

feuilles de C.spinosa ; Cft: extrait des fruits de C.spinosa ; A.h a: extrait d’A.herba-alba ; *p<0.05;
**p<0.01 ; ***p<0.001 (n=6).
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Figure 28 : Pourcentages d’inhibition de I’cedéme plantaire par les extraits d’A.herba-alba, de C.spinosa
et du Diclofénac.

On peut remarquer que 1’inhibition de I’cedéme est Iégérement similaire entre les feuilles du caprier
et I’anti-inflammatoire de référence (72.13%). Nos résultats sont supérieur a ceux trouves par
Aichour et al. (2018) avec les mémes extraits des feuilles et fruits qui étaient de 60.7% et 57.14%

respectivement.

Par ailleurs, A.herba-alba a exhibé des pourcentages d’inhibition de 42.33 et 57.10% a des doses
de 200 et 400 mg/kg respectivement. On a relevé que I’extrait d’4.herba- alba exerce un effet sur
les deux phases de I’inflammation du fait que le pourcentage d’inhibition était plus élevé dans la
premicre et deuxiéme heure de I’inflammation que ceux observés avec les extraits de C.spinosa,
ce dernier a manifesté un grand effet surtout sur la deuxiéme phase de 1’inflammation. Abdel
Jaleel et al. (2016) ont trouvé des pourcentages d’inhibition de 46.8%, 35% et 62.5% apres le
traitement par 1’extrait aqueux d’A.herba-alba a des doses de 400, 200, 100 mg/kg, ce qui est un

peu plus important que les notres.

Les résultats du tableau n° 20 montrent 1’évolution progressive du volume de la patte en fonction
des heures chez différents lots des rats a savoir témoin, standard ou bien prétraités par 1’huile

essentielle d’armoise blanche.
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Tableau n° 20 : Effet de I’huile essentielle d’A.herba-alba sur I’cedéme de la patte (mm) induit chez le
rat par I’injection de la carragénine.

Traitement Epaisseur de la patte

1H 2H 3H 4H 5H
Controle 6.70£0.18 6.55+0.1 6.52+0.07 6.72+0.26 6.39£0.25
Standard 10mg/kg 7.08+0.19 6.11+0.17 5.67+0.16* 5.24+0.13*** 4.35+0.03***
HE 50mg/kg 6.40+0.17 5.49+0.17** 5.19+0.22*** 5.73+£0.16*** 5.42+0.04**
HE 100mg/kg 5.95+0.09 5.51+0.03** 4.64+0.13*** 5.16+0.13*** 5.24+0.12***

Valeurs exprimées en MoyennexSEM ; Control : tween 80 a 1% ; Standard : Diclofénac ; HE : huile
essentielle d’A.herba-alba*p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001 (n=6).

Nous constatons que 1’administration orale préventive de I’huile essentielle de I’armoise blanche

réduit progressivement le volume de I'eedéme de la patte a partir de la deuxiéme heure avec une

différence significative élevée (P<0,001) entre la troisiéme et la cinquieéme heure par rapport au

groupe témoin. Cette huile essentielle a exhibé un pourcentage d'inhibition de 44,07 % et 44,37 %

aux doses de 50 et 100 mg/kg respectivement aprés cing heures (Figure 29). Cependant, cette

activité reste nettement moins efficace que celle de I’anti-inflammatoire de référence (Diclofenac

66,05%).
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Figure 29 : Pourcentages d’inhibition de 1’cedéme plantaire par I’huile essentielle d’A.herba-

alba.
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L’cedéme plantaire induit par I’injection de la carragénine est un modele animal bien établi et
largement utilisé pour évaluer les propriétés anti-inflammatoires de différents produits naturels. Le
mécanisme cellulaire et moléculaire par lequel la carragénine induit le processus inflammatoire est
connu. En effet, ce dernier provoque la libération des médiateurs chimiques qui sont responsables
du processus inflammatoire. Ce phénomene se caractérise par une réponse bi-phasique dont la
phase initiale est associée a la production rapide de I’histamine, de la sérotonine (environ 1h), et
de la bradykinine (1h 30 a 3h) qui favorisent la vasodilatation, la transsudation plasmatique et
I’cedéeme (Crunkhorn et Meacock, 1971; Ouédraogo et al., 2012). La seconde phase (au-dela de
3h) est principalement due a la libération des prostaglandines, aux protéases, lysosomes , I’oxyde
nitrique, et associée a la migration des neutrophiles dans le site inflammatoire ou elles liberent
d’autres médiateurs inflammatoires et cytotoxiques, ce qui provoque la production accrue et
I’accumulation des espéces réactives a 1’oxygene qui contribuent a la réponse inflammatoire en

causant des dommages cellulaires (Ashley et al., 2012; El Hachimi et al., 2017).

