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Résume

Notre travail vise 1’étude phytochimique et I’étude des activités biologiques (anti-
inflammatoire, antioxydante et antimicrobienne), d’extraction aqueuse, éthanolique et de
I’huile essentielle d’Artemisia campestris L. récoltée au mois de septembre (2015) dans la
région de Hadd Shari (wilaya de Djelfa).

L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée sur la matiere séche de la partie
aérienne de la plante étudiée par la méthode d’hydrodistillation au moyen d’un appareil de
type Clevenger et a donné un rendement de 2,9%.

L’¢étude phytochimique de I’extrait aqueux de la plante a révélé la présence de certains
principes actifs tels que les flavonoides, les tanins, les saponosides qui pourraient étre a
’origine des effets anti-inflammatoire, anti-oxydantes et antimicrobiennes.

L’infusé de la plante (772 mg/kg) présente une activité anti-inflammatoire (pourcentage
de réduction de I’cedeme 63.69% en comparaison avec 73,98% chez le lot de référence) sur
des souris albinos.

L’extrait éthanolique d’Artemisia campestris L. pouvait ramener le radical libre stable
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) au diphenyl picrylhdrazine jaune coloré avec un 1C50
de 0,280 pg /ml.. Il inhibe une action antioxydant importante, cependant elle est inferieure a
celle de la vitamine C (0,165 pg/ml).

L’activité antimicrobienne a révélé que les bactéries Gram + et surtout Staphylococcus
aureus se montrent fortement sensibles a I’encontre d’extrait éthanolique au DI= 25,5 mm et
d’huile essentielle au DI= 27,5 mm par rapport au Gram — qui révelent légerement sensible

vis-a-vis des 2 extraits et d’huile essentielle.

Mots clés : Artemisia campestris L., huile essentielle, extrait éthanolique, extrait aqueux

activités biologiques (Anti inflammatoire, anti-oxydante, antimicrobienne).
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Abstract

Our work ain at the study of phytochemical and the study of biological activity (anti-
inflammatory, antioxidant and antimicrobial), aqueous extraction, ethanolic and the essential
oil of Artemisia campestris L. harvested in September (2015) area Hadd Shari (province of

Djelfa).

The extraction of the essential oil was performed on the dry matter of the aerial part of
the plant studied by the method of steam distillation using a Clevenger type apparatus and a

yield of 2.9%.

The phytochemical study of aqueous extract of the plant revealed the presence of some
active principles such as flavonoids, tannins, saponoside that could cause anti-inflammatory

antioxidant and antimicrobial effects.

The plant infusion (772 mg / kg) has an anti-inflammatory activity (percentage

reduction of edema 63.69% compared with 73.98% for the reference batch ) on albino mice.

The Artemisia campestris L. ethanol extract could reduce the stable free radical 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) in diphenyl colored yellow picrylhdrazine with an IC50 of
0.280 g / ml. It inhibits a substantial antioxidant action, however it is inferior to those of

vitamin C (0.165 mcg / ml).

The antimicrobial activity revealed that Gram (+) and especially Staphylococcus aureus
show they arehighly sensitive against the ethanol extract DI = 25.5 mm and essential oil in DI
=27.5 mm from the Gram (-) reveal they are slightly sensitive with regard to the two extracts

and essential oil.

Keywords: Artemisia campestris L., essential oil, ethanol extract, aqueous extract biological

activities (Anti-inflammatory, antioxidant, antimicrobial).



Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de
centaines, voire des milliers de métabolites secondaires. Ces derniers sont par la suite
accumulés dans différents organes et dans des cellules spécifiques de la plante (Maurice,
1997).

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde
végétal et particulicrement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules

naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse (Teixeira da Silva, 2004).

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

doués d'activités biologiques telles que les polyphénols, alcaloides, terpenes ...etc.

L'Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales
qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre Artemisia, ce dernier est largement
distribué surtout dans les régions semi arides. De nombreuses especes de ce genre sont
utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs molécules douées
d’activités thérapeutiques; parmi les especes les plus connues se trouve Artemisia campestris
L. Cette plante est largement utilisée pour traiter les troubles digestives, les ulcéres, les
brilures, la diarrhée,...etc. Elle constitue le sujet de plusieurs études qui font déterminé leurs
compositions chimiques (De Pascual et al .,1984 ; Rauter et al ., 1989 ; Joa et al .,1998 ;
Akrout et al., 2001), ainsi que les propriétés biologiques (Memmi et al ., 2007 ; Sefi et al.,
2010 ; Akrout et al., 2011).

Notre travail a pour but d’évaluer I’activité anti-inflammatoire, 1’activité anti oxydante
ivité antimi 1 1 o1l "Artemisia campestris L.
et I’activité antimicrobienne des parties aériennes d At tris L

1l s’articule autour de :

- Extraction de [I’huile essentielle par la méthode hydrodistillation et [’extrait
¢thanolique de la plante par la méthode Soxhlet.

- Determiner le screening phytochimique de /'Artemisia campestris L.
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- Et evaluer I’activité anti-inflammatoire, anti oxydante et antimicrobienne de différents
extraits (aqueux et ethanolique) et de I’huile essentielle de différent parties aériennes

d’Artemisia campestris L.



Artemisia campestris L.
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1.1 Généralités

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées ; ’un des plus répandus et les
plus étudiés de cette famille; il contient un nombre variable d’espéces allant jusqu’a 400

especes (Mucciarelli et Maffei , 2002).

Le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que les flavonoides, les

coumarines, les huiles essentielles, les stérols et les acétylenes (Kundan et Anupam, 2010).

Les especes qui appartiennent au genre Artemisia possedent des propriétés
thérapeutiques, elles sont non seulement utilisées dans la médicine traditionnelle, mais aussi
dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique (Mirjalili et a/ ., 2007). Parmi ces espéces on
a: Artemisia herba alba, Artemisia absinthium, Artemisia judaica, Artemisia annua ,

Artemisia campestris etc....

L’espece Artemisia campestris L. (Figure 1) ou I’armoise rouge est une plante des
hauts plateaux. Elle est répartie dans les montagnes du Sahara central, en altitude (assez
répandues au Hoggar, plus rare au Tefedest et au Tassili des Ajjer) (Ozenda, 1977), mais elle
est plus rare dans la région présaharienne. Sa résistance a la sécheresse lui permet de vivre

dans des régions ou il y a peu d’eau (Ali-Delille ,2010).

De nombreuses ¢études phytochimiques de cette espece (De Pascual et al ., 1984 ;
Rauter et al, 1989 ; Joa et al .,1998 ; Akrout et al, 2001), ont révélé la présence de
ployphénols, flavonoides, tanins, les huiles essentielles; ce qui confére a cette plante de

nombreuses propriétés biologiques (Akrout et al, 2011).
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Figure 1 : Touffe d’Artemisia campestris L. Station Djelfa (Saihi, 2009)

1.2 Description botanique

Artemisia campestris est un arbuste aromatique qui peut atteindre une hauteur de 30 a
80 cm. Cette plante possede une racine longue, ligneuse et fibreuse (Figure 2.a), les tiges sont
ligneuses a la base striée, ascendantes a rameaux rougeatres (Figure 2.c). Les feuilles
d’Artemisia campestris sont glabres de couleur vert foncé, les inférieures 2-pinnatiséquées, les
supérieures pinnatiséquées, les basales pétiolées et auriculées (Figure 2.b), des capitules tres
petits, étroits (1 a 1,5 mm) ovoides ou coniques, a involucre scarieux, ne contient que 3 a 8
fleurs de couleur jaunatre, et a pédoncule muni de poils blanchéatres a brunatre (Figure 2.c¢)
(David et Hervé., 1994 ; Ozenda, 1983 ; Quezel et Santa, 1962 ; Ali-Delille, 2010) (Figure
2).
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(@) (b) (c)
Figure 2 : Différentes parties d ’Artemisia campestris L.

a:laracine ; b : les feuilles ; ¢ : Tige et des capitules.

