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ABSTRACT

The recourse to natural substances as much as sources of biologicallly active
molécules remain a major concern for the equiaring chemists. In this context, the choice of
vegetables equipement in fact Arfemisia Judaica as source of chemical compounds was
undertaken. Artemisia Judaica gave by hydrodistillation a very appreciable yield (2%).
The presence of the piperitone as a majority product (87%) was identified by CG/MS,
these results one confirmed by UV-Screw and FTIR. The essential oil of Artemisia Judaica
modified with hydrazone monohydrate and hydroxylamine is not affected by the nature of
the reactional medieum. Essential oil modifie dis differently active screw to studied
microbial stocks. The product of the modification generated by the reaction of

modification are more active screw mushrooms.

Key words : Artemisia Judaica, essential oil, extraction, chemical modification.



RESUME

Le recours aux substances naturelles autant que sources de molécules

biologiquement actives restent un souci majeur pour les chercheurs chimistes.

Dans cette optique, le choix du matériel végétale en 1’occurrence 1’Artemisia Judaica
comme source de composés chimiques a été entrepris. L’Artemisia Judaica a donné un
rendement en huile essentielle par hydrodistillation trés appréciable (2%). La présence du
piperitone en tant que produit majoritaire (87%) a été identifiée par CG/MS, ces résultats
on été confirmé par UV-Vis et FTIR. L’huile essentielle de I’ Artemisia Judaica modifiée
avec I’hydrazone monohydrate et I’hydroxylamine n’est pas affecté par la nature du milieu
réactionnel. L’huile essentielle modifi¢ est différemment active vis-a-vis de souches
microbiennes étudiées. Les produits de la modification engendrés par la réaction de

modification sont plus actifs vis-a-vis des champignons.

Mot clés : Artemisia Judaica, huile essentielle, extraction, modification chimique, activités

microbiologiques.
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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes représentent une source immense de molécules chimique complexes
exploitées par I’homme dans I’industrie des parfums, agro-alimentaire, cosmétique et
pharmaceutique. La plupart des végétaux renferment des huiles essentielles ; ils sont alors
appelés « plantes aromatiques ». Ces huiles essentielles se trouvent dans de nombreuses

parties de la plante :

Le bois, les feuilles, les fruits, les écorces, les graines et les racines. Ce sont des mélanges
complexes constitués de plusieurs dizaines, voire de plus d’une centaine de composés,

principalement des terpénes et de composés aromatiques.

En Afrique du nord, comme dans le reste du continent, plus de 80% de la population a
recours aux plantes médicinales pour ses soins de santé primaire, I’art de guérir par les
plantes est connu et pratiqué depuis bien longtemps, car il exploite des savoirs transmis
oralement de génération en génération a certaines catégories d’individus initiés que sont les

tradipraticiens de santé et les herboristes.

Le genre Artemisia est I’une des plantes les plus répondue dans le Sahara centrale grice a
la richesse de son huile essentielle en composés terpéniques qui font objet d’effets

antibactériens, antinéoplasiques ou autres effets pharmaceutiques.

L’Artemisia judaica est trés sollicitée en médecine pour ses différents effets
thérapeutiques ; comme anti spasmodique, stomachique, expectorant et contre les troubles

digestifs et les diarrhées chroniques.

L’huile essentielle de I’Artémisia judaica présente des activités biologiques importantes

contre plusieurs types de bactéries et champignons.

Des tests ont démontrés que cette activité est limitée pour certaines espéces, et ce qui a fait

appel a la modification chimique de I’huile essentielle.

Le but de cette modification chimique est d’améliorer 1’activité biologique de ce dernier

par des réactions de condensation avec ’hydrazine et avec 1’hydroxylamine.



Une étude biologique affirme que I’huile essentielle modifiée présente une activité anti
bactérienne et anti fongique contres les bactéries et champignons résistants a 1’huile

essentielle pure.
Le travail est divisé en trois grandes parties :

e Dans la premiere partie, une étude bibliographique est menée sur des généralités
sur I’Artemisia Judaica et sur les méthodes d’extraction et les méthodes d’analyses
utilisées.

e On parle aussi de réaction de condensation des cétones avec I’hydrazine et avec
I’hydroxylamine.
La 2°™™¢ partie concerne le matériel utilisé et la méthodologie :

e J’extraction et la caractérisation physico chimique de I’huile essentielle de
I’ Artemisia Judaica.

e La modification chimique de I’huile essentielle par des réaction de condensation de
la pipertone avec I’hydrazine et avec I’hydroxylamine.

e Le test du pouvoir antimicrobien de I’HE et des huiles modifiés contre des bactéries

a gram(+) et & gram(-) et contre des champignons connus.