L’analyse de I’effet anti-cedémateux de 1’extrait hydrométhanolique des deux especes nous permet
de conclure qu’il prévient de facon significative I’cedéme plantaire dans les deux phases de
I’inflammation aigue et de maniére dose-dépendante. Cette action peut étre s’expliquer dans la
phase précoce par I’inhibition de la synthese et/ou la libération des médiateurs pro-inflammatoires
(histamine, la sérotonine, et la bradykinine). Toutefois, il a été rapporté que I’cedéme induit par
la carragénine chez le rat est connu pour étre sensible aux inhibiteurs de la cyclo-oxygénase (COX),
et a été utilisé pour évaluer I’effet anti-inflammatoire des agents non-stéroidiens qui inhibent
particuliérement la synthése des prostaglandines par I’enzyme COX (Kumar et al., 2001). Basant
sur ce rapport, on peut déduire que I’action de nos extraits dans la phase tardive peut étre dd a
I’inhibition des COX conduisant a I’inhibition de la synthése ou la libération des prostaglandines.
Cette activité inhibitrice équivaut a celle de I’anti-inflammatoire non stéroidien (Diclofenac)

particulierement pour I’extrait de C.spinosa.

De plus, la formation des prostaglandines a partir de I’acide arachidonique fait intervenir de
nombreuses réactions oxydatives (via la cyclo-oxygénase). Les produits résultants de I’action de
ces enzymes sont des hydroperoxydes instables qui entrainent la libération des radicaux libres ;
pour cela l’intervention des peroxydases ou des capteurs des radicaux libres a ces nivaux

permettrait de limiter I’inflammation (Riciotti & FitzGerald, 2011). Nos extraits ont montré des
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bons effets antioxydants par les tests DPPH et FRAP, avec des Clso et des CEsg plus importantes.
Ces données nous permettent d’émettre une hypotheése quant au mode d’action de ces extraits sur
la diminution de 1’état inflammatoire, du fait que leurs principes actifs présentent un pouvoir

piégeur des radicaux, diminueraient ainsi 1’inflammation.

Dans une étude in-vivo réalisée sur un modele de souris swiss albinos, EI Azhary et al. (2017) ont
rapporté que les souris traitées avec 1’extrait des feuilles de C.spinosa a significativement réduit
I’;edéme et Dinfiltration des cellules immunitaires dans le site inflammatoire par rapport au
contréle. De maniere intéressante, ces auteurs ont démontré en utilisant RT-gPCR que cet extrait a
probablement agit en inhibant I’expression du gene des cytokines, notamment IL-17, IFNy et IL-
4. De méme, diverses études ont montré que les flavonoides sont capables de moduler I’expression
des enzymes impliquer dans I’inflammation en inhibant les facteurs de transcription. En effet,
Zhou et al. (2011) ont signalé que les biflavonoides isolés des fruits de C.spinosa inhibent le
facteur NF-xB, un facteur de transcription connu pour son réle important dans divers processus
biologiques y compris I’inflammation. Ce dernier est également nécessaire a la survie des cellules
T, a leur prolifération et I’expression du géne des cytokines (Oh et Ghosh, 2013). En outre, les
flavonoides sont capables de modifier le métabolisme de 1’acide arachidonique plaquettaire. 11 a
été montré que les flavones et les flavonols sous forme glycosylée ou libre comme la quercétine,
le Kaemférol, et la myrecétine bloquent I’action des cyclo-oxygénases (COX) (Ghedira, 2005;
Jang et al., 2002).

L’activité anti-cedémateuse de 1’extrait de la partie aérienne d’A.herba-alba est soutenue par les
travaux de E. Qnais et al., (2014) qui a montré que les deux flavonoides isolée de cette espece
(astragaline, eupatiline), ainsi que 1’extrait aqueux exerce un effet sur la synthése des
prostaglandines par les cyclo-oxygénases. De plus, il a été démontré que les flavonoides isolés de
I’extrait de I’armoise blanche affectent également la production de 1’oxyde nitrique ; 1’activité
inhibitrice pourrait étre di a I’inhibition de la production de iNOS et/ou de son activité (Khlifi et
al., 2013; Messaoudene et al., 2011). L’effet inhibiteur de 1’oxyde nitrique par 1’espéce A.herba-
alba peut concerter I’utilisation traditionnelle de cette plante dans le traitement de certaines
maladies inflammatoires. Il faut de noter que d’aprés nos recherches, il n’existe aucune étude,
jusqu’a présent, sur I’effet anti-inflammatoire des huiles essentielles in-vivo de I’espéce A.herba-