1.3 Systématique de la plante

Selon APG III (2009), la plante Artemisia campestris L. est classée comme suit:

Régne Plantae

Sous-classe Magnoliidae

Ordre Asterales

Genre Artemisia
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1.4 Etymologie

Le nom armoise dérive du latin « Artemisia », emprunté au grec Artemis: un des
noms de Diane, a qui la plante était consacrée. Campestris: Des champs. De « campus »:

champ (Gentil, 1923).
Les noms vernaculaires de [ ’Artemisia campestris L. sont :

++ Nom arabe : Degouft, Allal, Chaal, tagouft, tiredjeli.

* Nom francgais : Armoise champétre, Armoise de champs (Tela botanica, 2015).
Aurore,Aurore des champs (Ali-Delille,2010).

% Nom anglais : Field Wormwood (Tela botanica, 2015).

L.5 Origine et distribution
e Dans le monde

Les espéces qui appartiennent au genre Artemisia sont des arbustes aromatiques, qui
poussent de fagon spontanée dans plusieurs régions de 1’hémisphére Nord de la terre, surtout
dans les zones semi arides et dans le bassin méditerranéen, et elles s’étendent jusqu’a
I’Himalaya (Vernin et al, 1995), dans I’hémisphéere sud. Elles sont trouvées en Afrique du
sud, en Australie et en Amérique du sud. D’apres Kyeong (2007), Artemisia campestris est

originaire d’Asie.
e En Algérie

Artemisia campestris est une plante des hauts plateaux, plus rare dans la région
présaharienne, elle manque au Sahara septentrional, mais elle réapparait dans les montagnes
du Sahara central, et en altitude (assez répandues au Hoggar, plus rare au Tefedest et au

Tassili des Ajjer) (Ozenda, 1977).



Etude bibliographique

I .6 Composition chimique

L’utilisation des solvants a polarités différentes, suivie par des étapes de
fractionnements et D’emploi de différentes techniques de chromatographie permettent

d’extraire, séparer et identifier les différents composés présents dans les extraits de plantes.

La composition chimique de I’huile essentielle varie selon le chymotype considéré
(Bruneton, 1999), clle varie également selon les conditions géographiques et climatiques
(température, altitude, précipitation, hauteur, direction du vent, heures de soleil, etc.), et selon

la phase de développement de la plante (Jerkovic et al ., 2003).

De nombreuses études chimiques ont révélé que la partie aérienne d’Artemisia
campestris L. est riche en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides,

les tannins et les huiles essentielles (Joa et al., 1998 ; Juteau et al., 2002).

Plusieurs études (Akrout et al ., 2001 ; Juteau et al ., 2002) ont rapporté la
composition des huiles essentielles d ’Artemisia campestris L., ’huile essentielle est analysée
par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-MS),
Juteau et al (2002) ont identifi¢ dans une espéce de Camargue (Marseille, France) 51
composés dont les plus abondants sont : y-terpineéne, capilléne, 1-phenyl-2,4-pentadiyne,

spathulenol, methyleugenol, p-cymeéne et B-pinene.

D’apres Akrout et al (2001) les constituants les plus abondants d'une espece de Tunisie
sont : B-pineéne (24,2-27,9 %), p-cymene (17.4-22.3%) et o-pinene (4.1-11.0%), ces

constituants représentent plus de 45 % de I’huile totale.

Le contenu phénolique total, les flavonoides, les dérivés hydroxycinnamiques, les
dérivés hydrox benzoiques de I’extrait éthanolique (80%) de la partie aérienne d’Artemisia

campestris L. ont été déterminés par des méthodes spectrophotométriques (Tableau 1).

Les flavonoides identifiés chez Artemisia campestrisL. sont: flavone (apéginie),
flavonol (kaempférol 7-méthyle), flavanone (naringénine), dihydroflavonols (taxifoline-7-
méthyle) (Tableau 2) (Valant et al., 2003).

Les feuilles d’Artemisia campestris L. contiennent aussi des alcaloides, des saponines. (Naili

et al ., 2010).
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Tableau 2 : Teneur en polyphénols, de la partie aérienne d 'Artemisia campestris L.
(Djeridane et al, 2007).

Plante Phénols totaux a Flavonoides b Dérivés hydrox ~ Dérivés hydrox

cinnamiques ¢ benzoiques d
Artemisia 103.4 5 95 0
campestris

a: mg EAG/g ps, b : EQ mg/g ps, ¢ : EAC mg/g ps, d : EAG mg/g ps .

Tableau 3 : Principaux flavonoides rencontrés chez Artemisia campestris L.

Flavonoides Références
- Flavanone: 5, 8, 4’-trihydroxyflavanone. -Rauter et al ., 1989.
- Acétophénone: 3-acetyl-4-hydroxyacétophénone. - Hurabielle et a/ .,1982.

- Flavones: 5, 7-dihydroxy-3, 4’-dimethoxyflavone. | - Ferchichi et al., 2006.
- Flavonol: Kaempférol-7méthyl. -Valant-V et al ., 2003.

- Dihydroflavonol: 7-methyl aromadendrin. - Hurabielle et al ., 1982.

1.7 Utilisation traditionnelle d’Artemisa campestris L.

Artemisia campestris est utilisée depuis longtemps dans la médecine traditionnelle pour

traiter plusieurs maladies:

En usage local Artemisia campestris L. est utilisée pour traiter les troubles digestives,
les ulcéres, I’infusion des sommités fleuries est recommandée en cas de douleurs menstruelles

(Dob et al., 2005). Elle est également utilisée dans le traitement du diabéte (Sefi et al., 2010).

La partie aérienne est utilisée dans le traitement de bralures, de la diarrhée, les morsures

de serpents, les piqlres de scorpions, I’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie, le rhumatisme,
b b 2 b b
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elle est utilisée €galement pour traiter les infections urinaires, la fievre et la toux (Ben Sassi et
al., 2007).

L’Artemisia campestris L.est utilisée beaucoup dans la médecine traditionnelle et est

indiqué dans plusieurs traitements (tableau 3).

Tableau 4 : Etude éthnopharmacologique d’Artemisia campestris L. (selon la médecine

traditionnelle).
Indications Partie utilisées Mode d’utilisation | Références
Emménagogue,
vermifuge,
vulnéraire, Infusion,
Reégles Les feuilles et les décoction, Ould el hadj et
douloureuses, . o
Cicatrisante, sommités maceration, al., 2003.
cataplasme
Maux d’estomac,
Bronchites.
Toniques
Stomacales
Antiphlogi .
stiques Infusion, Mucciarelli et
Antiseptiq Les feuilles et les décoction, Maffei, 2002.
ues sommités macération,
teintures appliquées cataplasme
pour soulager les
rhumatismes
Antivenin,
Anti-inflammatoire, Akrout et al .,
Antirhumatismal et | Les feuilles Décoction
.. . 2001.
Antimicrobien
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1.8 Activités biologiques
a- Activité anti oxydante

La partie aérienne d’Artemisia campestris L. posséde des activités anti-oxydantes
significatives. En effet, cette plante est riche en composés dotés d’activité anti-oxydante
notamment : les flavonoides, les polyphénols et les tannins, ces différents constituants
exercent ces actions anti-oxydantes en inhibant la production de I’anion superoxyde,
I’hydroxyle, comme ils inhibent la peroxydation lipidique au niveau des microsomes

(Bruneton, 1999).

Dans une étude réalisée par Aniya et al., (2000), I’activité anti-oxydante de 1’extrait
aqueux d’Artemisia campestris L. a été testée par la méthode de DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl), les résultats obtenus ont montré que 1’extrait aqueux posséde une activité

anti-oxydante ¢élevée.