alba évalué par le test de I’cedéme plantaire. Cependant Qnais et al. (2016) ont signalé que I'huile
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essentielle d'Artemisia herba-alba a inhibé le processus inflammatoire induit par l'injection sous-
cutanée de la carragénine en réduisant la migration cellulaire, le volume des exsudats, la
concentration en protéines et les médiateurs inflammatoires (IL-6, TNF, PGE2, et NO) produits
dans la poche. De méme, Abu-Darwish et al. (2015) ont démontré que I’huile essentielle de
I’armoise blanche inhibe in-vitro la production d’oxyde nitrique (NO) induite par les LPS en

travaillant sur des modeles de cellules macrophages et microgliales.
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En Algérie, la médecine traditionnelle trouve toujours sa place dans la population. L’usage des
plantes médicinales dans le domaine de la santé est trés accentué grace aux thérapeutiques qu’elles
procurent. L’objectif assigné par cette ¢tude s’inscrit dans le cadre de la contribution a la
caractérisation phytochimique, la valorisation et la détermination des activités biologiques des
huiles essentielles et des extraits hydrométhanoliques d’Artemisia herba-alba et Capparis spinosa

poussant a 1’état spontané, au sud-ouest algérien.

Avant d’aborder les activités biologiques, un screening phytochimique a été réalisé¢ pour identifier
les différentes classes de métabolites existants dans les deux espéces étudiées. Les tests
phytochimiques réalisés par les réactions de caractérisation ont permis de mettre en évidence la
présence des flavonoides, des tanins, des saponosides, des stérols et triterpenes, des coumarines,
des quinones libres dans la partie aérienne d’A.herba-alba et les feuilles et fruits de C.spinosa, avec

I’absence des terpénoides et des alcaloides dans les fruits de cette derniére.

Par ailleurs, I’extraction par hydrodistillation de 1’huile essentielle de la partie aérienne d’armoise
blanche a donné un rendement de 1.73%. L’analyse de I’huile essentielle obtenue par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) a permis
d’identifier 54 composants chimiques représentant 94.1% du total de I’huile essentielle. L’ a-
thujone, le B-thujone et le camphre sont les principaux constituants a des taux de 48%, 13.40%, et
13.10% respectivement. D’autres composants se trouvent également a des pourcentages
appréciables : le campheéne (3,6 %), le y-terpinéne (1,4 %), le bornéol (1,3 %) et le p-cyméne (1,0
%).

En outre, les extraits hydrométhanoliques bruts (80%) de la partie aérienne de I’armoise blanche et
des feuilles et fruits du caprier ont été mis a une analyse quantitative des polyphénols, des
flavonoides et des anthocyanidines par des méthodes colorimétriques. Les résultats du dosage
spectrophotométrique ont révélé la richesse de nos extraits. Les taux les plus élevés des
polyphénols se trouvent dans 1’extrait d’A.herba-alba (292.97£9.1 mg EAG/g d’ext), suivi par les
feuilles de C.spinosa (124.06+5.6 mg EAG/g d’ext), puis les fruits avec des taux moins éleves
(47.21+5.1 mg EAG/g d’ext).

104



Conclusion et perspectives

Toutefois, L’effet antioxydant des extraits d’A.herba-alba et de C.spinosa estimé in-vitro via le
piégeage des radicaux libres DPPH, et le test FRAP a été significativement intéressant. Les résultats
obtenus ont permis de constater qu’ils possédent une forte capacité antioxydante avec des ICsg
entre 56.92+4, et 483.42+71 pg/ml, Pactivité antiradicalaire est dépendante du contenu en
polyphénols totaux et en flavonoides des extraits. Tandis que I’huile essentielle de I’armoise
blanche a montré un potentiel antioxydant modérément faible (ICso = 17866+179 pg/mL) par

rapport a celle enregistré avec 1’acide ascorbique (ICso= 4.87+£0.34 pg/mL).

De plus, ’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits a été réalisée sur des
souches de référence et d’autres cliniques par la méthode de diffusion en milieu gélosé. La CMI a
été déterminée par microdilution en milieu liquide. Les résultats les plus prometteurs obtenus sont
ceux de I’huile essentielle d’A.herba alba contre toutes les souches a I’exception de Pseudomonas
aeruginosa. Les CMI et CMB/CMF se varient entre 25 a 10mg/mL, et 5 a 10mg/mL
respectivement. Les résultats de cette activité ont montré également que les extraits de 1’armoise
blanche et des feuilles et fruits du caprier ont un effet antimicrobien moins important que celui
obtenu avec I’huile essentielle avec des effets bactériostatiques a 1’égard de certaines souches
bactériennes. Cependant, I’étude de la combinaison entre les trois extraits par la méthode de
« checkerboard » a montré des effets a la fois, synergiques, indifférents et antagonistes, dont le
synergisme a été enregistré avec la combinaison entre 1’extrait d’A.herba-alba et celui des feuilles
de C.spinosa contre toutes les souches testées. Les mécanismes d’action de chaque composé
phénolique et sa combinaison contre diverses bactéries sont trés compliqués, et nécessitent des
études plus approfondies pour savoir les molécules bioactives et le rapport entre 1’activité

antibactérienne et la structure des composés chimiques dans les extraits examinés.

Par ailleurs, la potentialisation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle et des extraits des
deux espéces a été également réalisée au cours de cette étude. Nous avons pu montrer
particulierement que 1’association de I’huile essentielle d’A.herba-alba avec deux antibiotiques et
un antifongique classique a savoir la néomycine, I’amikacine et I’econazole permettait d’augmenter
considérablement les diamétres des zones d’inhibition et donc de potentialiser leur effet contre la

plupart des souches.

En revanche, 1’administration orale des trois extraits avec des doses croissantes a des rats Wistar
n’a montré aucune toxicité, sauf pour I’HE d’A.herba-alba qui est considérée modérément toxique
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avec sa DLsg entre 50 et 500 mg/kg. L’activité anti-inflammatoire des trois extraits réalisée in-vivo
sur des rats Wistar a donné des résultats significatifs a hautement significatifs a des doses de 200
et 400mg/kg avec des valeurs comparables au standard. Cependant, I’huile essentielle d’A.herba-

alba a exercé un effet légeérement important a des doses de 50 et 100mg/kg.

Cette étude peut étre considérer comme une source d’information importante puisqu’elle apporte
la preuve que les deux especes étudiées possédent un potentiel antioxydant, antimicrobien et anti-
inflammatoire. De méme, elle valide scientifiquement I’utilisation traditionnel de ces deux plantes
et montre I’intérét de leur future exploitation. Ces résultats peuvent étre approfondis par des travaux

en perspectives :

> Le fractionnement des extraits et I’identification des molécules bioactives responsables des

différentes activités biologiques par HPLC et par d’autres techniques plus performantes.

» L’evaluation in-vitro et in-vivo de I’effet antioxydant de chaque composé phénolique pris
séparément pour comprendre le mode d’action et mettre en évidence le principe actif et/ou

une éventuelle synergie entre les différents composants phénoligues.

» L’études du mode d’action, et du rapport des interactions entre les différents composants

chimiques dans les extraits responsables de I’effet antimicrobien.

» L’evaluation d’autres activités biologiques in-vivo et in-vitro des deux plantes telles que
I’effet sur I’inflammation chronique, et ’activité anti-cancéreuse par la méthode de

cytotoxicite.
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Annexe n°1
Réactifs de screening phytochimique

1. Réactif de Mayer

Chlorure mercurique (HgClay......ooovevinvnnnnn 1.358¢g
Iodure de potassium (KI).................coooeni. S5¢g
Baudistillée ..., 100mL

2. Réactif de Wagner

Iodure de potassium (KI)...............cooeeeininn... 2¢g
10de (12). e 1.27g
Eaudistillée...........coooiiiiiii 100mL

3. Réactif de Stiatsny

FOrmol @ 3090, ... 10mL
HCL cONCentré. .....covveeeieeeie e e, SmL
Annexen°2

Composition des milieux de culture

Mueller Hinton Agar (MHA)

Extraitde viande................ociiiiiiii 39
Hydrolisat acide de caséine.....................ccounen. 17.59
Amidon ..o, 1.5¢
AGAT. . 169

Eaudistillée........coovviiiiiiiiii i iieeeeeeeeeeeeeeee.. 1000mL

PH=7.3
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Bouillon nutritif (BN)

Peptone.........ccoooviiiiiinnl.
Extraitde viande.....................
Chlorurede sodium .................

Eau distillée..........................

PH=7.2

Gélose nutritive (GN)

Peptone........ccoovviiiiiiiin. .
Extraitde viande.....................

Extraitde levure.....................

PH=7.3

Gélose Sabouraud

PEPtONe. ..o

DeXtroSe. ...