Akrout et al., (2011), ont étudié I’activité anti-oxydante de trois extraits de la partie
aérienne d Artemisia campestris L. ( huile essentielle, extrait aqueux, extrait éthanolique
(50%)) en utilisant trois méthodes différents: la méthode de DPPH, la technique de
décoloration du B-caroténe et la méthode d’ABTS ( 2,2 azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acide), ils ont montré que 1’huile d’Artemisia campestris posséde une faible activité
anti-oxydante, alors que I’extrait aqueux et éthanoliques montrent une activité anti-oxydante

marquee.
b- Activité antibactérienne

Artemisia campestris est une plante médicinale utilisée dans le traitement de
nombreuses infections telles que les infections urinaires. Naili et a/ (2010) ont testé I’activité
antibactérienne de 1’extrait méthanolique des feuilles d 'Artemisia campestris L., ils ont trouvé
que l’activit¢ de cet extrait a ¢été plus efficace contre les bactéries gram positif

(Staphylococcus aureus) que les bactéries gram négatif (Escherichia coli).

Ben Sassi et al (2007) ont étudié I’activité antibactérienne de quatre extraits organiques
(méthanol, acétate éthyle, acétone, chloroforme) de 23 plantes médicinales dont Artemisia

campestris L. contre 14 bactéries gram positif et gram négatif. Les résultats ont montré que

10
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I’extrait d’acétone est le seul qui montre une action inhibitrice contre trois types de bactéries:

S. epidermidis, et S. saprophiticus, S. aureus.

En outre, I’Artemisia campestris L. possede des propriétés antifongiques. En effet,
Kyeong et ses collaborateurs (2007) ont étudié 1’effet antifongique de I’extrait aqueux des
racines d’Artemisia campestris sur des champignons de mycorhize (Amanita muscaria et
Cortinarius triumphans), les résultats obtenus montrent que 1’extrait aqueux possede un

potentiel antifongique.

Les plantes du genre Artemisia contiennent un sesquiterpéne lactone appelé:
Artemisinine, ce composant constitue le métabolite secondaire le plus important chez toutes
les especes Artemisia, il est considéré par ailleurs comme une drogue antimalariale tres
efficace contre le parasite qui cause la malaria: le Plasmodium falciparum (Donrop et Day,
2007). L artémisinine possede également plusieurs activités, il est efficace contre les maladies

infectieuses telle que 1’hépatite B (Romero et al ., 2005).
c- Effets insecticide

Une étude récente a été réalisée par Pavela (2009), ou I’extrait méthanolique de la
partie aérienne d’Artemisia campestris L. a été testé pour son activité répulsive contre les
femelles adultes d’une espéce de moustique Culex quinquefasciatus, cet extrait a montré un
degré de répulsion trés intéressant contre ces parasites vecteurs de plusieurs maladies comme

le malaria.
d- Propriétés allélopathiques

Les plantes présentes dans une parcelle interferent entre elles de différentes manieres.
Outre la compétition classique pour l'eau, les nutriments et la lumicre, il a été¢ mis en évidence
ces derniéres années une influence induite par les molécules chimiques, appelée allélopathie.
En effet, de nombreuses espéces végétales synthétisent des molécules capables d'inhiber la
germination et la croissance des plantes voisines. Plusieurs especes (Artemisia annua, Bromus
tectorum, Hordeum murinum, Origanum vulgare) ont réduit de facon trés importante la
croissance des mauvaises herbes. Dans le cas d'Artemisia campestris L., 1'implication de la
molécule artémisinine, synthétisée par la plante, a pu étre mise en évidence. Cette approche

est particuliecrement bienvenue dans le cadre de la production intégrée et de l'agriculture

11
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biologique, les alternatives aux traitements chimiques contre les mauvaises herbes étant

actuellement peu nombreuses et treés cotiteuses (Delabays Nicolas et Mermillod G, 2002).
e- Activité hypoglycémiante

Sefi et al (2010) ont trouvé que 1’extrait aqueux des feuilles d’Artemisia campestris L.,
diminue le taux de glucose dans le plasma des rats chez lesquels le diabéte est induit par
I’alloxane monohydrate, ils ont trouvé également que la diminution de la concentration de
glucose s’accompagne d’une part d’une diminution des taux de triglycérides et des
lipoprotéines de faibles densit¢ (LDL), et d’autre part d’une augmentation du niveau de

I’insuline, ce qui peut prévenir les complications du diabéte.
f- Effets antipoison

Les extraits d’acétate d’éthyle, éthanol, méthanol et de diclorométhane, des feuilles
d’Artemisia campestris L. ont été testés pour ses capacités de neutralisation de venin de
scorpion et de vipere, les résultats obtenus ont montré que I’extrait éthanolique, inhibe
I’activité de dégradation des globules rouges contre le venin du scorpion Androctonus
australis garzoni, des résultats similaires ont été obtenus pour 1’extrait de dichlorométhane

pour la neutralisation de venin de la vipere Macrovipera lebetina (Memmi et al., 2007).
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Notre stage pratique s’est étalé sur une période de 6 mois, de janvier a juin 2016.

Les différentes expérimentations ont été effectuées au niveau des structures suivantes :

> Laboratoire de chimie de I’Ecole Nationale des Sciences Agronomiques (ENSA) :
pour I’extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation et I’extrait éthanolique par
soxhlet.
» Centre de recherche et de développement SAIDAL (CRD) :
- Laboratoire physicochimique pour évaluer les activités anti-inflammatoire et anti
oxydante.
- Laboratoire de microbiologie pour évaluer I’activité anti-microbienne.

- Laboratoire analytique pour déterminer le screening phytochimique.
I1.1. Matériel

I1.1.1 Matériel non biologique :

Le matériel utilisé durant notre expérimentation a savoir la Verrerie, Réactifs et les appareils

sont renvoyés en Annexe [.
I1.1.2 Matériel biologique :
A. Matériel végétal :

Les Touffes d’Artemisia campestris L. ont été récoltées au mois de septembre 2015 dans
la région de Hadd Shari (Wilaya de Djelfa).

La partie aérienne de la plante (feuilles et tiges) a été séchée a I’ombre avant utilisation.

L’identification botanique de 1’espéce a ¢été faite au niveau du département

d’Agronomie (Université de Blida) et par les herboristes de la ville de Djelfa.
B. Matériel animal

Nous avons testé I’activité anti inflammatoire de 1’ Armoise rouge sur des souris issues
de I’¢levage de I’animalerie du laboratoire de pharmacotoxicologie du CRD SAIDAL (El
Harrach).

Ces souris présentent les caractéres suivants :

e Souris Albinos de race NMRI (Naval Médical Research Institute).
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e Sexe : male, femelle

e Nombre: 18

e Poids: 18ga22,6g

e Alimentation : Granulés « O.N.A.B »

e Boisson : Eau de robinet.

Conditions d’hébergement

Les souris sont placées dans un local controlé. La température est comprise entre 20 et

24°C, la photopériode est de 10 heures par jour, le taux d’humidité de 1’ordre de 50%.
C. Microorganismes de référence

On a utilisé quelques souches de la collection du CRD-SAIDAL pour évaluer 1’activité
antimicrobienne des extraits et de I’huile essentielle (Americain type culture collection)

(Tableau 5).

Tableau 5 : Souches ATCC utilisées dans 1’étude antimicrobienne :

. r o Milieu de
La souche famille Référence culture
Staphylococcus . 25923
Aureus Micrococcaceae ATCC
@ Bacillus . 6633
2 +
Z gram Subtilis Bacillaceae ATCC
S Escherichia . 25922
]
2 coli Enterobacteriaceae ATCC Muller
gram - Pseudomonas . 27853 Hinton
) Enterobacteriaceae
aeruginosa ATCC
@ . . 10231
o Candida albicans Cryptococcaceae
= ATCC S
~ abouraud
> - 9763
s Saccharomyces cerivisea |Saccharomycetaceae ATCC

(*)ATCC: American Type Culture Collection.
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I1.2 Méthodes :

I1.2.1 Séchage et broyage

Le séchage de la plante (feuilles- tiges) a été effectué naturellement a 1’abri de la
lumiére sur du papier blanc dans un endroit bien aéré durant 15 jours afin d’éviter la photo-

oxydation des substances (Guignard, 2000 ; Ali-Delille, 2010) (Figure 3).

Apres séchage, une quantité notable de feuille et de tiges a ¢été conservée pour

I’extraction des huiles essentielles.

Une autre quantité des feuilles a été broyée a 1’aide d’un moulin a café pour I’obtention
d’une poudre fine, qui a subi un tamisage afin de séparer les particules trop grosses (Le hir,
1983). Cette dernicre est conservée dans un flacon en verre ombré hermétique et conservée

pour une utilisation ultérieure.

':'-"'5-_:1:.: :

Figure 3: Séchage de I’armoise rouge (Originale, 2015).
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I1.2.2 Etude phytochimique
A. Préparation des extraits :
A.1 Extrait aqueux

L’extrait aqueux a 15% d’Artemisia campetris L. a été obtenu par infusion de 15g de
broyat de la partie aérienne de la plante ( tiges et feuilles) dans 100ml d’eau distillée bouillie
pendant 1/2 heure sous agitation magnétique, la solution est laissé reposer 15minutes ,le

mélange est d’abord filtré sur papier whatman , I’extrait obtenu est conservé au réfrigérateur .

A.2 Extrait éthanolique :
L’extrait éthanolique a été obtenu en utilisant la méthode de Soxhlet (extraction solide-

liquide) au niveau du laboratoire de chimie de 1’Ecole Nationale des Sciences Agronomiques
(ENSA).

Colonne de
refroidissement
Arrivée d’eau
Cartouche contenant
le broyat de la plante
Ballon
contenant

Chauffe
ballon

Figure 4 : Dispositif Soxlhet (originale,2016).
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>

Mode opératoire :
Apres avoir €té séchée, la partie aérienne de la plante (feuilles + tiges) a été broyée et
réduite en poudre fine, par un broyeur électrique a couteaux.
15 g du broyat (poudre végétale) ont été introduits dans une cartouche en cellulose.
Un ballon de 250 ml pesant Po (poids du ballon vide) a été¢ rempli de 120 ml du
solvant d’extraction (éthanol absolu).
Lancer I’extraction au moyen de Soxlet siphonnant a 100 ml et de réfrigérant a reflux,
jusqu’a épuisement (pendant 4 heures) ;
Aprés I’extraction, le solvant chargé en substances extraites a été récupéré dans le
ballon pour étre évaporé sous vide dans un Rotavapor pendant environ une heure a une
température de 65 °C.
L’extrait ainsi récupéré a été placé dans un dessiccateur, puis il a été pesé : P1 (poids

du ballon contenant I’extrait), et il est enfin conservé entre 4-6°C.

Calcul du taux d’extraction :

Le taux d’extraction de chaque extrait des especes étudiées est calculé selon la formule

suivante :
TE%= [(P:-Ps) /E]*¥100
Avec :
» TE : taux d’extraction (%).

YV V VYV

P1: poids du ballon aprées évaporation du solvant.
Po : Poids du ballon vide (g).
E : Poids de la matiere végétale utilisée (broyat) (g).
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A.3 Extraction de I’huile essentielle :

L’extraction de I’huile essentielle a ét¢ effectuée sur la matiere séche de la partie
aérienne de la plante étudiée au laboratoire de chimie de I’Ecole Nationale des Sciences
Agronomiques par la méthode d’hydrodistillation au moyen d’un appareil de type Clevenger.
L’extraction est réalisée suivant la méthode conforme a la pharmacopée européenne

(Pharmacopée européenne, 2008).

Armnip il 5 S comnber

Endreas oo Mo Fr

Ealinh & 2 HEfas

Supporks rreskaslleyuss q—' E

Robinet

« hua witha -ballom

Figure 5 : Montage de ’appareil d’hydrodistillation (Photo personnelle, 2016)
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Mode opératoire :

» Aprés avoir été séchés, les échantillons de la plante constitués par la partie aérienne
(feuilles et tiges) ont été fragmentés en petits débris.

» Pour chaque échantillon, 450 g du matériel végétal sont introduits dans un ballon de 2
litres, qui sera rempli avec de 1’eau aux deux tiers (2/3) de son volume.

» Le ballon contenant le matériel végétal et 1’eau est chauffé a 1’aide d’un chauffe-ballon
jusqu’a I’ébullition. A ce moment, la vapeur chargée de produits volatils monte dans
la colonne de récupération vers le réfrigérant a circulation d’eau.

» Cette vapeur se condense au contact du réfrigérant. Le condensat est recueilli dans une
ampoule a décanter qui par différence de densité sépare la phase aqueuse (plus lourde)
en bas, de la phase organique (phase supérieure) en haut constituant I'H.E.

» L'H.E est conservée au réfrigérateur a une température de 0 a 6 °C dans un flacon en
verre brun hermétiquement fermé jusqu’au moment de 1’utilisation afin d’éviter tout

changement de composition.

Rendement d’extraction :
Selon AFNOR., 1986, Le rendement en huile essentielle (RHE), est défini comme étant
le rapport entre la masse d'huile essentielle obtenue apres extraction (M') et la masse de la

matiere végétale utilisée (M). Il est donné par la formule suivante:
Rue= (M’/M) * 100

Avec:

RHE : rendement en huile essentielle de la plante (%).

M' : masse de I'huile essentielle obtenue en gramme.

M : masse de plante utilisée en gramme.

19



Matériel et Méthodes

B. Screening chimique

But

Le but de Screening est de mettre en évidence la présence ou 1’absence des principaux
métabolites secondaires.

Le screening chimique est un ensemble de réactions chimiques simple permettant
d’orienter rapidement vers 1’étude détaillée de quelques types de constituants chimiques
(Girre, 1980).

Les tests phytochimique sont des réactions de coloration, turbidité, et de précipitation
réalisée sur la drogue elle-méme ou sur un extrait rapidement préparé, elles sont nombreuses
et effectuées en tube (Paris et Hurabielle, 1981).

D’apres Ghrib. (1988) ; Treasz et Evans , (1987) ; et Okmu. (2005) ces tests sont
réalisés soit sur la poudre de broyat, soit sur un infusé.

Les résultats sont classées en : réaction tres riche (+++), réaction moyennement riche

(++), réaction louche (+), faiblement présente (-) (Ponce et al ., 2003).
1. Phénols

Mettre 10g de poudre séche dans 150ml d’HCI concentré (37%) dilué a 1% pendant 24
h, filtrer et procéder au test suivant : prendre 10ml du filtrat (Ie macérat) et ajouter Sml du

NH4OH concentré (30%) (Le milieu devient basique).

Si le résultat est positif on aura 1’apparition d’un anneau de couleur jaune dans la partie

supérieure de tube a essai (Okmu, 2005).
2. Tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, 5 ml de I’extrait aqueux, et 1 a
2 gouttes d’une solution de FeCls diluée. L’apparition d’une coloration bleu-noir indique la

présence des tanins (Trease et Evans, 1987)
3. Anthocyanine

La détection des anthocyanes est réalis¢ par I’addition de quelques goutes de HCl a 5
ml d’extrait aqueux. Un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration rouge

(Debrayb et al, 1971 ; Paris et al., 1969).
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4. Les coumarines

Faire bouillir a reflux 2g de poudre dans 20ml d’alcool éthylique ,15 min puis filtré, a 5
ml du filtrat rajouter 10 gouttes de la solution alcoolique KOH a 10% et quelques gouttes

d’HCL a 10%, la formation d’un trouble indique la présence des coumarines. (Rizk, 1982).
5. Saponosides

Prendre 2ml d’extrait de 10% et ajouter 2ml d’une solution d’acétate de plomb. La

précipitation du dépdt blanc indique la présence des saponosides (Ghrib, 1988).

6. Alcaloides

A 15 ml de l’infusé on a ajoute Ajouter 5 ml du HCL (1 N) et quelque gouttes du
réactif de Dragendroff, puis chauffer au bain marie pondant quelques minutes. La formation

d’un précipité rouge orangé indique la présence des alcaloides (Paris et al, 1969).
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I1.2.3 Evaluation des activités biologiques
A. Activité anti inflammatoire :

La mise en évidence de ’effet anti inflammatoire a été réalisée selon la méthode de

Levey. (1969).