PH=5.6+0.2

................. 10g

................ 5¢

................ 5¢

................. 1000mL
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Annexe n°3 :

RT: 0.00 - 69.99
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Figure n°1 : Chromatogramme de la composition chimique de I’huile essentielle d’Artemisia

herba-alba.
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Figure n°1 : Droite d’étalonnage d’acide gallique.

Figure n°2 : Droite d’étalonnage de la Quercétine.
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Figure n°3 : Droite d’étalonnage de la catéchine.
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Annexe n°5

Bacillus cereus ATCC 10876 Escherichia coli 25922

Klebsiella pneumoniae ATCC | Klebsiella pneumoniae (Clinique)
700603

Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

Pseudomonas aeruginosa Proteus mirabilis ATCC 35659
(clinique)

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Figure n°1 : Résultats de ’aromatogramme de I’huile essentielles d’Artemisia herba-alba vis-a-vis

guelques souches bactériennes.
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Escherichia coli 25922

Bacillus cereus ATCC 10876

Pseudomonas aeruginosa
(clinique)

Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

Figure n°2 : Resultats de I’effet antimicrobien de I’extrait hydrométhanolique d’Artemisia herba-
alba vis-a-vis quelques souches bactériennes.

Klebsiella pneumoniae (clinique)

Escherichia coli (clinique)

Staphylococcus aureus (clinique)

Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

Candida albicans ATCC 10231

Figure n°3 : Résultats de I’effet antimicrobien de I’extrait hydrométhanolique des feuilles de
Capparis spinosa vis-a-vis quelques souches bactériennes.
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Staphylococcus aureus (clinique) Klebsiella pneumoniae ATCC Proteus mirabilis ATCC 35659

700603

Bacillus cereus ATCC 10876 Pseudomonas aeruginosa
(clinique)

Candida albicans ATCC 10231

Figure n°4 : Résultats de I’effet antimicrobien de I’extrait hydrométhanolique des fruits de
Capparis spinosa vis-a-vis quelques souches bactériennes.

LLco+ C.Kt

Candida albicans ATCC 10231

Proteus mirabilis ATCC 35659
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Escherichia coli (clinique)

143




Escherichia coli 25922

Figure n°5 : résultats du synergisme entre les extraits, I’huile essentielle et les deux
antibiotiques.

A.h a: Artemisia herba-alba, C.Fs: feuilles de Capparis spinosa, C.Ft : fruits de Capparis
spinosa ; HE : huile essentielle d’A. herba-alba, Eco : Econazole, N : Néomycine, AK :
Amikacine.
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Annexe n°6

Figure n°1 : Résultats de la combinaison entre les extraits vis-a-vis quelques souches.

A : Synergisme partiel dans la combinaison entre 1’extrait d’A.herba-alba et celui des feuilles
de C.spinosa contre E.coli (clinique), B : Synergisme total dans 1’association des mémes
extraits vis-a-vis B.cereus ATCC 10876, C : Effet antagoniste dans 1’association de I’extrait
des feuilles et fruits de C.spinosa contre P.aeruginosa (clinique).
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Annexe n°7

A B/lf C D E

Figure n°1 : Effet de I’extrait hydrométhanolique d’A.herba-alba sur ’oedéme plantaire aprés 6h

A : patte normale , B : groupe contr6le, C : groupe standard (Diclofenac), D : groupe traité par 200mg/kg
de p.c d’extrait d’A.herba-alba, E : groupe traité par 400mg/kg de p.c d’extrait d’A.herba-alba.

A B C

Figure n°2 : Effet de I’extrait hydrométhanolique des feuilles de C.spinosa sur ’oedéme
plantaire apres 6h.

A : patte normale, B : groupe contréle, C : groupe standard (Diclofenac), D : groupe traité par
200mg/kg de p.c d’extrait des feuilles de C.spinosa , E : groupe traité par 400mg/kg de p.c des
feuilles de C.spinosa.

A g C D

Figure n°3 : Effet de I’extrait hydrométhanolique des fruits de C.spinosa sur I’oedéme plantaire
apres 6h.

A : patte normale, B : groupe contréle, C : groupe standard (Diclofenac), D : groupe traité par
200mg/kg de p.c d’extrait des fruits de C.spinosa , E : groupe traité par 400mg/kg de p.c des fruits de
C.spinosa.
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Figure n°4 : Effet de I’huile essentielle d’A.herba-alba sur I’oedéme plantaire apres 5h.

A : patte normale, B : groupe contréle, C : groupe standard (Diclofenac), D : groupe traité par 50
mg/kg de p.c de ’huile essentielle d’A4.herba-alba , E : groupe traité par 400mg/kg de p.c de I’huile

essentielle d’A.herba-alba.
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