L’injection de la carraghénine sous l’aponévrose plantaire de la patte de la souris
provoque une réaction inflammatoire qui peut étre réduite par un produit anti inflammatoire

(voir Annexe II Figure 17).

Pour comparer la réaction de I’cedéme plantaire, nous avons utilisé un extrait aqueux de

la plante Artemisia campestris L.
A.1 Préparation des souris a I’inflammation

Apreés une mise a jeun pendant 18heures, nous avons constitu¢ 3 lots de 6 souris

chacun :

e Lot témoin (T): composé de 6 souris femelles et males ou chaque souris regoit par
gavage gastrique un volume de 0.5ml de 1’eau physiologique .

e Lot de référence (R) : composé de 6 souris femelles et males ou chaque souris regoit
par gavage gastrique un volume de 0.5ml de Diclofenac a la dose de 500mg/kg
-notons que le Diclofenac est un dérivé arylacétique. C’est un produit qui est classé
parmi les médicaments des AINS (anti inflammatoires non stéroidiens).

e Lot d’essai (E) : composé de 6 souris femelles et males ou chaque souris regoit par
gavage gastrique un volume de 0.5ml de I’extrait aqueux de la poudre de I’armoise

rouge 772mg/kg. (Figure 6).
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Figure 6 : Gavage gastrique de I’extrait aqueux de la poudre d’4.campestris L.

Une demi-heure aprés I’administration du traitement, nous avons inject¢ 0.025ml de

carraghénine a 1% dans I’eau physiologique aux différents lots de souris.
L’injection a été réalisée sous 1’aponévrose plantaire des pattes arriere gauches de souris.
Apres 4 heure de I’injection de la carraghénine, nous avons sacrifié¢ toutes les souris.

Les pattes postérieures ont ¢été¢ coupées a hauteur de I’articulation pesé€es sur une balance

analytique.
e Taux de réduction d’cedéme en % :

Selon Levey, (1969). Cit¢ par Berkan et al. (1989), le calcul du pourcentage de

I’augmentation ou de 1I’cedéme se fait selon la formule suivante :

moyenne des poids de la patte gauche—moyenne des poids de la patte droite

X 100.

% cedéme =
o ccdeme - -
moyenne des poids de la patte droite

e Pourcentage de réduction de I’cedéme en % :

Le pourcentage de réduction de I’cedéme chez les souris traitées par rapport aux témoins se

fait par la formule suivante :

_%del'oedeme témoin—% de l' oedéme essaie

x 100.

% oedéme - ——
% oedéme témoin
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B. Activité antioxydante

Pour évaluer I’activité antioxydante de I’extrait éthanolique de Artemisia campestris L.
nous avons utilis¢ la méthode du DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) selon le protocole
décrit par Sanchez-Moreno et al., 1998.

» Principe

Dans ce test, les antioxydants réduisent le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine, dont
I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants

présents dans le milieu a donner des protons (Molyneux, 2004).

- O - O
./ /

. H
02N N 0, N—MN
NO N0 5
a: Diphenylpicrylhydrazyl b: Diphenylpicrylhydrazine
(radical libre) (non radicalaire)

Figure 7 : Forme libre et réduite du DPPH (Molyneux p, 2004).
» Préparation de la solution DPPH :

Une solution de DPPH est préparée en ajoutant 100ml du méthanol & 4 mg de poudre de

DPPH, la solution obtenue est de couleur violette.
» Préparation des dilutions
On a préparé 5 tubes on réaliser 5 dilutions successive.

D’abord on a prélevé 1 ml de solution mére (extrait éthanolique d’Artemisia campestris
L.) a laquelle nous avons rajouté 9 ml de méthanol dans le ler tube, puis on a prélevé 1ml du
ler tube auquel on a rajouté¢ 9ml de méthanol dans le 2éme tube, on a fait de méme pour

constituer la dilution du 3éme tube et ainsi de suite jusqu ‘au 5éme tube (Figure 8).
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e matériel :
m pu |

\/ i
Tubes de dilution  Pipette graduée ou pipette paille de ImL

(méthanol) de 9
5 tubes avec 9 mL de diluant (meéthanol)

[a technigue : | ‘

Prendre 1 mL
d'extrait éthanolique ImL_, ImL_, I1mL_, ImL
d'A campestris pur A ﬂ /* /*
M M I I Il

et verse le dans le ler |||

tube(107")

méthanol pur

(dilution 10°)
— > B || | u -

\/ \/ \/ \/ \/ \/
Dilution:  10° 10" 107 10° 10° 10°
Facteur de
dilution : 1 10 100 1000 10000 100000

Figure 8 : Préparation des dilutions (personnel)

» Mode opératoire

Dans des tubes a essais, nous avons introduit 10ul de chaque dilution et 2 ml de la
solution méthanolique de DPPH (4mg/100ml). En parall¢le, deux témoins sont préparés, un
témoin négatif de 10ul de méthanol+ 2 ml de la solution de DPPH et un témoin positif de

3mg de poudre d’acide ascorbique dissous dans 1 ml de méthanol. A partir de cette solution 5
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dilutions sont préparées en prélevant a chaque fois Iml du tube précédant. Les tubes sont
placés dans 1’obscurité a température ambiante pendant 30 min. La lecture a été effectuée par

la mesure de ’absorbance a 517 nm.

e Expression des résultats :

La concentration d’inhibition des radicaux libre(I) exprimé en pourcentage est calculée

selon la formule suivante :

1% = (Abs ¢ -Abs d)/Abs ¢x100

Avec:
Abs ¢ : Absorbance du contréle.

Abs d : Absorbance pour chaque dilution.

e (Calcul des IC50

L’IC50 ou concentration inhibitrice de 50 %, c’est la concentration de 1’¢chantillon
testée qui cause la perte de 50% de I’activit¢ de DPPH.Ces IC50 sont déterminées
graphiquement a partir des graphes tracés, dont 1’abscisse représente la concentration des

fractions testés et 1'ordonné représente I’activité antioxydant en pourcentage.
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C. Activité anti-microbienne
C.1 Etude de I’effet inhibiteur (analyse qualitative) :

L’objectif de 1’é¢tude de 1’activité antimicrobienne et antifongique est de déterminer le
taux d’inhibition de la croissance des microorganismes (bactéries et levures) sous I’effet de
notre huile essentielle (H.E. d’Artemisia campestris L.) et extraits (aqueux et éthanolique) et
ceci par la méthode de diffusion sur milieu gélosé. C’est une technique microbiologique, trés
récente, qui permet d’étudier comme un antibiogramme la sensibilité des germes a différentes
extraits et I’huile essentielle.

» Principe:

Cette méthode consiste a mettre en évidence une éventuelle activité antibactérienne et
antifongique ou les deux en méme temps, en les mettant en présence des germes testés, dont
leur DO= 0,5 (la concentration est varie de 107 a 108 germes /ml).

Des disques de 9 mm de diameétre avec une capacité d’absorption de la quantité précise
(20ul pour I’huile essentiel) sont déposés sur la gélose ensemencée en nappe a partir des
souches a tester. La diffusion de I’HE et des extraites, dans la gélose va permettre I’inhibition
de la croissance des germes, tout au tour des disques. Dans le cas d’une éventuelle activité
antimicrobienne positive qui se traduira aprés incubation par une auréole claire et distincte
autour du disque appelée Halo ou zone d’inhibition.

La lecture des résultats se fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibition pour
chacune des souches a I’aide du pied a coulisse. (La méthode est validée par le laboratoire

microbiologique de CRD-SAIDAL).

Protocole expérimental :

a) Préparation de la premiére couche du milieu :
» Faire fondre les milieux Mueller-Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour les levures
dans un bain-marie réglé a 95 °C.
» Verser aseptiquement une premiére couche des deux milieux dans des boites de Pétrie de
90 mm de diametre a raison de 15 ml par boite.

» Laisser refroidir jusqu’a solidification sur paillasse.

b) Préparation de ’inoculum :

A partir de jeunes cultures (18 h & 24 h pour les bactéries et 48 h pour les levures)
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» Réaliser des suspensions microbiennes qu’on dépose dans 5 ml d’eau physiologique
stérile (Figure 9).
»  Agiter au vortex.

Figure 9 : préparation des suspensions microbiennes.

¢) Préparation de la deuxiéme couche du milieu :
faire fondre les deux milieux MH et SAB.
Laisser refroidir jusqu’a une température de 45 °C.

Mettre dans des flacons de 50 ml le milieu correspondant pour chacune des souches.

Y V VYV VY

Ensemencer les milieux avec 200 pl de la suspension.

» Agiter manuellement puis déposer rapidement 4 ml de chaque milieu ensemencé sur la
surface de la premiére couche en faisant pivoter la boite sur elle-méme pour avoir une surface
uniforme.

» Laisser solidifié sur la paillasse.

d) Dépot des disques :

» A D’aide d’une pince stérile, prélever a chaque fois un disque stérile .Ce disque est
imbib¢ avec I’échantillon a tester en mettant en contact I’HE a tester avec uniquement
le bout des disques qui vont é&tre absorbé progressivement jusqu’a leur totale
imprégnation.

» Disposer les disques sur la surface de la gélose.

*on dépose le disque imbibé de I’HE dans une seule boite au milieu et on a divisé la boite en
deux pour I’extrait aqueux et I’autre pour 1’extrait éthanolique.

» Laisser diffuser pendant 30 min.
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» Incuber a 37 °C pendant 24 h pour les bactéries et a 25 °C pendant 48 h pour les

levures.

Boite de Pétri
Souches test

Mikisu de culture gélosé

Disque imbibe d"HE

Zone d imhibition

Croissance microbienne

Figure 10 : Illustration de la méthode de I’aromatogramme (Zaika, 1988)

e) Lecture :
v Présence de zone claire autour du disque —pprésence d’activité inhibitrice.

v' Absence de zone claire autour du disque —pabsence d’activité inhibitrice.
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II1.1. Extraction et rendement

I11.1.1 Rendement de I’extrait éthanolique :

La préparation d’extrait d’éthanol a partir de la partie aérienne d’Artemisia campestris
L. a été effectuée par solvant a polarité croissante. Cette extraction a permis d’obtenir I’extrait
¢thanolique brut.

Le rendement de I’extrait éthanolique en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la
masse de la plante séchée est de (7.5 %). Les propriétées organoleptiques de I’extrait obtenu
sont mentionnées dans le tableau 6.

Il est important de souligner que la méthode utilisée (choix des solvants), ainsi que les
conditions dans lesquelles I’extraction a ¢été effectuée (a chaud ou a froid), affectent le
contenu total en phénols et flavonoides, et par conséquent affecte les activités biologiques
médiées par ces métabolites (Lee et al., 2003).

Tableau 6: Propriétés organoleptiques d’extrait éthanolique d ’Artemisia campestris L.

Caratéres

Aspect couleur Rendement %
Extrait

Extrait éthanolique Pate collante Vert foncé 7,5%

I11.1.2 Propriétés organoleptiques et rendement de I’huile essentielle extraite :

A. Propriétés organoleptiques
L’examen organoleptique de cette huile (tableau 07) consiste en un essai olfactif;

toutefois, il est nécessaire de décrire I’aspect de ces huiles essentielles et de leurs saveurs

Tableau 7 :Caractéres organoleptiques des huiles essentielles d’Artemisia campestris L.

Caracteres Couleur Aspect Odeur

HE

Artemisia Jaune pale Liquide camphrée
campestris (obtenu
au laboratoire)
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L'huile essentielle extraite d'Artemisia campestris L. a un aspect liquide, de couleur

jaune pale avec une odeur camphrée.

B. Rendement en huile essentielle
Le résultat de calcul de rendement obtenu lors de I'hydrodistillation a partir de la plante
séche est calculé a partir de :
e La quantité de la biomasse en (g) : 450
e La quantité d'huile essentielle en (g) : 1,3

e Rendement en (%) : 0,29.

Le rendement obtenu en HE extraite d’Artemisia campestris L. étudiée est de 1’ordre de
0,29%. Ce taux est similaire a celui trouvé par Cherrak, (2001).

La comparaison des rendements en HE de [’Artemisia campestris L. de la région Djelfa
avec une autre espece de la méme famille de /’Artemisia campestris L. |’Artemisia herba
alba. nous révele que le taux est trés bas a celui des HE extraites de différentes especes
récoltées dans la région de Matmata en Tunisie (0,65%) (Akrout, 2001) et de Biskra (0,95%)
(Bezza et al, 2010) et de M’sila (1,02%) (DOB et al., 2005). Cette différence dans le
rendement en huile essentielle entre les deux espéces différentes peut étre expliquée par les
conditions climatiques, période de collecte, par les facteurs génétiques et les conditions

expérimentales.

I11.2. Résultats de I’étude phytochimique :

Les résultats de 1’analyse phytochimique sont représentés dans le tableau 8 (voir

Annexe II Figure 16).
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Tableau 8.. Résultats de screening phytochimique.

Métabolites Résultats des .
secondaires réactions Observation
Polyohénol Coloration jaune Présence
Tannins Coloration bleue-noir Présence
Anthocyanine Coloration rouge Etat de trace
Saponoside précipitation blanc Présence
Coumarines Trouble Présence
Alcaloides precipité rouge Présence

orangé

Les résultats du tableau révelent la présence de la majorité des métabolites secondaires
testés. Nous constatons que la plante 4.campestris L., est riche en polyphénol et en tanins, elle
contient aussi des saponosides, des alcaloides et coumarines, alors que les anthocyanine sont a
1'état de trace.

De nombreuses études chimiques ont révélé que la partie aérienne d'Artemisia
campestris L. est riche en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides,
les tanins, les huiles essentielles (Juteau et al., 2002).

Nos résultats sont en accord avec Khadem et Robin, (2011) et Baba Aissa, (1999) qui
révelent 'existence des tanins et les flavonoides en quantité importante.

Et Naili et al. ( 2010) qui montrent I'existence des alcaloides et des saponosides. De
plus Kundan et Anupam (2010) confirme que le genre Artemisia est riche en métabolites
secondaires tels que les flavonoides, les coumarines, les huiles essentielles, les stérols.

Les flavonoides, les coumarines et les tanins sont des composés phénoliques. Ces
métabolites secondaires sont trés intéressants de point de vue botanique et pharmaceutique
(Zheng et al., 2001).1ls sont doués d’un pouvoir antioxydant, antimicrobien et représentent
une bonne alternative aux antibiotiques et aux conservant chimiques (Ernandez et al., 1996)

Les flavonoides ont également des propriétés cliniques intéressantes telles que Anti-
inflammatoires, antiallergiques, antivirales, anti-diabétique, antibactériennes et anti tumorales

(Middleton, 1998; Prasenjit et al., 2009).
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II1.3 Détermination des activités biologiques
II1.3.1 Activité anti-inflammatoire :

L’activité anti-inflammatoire est exprimée en fonction du pourcentage de réduction de
I’;edéme des pattes gauches postérieures des souris par 1’extrait aqueux d’Artemisia
campestris L. par rapport au lot témoin et lot de référence, et par les moyennes des poids des

pattes gauches et droit des souris (Voir Annexe III tableau 10).
Taux et réduction de I’cedéme :

Le lot de souris, ayant recu par voie orale 1’extrait aqueux d’Artemisia campestris L.
ont réagi globalement d’une mani¢re semblable a ceux traitées par 1’anti-inflammatoire
Diclofénac de sodium. On constate que ’effet observé chez le lot de souris traité par 1’extrait
aqueux d’Artemisia campestris avec un pourcentage de réduction 63.69% est quasi similaire
au lot de souris ayant recu le standard anti-inflammatoire Diclofénac avec 73.98% (Figure
12).

% de réduction d'oedéeme

B % de éduction d'oedéme

73,98
63,69

Témoin Référence Extrait aqueux

Figure 12: pourcentage de réduction d’cedéme des 3 lots de souris.

Le pourcentage de la réduction de 1’cedéme chez le lot de référence et lot traité par
I’extrait de la plante présente des différences significatives (P>0.01) comparativement au lot
témoin.

L’extrait aqueux a présent¢ un effet anti-inflammatoire statistiquement similaire

(P>0.05) a celui du produit référence.
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Le pouvoir anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux de la partie aérienne d’Artemisia
campestris L. a la dose de (772 mg/ kg) peut étre expliqué par la présence des tanins, des
flavonoides et des Saponosides qui ont été révélé par le screening phytochimique.

Il a été rapporté que les flavonoides, antioxydants naturels, joueraient un role tres
important dans le traitement des inflammations, des tumeurs et des affections bactériennes
(Ezeja et al., 2011; Duru et al., 2013).

Les tanins sont impliqué dans I’inhibition de la synthése de la prostaglandine et des
leucotrienes qui sont des intermédiaires dans la réaction inflammatoire (Da Silva et al.,
2008).

A ce jour et d’apres la littérature scientifique, il n’existe aucun rapport ou publication
scientifique rapportant 1’action anti-inflammatoire de I’extrait aqueux d’Artemisia campestris
L. cependant des études ¢laborées par Elkredim, (2011) sur la méme espece ou il obtient une
inhibition de 51% par I’extrait aqueux des flavonoides a la dose de 200 mg/kg pendant 6

heures. Et cela confirme le pouvoir anti inflammatoire de 1'extrait aqueux de notre plante.

IT1.3.2 Activité antioxydante

L’activité anti radicalaire est réalisée par la méthode du radical 2,2-diphényl-1
picrylhydrazyle (DPPH) qui est une méthode fréquemment utilisée pour sa simplicité. Cette
méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d'un
antioxydant qui donne un hydrogéne ou un ¢lectron, la forme non radicalaire DPPH-H est
formée (Bortolomeazzi et al., 2007). L inhibition de la décoloration du radical DPPH est en
fonction de la concentration d’extrait utilisés et du témoin VitC (antioxydant de référence)
(voir Annexe III Tableaux 12 et 13).

L’activité antioxydante d’extrait et de standard est exprimée en CI50, ce parametre a été
employé¢ par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats (Abdulmajed et
al., 2005; Ahmad et al., 2012), il définit la concentration efficace du substrat qui cause la
perte de 50% de 1’activité du radical DPPH (changement de couleur violet vers le jaune)(voir
Annexe II Figure 18). Ces CI50 sont déterminées a partir des graphes ci-dessous (Figures 13
et 14) dont ’abscisse représente la concentration de 1’extrait brut et 1’ordonné 1’activité
antioxydante en pourcentage. Elle est de 0,280 pg/ml pour I’extrait éthanolique, et celle de
Vit C est de 0,165 pg/ml.

En outre, en comparant I’IC50 de notre extrait éthanolique (0.280 pg/ml),elle est

inférieure a celle de I’extrait ethanol (50%) réalisée par Akrout et al (2,053 mg/ml)
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Selon Guinebert (2005), plus la valeur de I’'IC50 est petite plus I’extrait est considéré

comme un antioxydant puissant; en consequence notre extrait ¢thanolique posséde un pouvoir

antioxydant plus important par rapport a celui d’Akrout et a/ (2010).

On peut expliquer 1’action antioxydante important de notre extrait par la présence des

molécules polaires douées d’activité antiradicalaire élevée déja signalée Kang et al (2003).
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Figure 13 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de

vitamine C.
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Figure 14: Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration d’extrait

¢thanolique d’Artemisia campestris L.
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I11.3.3 Détermination de la’activité antimicrobienne
Les activités antibactériennes et antifongiques des extraits (aqueux et éthanolique) et
I’huile essentielle d’Artemisia campestris sont estimées par le diametre de la zone d'inhibition
autour des disques, exprimée en mm.

Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 9 (voir Annexe II Figures 20).

Tableau 9:Diamétres des zones d’inhibition obtenues par I’huile essentielle et les deux

extraits (aqueux et éthanolique) d’Artemisia campestris L.:

Diameétre des zones d’inhibition en millimétre

Extraits
Extrait aqueux Huile
souches (E A(; Extrait éthanolique (E.E) essential
) (HE)
Escherichia coli
ATCC25922 (E.coli) 10.5mm I1mm 10mm
Pseudomonas aeruginosa 10.5mm 11mm 9.5mm
ATCC27853 (P.S) ' ’
Bacillus
subtilis ATCC6633 (B.S) 13mm 17.5mm 20.5mm
Staphylococcus
aureus ATCC 25923 13.5mm 25.5mm 27.5mm
(Staph)
Candida albicans
ATCC10231 10.mm 11mm 14mm
Saccahromyces cerivisea 10mm 11mm 13.5mm

ATCCI9763

En comparant nos résultats des 2 extraits (aqueux et éthanolique) et d’huile essentielle avec

ceux donnés par Mutai et al., (2009).

Tres fortement inhibitrice : D > 30 mm
Fortement inhibitrice : 21 mm <D <29 mm
Modérément inhibitrice : 16 mm <D <20 mm
Légérement inhibitrice: 11 mm <D <16 mm

Non inhibitrice : D < 10 mm
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On remarque que nos extraits et notre huile essentielle inhibent 1égerment les bactéries
Gram (-) et les levures, exception faite pour P. aeruginosa (DI=9,5mm) et pour les levures
(DI=10mm) qui se montrent résistant respectivement vis a vis de I’huile essentielle et de

I’extrait aqueux.

En ce qui concerne les bactéries Gram (+), I’extrait aqueux inhibe modérément les
B.subtilis (DI=13mm) et les S. aureus (DI=13,5); en revanche les B.subtilis se montrent
sensibles vis a vis de I’extrait éthanolique et de I’huile essentielle (DI=17,5mm; DI=20,5mm),
tandis que les S. aureus se révelent fortement sensibles a 1’action de 1’extrait éthanolique et de

I’huile essentielle (DI=25,5mm; DI=27,5mm) ( voir photo 1).

Les plantes contiennent de nombreux composés doués d’une action antimicrobienne, ces
constituants comprennent les composés phénoliques, les flavonoides, les huiles essentielles et
les triterpenoides (Salamci et al.,, 2007), le pouvoir antimicrobien des extraits de plantes est
tributaire de leurs compositions chimiques.

Trés peu de recherches se sont intéressées a 1’¢tude de [’activité antimicrobienne
d’Artemisia campestris L. surtout celles d’huile essentielle (Ben Sassi et al., 2007 ; Naili et
al., 2010).

Selon Naili et al (2010), ont étudié I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique
des feuilles d’4. campestris L.. 1ls ont utilisé plusieurs souches dont Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, les résultats obtenus dans cette étude ont montré
que cet extrait posseéde un effet inhibiteur sur toutes les bactéries étudiées.

De méme Ben Sassi et al (2007), ont étudié¢ ’activité antimicrobienne des extraits de
la partie aérienne de 23 plantes médicinales dont A. campestris L., ils ont trouvé que seul
I’extrait d’acétone exerce un effet inhibiteur parmi les trois extraits (acétone, hexane,
méthanol).

Dans le cas de S. aureus, nos résultats sont conformes a ceux publiés par Zouali et al.
(2010) qui ont également trouvé que I’huile de romarin riche en camphre présentait une action
modérée contre cette bactérie. Les huiles essentielles de camphre en tant que composant
majeur présente une action modérée sur S. aureus (Jordan et al., 2013). Plusieurs composés
majoritaires sont plus puissants que I’action seule du premier composé majoritaire (Daroui,
2012).

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle d’A. campestris L. contre S. aureus et

B. subtilis peut étre attribué a la combinaison des différents composants présents dans cette
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huile, qui agissent en synergie pour affaiblir le métabolisme microbien et inhiber ou ralentir
son adaptation (Jordan et al., 2013).

Cette activité est lice a leur configuration structurelle, les groupes fonctionnels, les
proportions dans lesquelles ils sont présents et les interactions synergiques possibles entre eux
(Dorman et deans, 2002; Akrout et al., 2010; Jordan et al, 2013).

Les monoterpénes oxygénés comme (camphre, le bornéol)ont un large spectre d’activité
antimicrobienne (Salamci et al, 2007). La présence d’une fonction d’oxygéne augmente les
propriétés antimicrobiennes des terpénoides (cétone) (Dorman et Deans, 2002). A la suite de
leur caracteére lipophile, les monoterpénes cycliques influent sur la perméabilité des
membranes cellulaires (Cox et al., 2000; Zouari et al., 2010).

Il a été rapporté aussi que les monoterpenes provoquent une inhibition du métabolisme
énergétique mitochondriale, notamment les oxydations phosphorylantes. Ce qui entraine des
perturbations dans les processus physiologique et biochimiques dans la cellule (Daroui,
2012).

Le mode d’action des huiles essentielles dépend aussi du type de microorganisme. Il est
connu que les bactéries expriment différents degrés de résistance a la présence des huiles
essentielles. En raison de leur nature hydrophobe, les huiles essentielles ont tendance a
affecter un plus grand nombre de bactéries a Gram positif, suivi par les bactéries a Gram
négatif (Dussaut et al., 2014). La membrane extérieure des bactéries a Gram négatif est plus
riche en lipo-polysaccharides et en protéines que ceux des bactéries a Gram positif qui la rend
plus hydrophile, ce qui empéche les composés hydrophobes d’y adhérer (Cox et al, 2000;
Calsamiglia et al, 2007; Akrout et al., 2010; Khebri, 2011; Daroui, 2012). Néanmoins,
certaines molécules de bas poids moléculaires peuvent adhérer au bactérie a Gram négatif par
fixation aux protéines et aux lipopolysaccharides membranaires grace a leurs groupes
fonctionnels et atteindre aussi la membrane intérieure (Calsamiglia et al, 2007; Daroui,

2012).
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Extraits Huile essentielle

E.E E.A HE

Escherichia.Coli

Pseudomonas aeruginosa

Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus

Candida albicans

Saccahromyces cerivisea

Photo 1 : Résultats de 1’activité antimicrobienne.

E.E: Extrait éthanolique; E.A: Extrait aqueux; HE: Huile essentielle
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Conclusion

Dans le présent travail, différents aspects d'Artemisia campestris L. ont été étudiés: les
propriétés phytochimique et activités anti-inflammatoires, antioxydantes et antimicrobiennes

des extraits (aqueux et ethanolique) et d’huile essentielle.

L’essence de la plante Artemisia campestris L., extraite par hydrodistillation est obtenue

avec un rendement de 0,29%.

L’activité anti-inflammatoire souligne que la dose (772 mg/kg) de I’extrait aqueux
posséde un pouvoir anti-inflammatoire appréciable sur des souris albinos, chez les quelles on
a provoqué une inflammation par la carraghénine. Le pourcentage de réduction de I’cedéme a

atteint (63,69 %).

Le potentiel antiradicalaire des extraits a ¢ét¢ déterminé par la méthode de DPPH dont
les résultats montrent que ces extraits possedent une bonne activité. Donc cette plante contient
des molécules qui sont considérées comme des agents antioxydants de premicre classe et
peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques, sachant que les antioxydants
contribuent de maniere trés efficace a la prévention des maladies telles que le cancer, et les

maladies cardiovasculaires.

L’activité antimicrobienne vis-a-vis de 4 bactéries et 2 levures, selon la méthode de
diffusion des disques les résultats ont montré que les extraits et ’huile essentielle d’Artemisia
campestris L. ont une action remarquable sur tous les espeéces bactériennes testées sauf la
souche Pseudomonas aeruginosa qui a manifeste une résistance pour tous les extraits et

I’huile essentielle . En revanche leur action inhibitrice vis-a-vis les levures s’est montre faible.

Sachant que notre pays posséde une biodiversit¢ immense dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent a étre

exploitées par des recherches ; a cet effet, et comme perspectives on propose de :

e Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles qui pourront répondre aux

différents probleémes de la santé et d’étre un alternatif aux médicaments synthétiques.

40



Conclusion

e Et développer des médicaments antiradicalaires a base de plantes douées d’une activité

antioxydante.
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Annexes

ANNEXE (I)

Appareillage, Verrerie et réactifs

Appareillage Verrerie Réactifs et autres produit
- Agitateur - béchers - alcool éthylique
- Bain marie - fiole - solution alcoolique KOH a 10%
- Etuves bactériologiques (25°C) | - entonnoir

- Incubateur

- Plaque chauffante.

- Centrifugeuses

- Sonde cesophagique pour souris
- Portoir de tubes a essai

- Réfrigérateur

- Balance de précision

- Balance pour animaux

- Microtome

- Portoir pour tubes et cuves
- Spectrophotométre

- Bec benzene

- Hotte

- Pipettes Pasteurs

- Tubes a essai stériles
- cuves

- cloche a éther

- béchers

- pipettes graduées

- d’acétate de plomb

- Dragendroft,

- FeCl3 diluée

- NH4OH concentré (30%)

- Acide Chlorhydrique (HCL) a10%
- methanol

- Eau physiologique

- Ether « Rectapur ».

- Carragénine

- déclofenac

- glibenclamide

- Chloroforme

- Eau distillée

- seringues, embouts.

- Compresses, coton, sparadrap,

gants.
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Balance de précision Clevenger

Etuve Bain Marie rotavapeur

Spectrophotomeétre
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ANNEXE (II)

Etapes de déroulement de I’étude.

Figure 15 : Etapes de préparation de 1’extrait aqueux « infusé » (Originale, 2016).

Figure 16 : Identification de quelques composés chimiques (Originale, 2016).

Figure 17 : Etapes de déroulement de I’activité anti- inflammatoire (Originale, 2016).
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Figure 18 : Etapes de déroulement de I’activité anti- oxydant (Originale, 2016).

Figure 19 : Etapes de déroulement de 1’activité anti-bactérienne (Originale, 2016).



ANNEXE (IIT)

Annexes

Tableau 10 : Moyennes des pattes gauches et droites des 3 lots de souris

lots Témoin référence Extrait aqueux
D G D G D G
1 0.122 0.195 0.170 0.173 0.136 0.144
2 0.134 0.172 0.151 0.164 0.104 0.120
3 0.121 0.190 0.131 0.149 0.110 0.142
4 0.111 0.164 0.150 0.169 0.129 0.138
5 0.125 0.157 0.138 0.163 0.123 0.143
6 0.114 0.151 0.121 0.147 0.121 0.146
MOYENNE 0.121 0.171 0.1435 0.1608 0.120 0.138

Tableau 11: pourcentage d’cedéme et de réduction d’cedéme des 3 lots de souris

Poids pattes (g) % d’cedeme % de réduction
. d’cedeme
Gauches Droites
Témoin 0.171+0.017 0.121+0.008 41.32 00
référence 0.1608+0.010 0.1435+0.017 10.75 73.98
Extrait aqueux 0.138+0.009 0.120+0.0118 15 63.69
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Tableau 12 : Variation de 1’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de vitamine

C.

Concentration pg/ml D.O de Vit C 1% de VitC

0 0 0
0,3 0,066 92,8338762
0,003 0,268 70,9011944
0,0003 0,483 47,5570033
0,00003 0,603 34,5276687
0,000003 0,739 19,7611292

Tableau 13 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration d’extrait

¢thanolique d’Artemisia campestris.

Concentration pg/ml D.O E.E d’A.campestris 1% de E.E d’A.campestris
0 0 0
0,5 0,102 88,9250814
0,005 0,365 60,369164
0,0005 0,554 39,8479913
0,00005 0,673 26,927253
0,000005 0,788 14,4408252
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