La derniére partie est consacrée uniquement aux résultats et discussions.



PARTIE THEORIQUE



CHAPITRE 1
ETUDE BIBILIOGRAPHIQUE SUR LARTEMISIA JUDAICA ET SUR
LA MODIFICATION CHIMIQUE DE L’HUILE ESSENTIELLE DE
L>’ARTEMISIA JUDAICA
PARTIE 1
APERCU BIBLIOGRAPHIQUE SUR LA PLANTE ARTEMISIA

JUDAIACA

1. GENERALITES

1.1 Définition d’une huile essentielle

Produit obtenu a partir d’une matiére premiére naturelle d’origine végétale, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe de
fruits de citrus (agrumes), soit par distillation séche, aprés séparation de 1'éventuelle phase

aqueuse par des procédés physiques

L’huile essentielle peut subir des traitements physiques n'entrainant pas de changement

significatif de sa composition par exemple: filtration, décantation, centrifugation [1].

1.2 Caractéres physico-chimiques des huiles essentielles

e Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles,
ce qui les différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans
les solvants organiques usuels ainsi que dans 1’alcool, entrainables a la vapeur
d’eau mais treés peu soluble dans 1’eau.

e Elles présentent une densité en général inférieure a celle de 1’eau et un indice de
réfraction élevé.

e Elles sont pour la plupart colorées : ex : rougeitre pour les huiles de cannelle et
une Variété de thym, jaune péle pour les huiles de sauge sclarée et de romarin

officinal.



e Elles sont altérables et sensibles a I’oxydation. Par conséquent, leur conservation
nécessite de I’obscurité et de I’humidité. De ce fait, I’utilisation de flacons en verre
opaque est conseillée [2].
e Elles sont constituées de molécules a squelette carboné, le nombre d’atomes de

carbone étant compris entre 5 et 22 (le plus souvent 10 ou 15) [3].
1.3 Procédés d’extraction des huiles essentielles

La quantit¢ d'huile essentielle contenue dans les plantes est toujours faible et
parfois tres faible. Il faut plusieurs tonnes de plantes pour obtenir la quantité voulue.
L’extraction des huiles essentielles est certainement la phase la plus délicate. Elle a pour
but de capter les produits les plus subtils et les plus fragiles élaborées par le végétal.
11 existe différents procédés d'extraction.
Le choix de la méthode d’extraction utilisée dépend obligatoirement la nature de 1’essence
ainsi que son éventuelle utilisation. On en distingue plusieurs types:
1. Extraction par expression a froid.
2. Extraction par distillation et entrainement a la vapeur d’eau.
3. Hydro-distillation ou distillation a I’eau.
4. L’enfleurage.
5. Extraction par les solvants organiques.

6. Extraction par CO2 supercritique.
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Figure 1.1 Schéma d’un montage de I’hydrodistillation légendé.



1.4 Analyses et profiles chromatographiques des huiles essentielles

1.4.1 Analyse par CPG

C’est de loin la technique la plus utilisée pour les huiles essentielles. Elle permet
I’individualisation des constituants, leur quantification et le calcul de leurs indices de
rétention (Ir). Le principe est basé sur la séparation des différents solutés gazeux par
migration différentielle le long de la phase stationnaire. La phase mobile est un gaz

(hélium, azote, argon ou hydrogene), appelé gaz vecteur [4].
1.4.2 Analyse par CPG/SM

Le but de combiner entre la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie
de masse CPG-SM, aprés séparation chromatographique, est d’ajouter a la
chromatographie une deuxiéme dimension analytique [5] .Le principe consiste & transférer
les composés séparés par chromatographie en phase gazeuse par la phase mobile (le 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’identification est
ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention (Ir) et des données spectrales
(spectres de masse) des constituants individualisés avec les caractéristiques de produits de

référence contenus dans des bibliothéques de spectres [6].

1.4.3 Analyse par spectroscopie de la résonance magnétique du carbone 13

(RMN 13C)

La RMN du C13 selon la méthode mise au point et développer par 1’équipe de «
chimie et de Biomasse » de 1'Université de Corse (Tomi et AL, 1995), est basée sur la
comparaison des déplacements chimiques des carbones du mélange avec ceux des produits
de références enregistrés dans des conditions expérimentales (solvant, dilution)
rigoureusement identiques a celle des huiles essentielles et stockés dans des bibliothéques

de spectres propres au laboratoire.[7]
1.4.3.1 Identification des constituants

L'identification est réalisée par la prise en compte du nombre de pics observés par
rapport a ceux attendus pour chaque molécule, du nombre de superpositions des signaux et

des variations des déplacements chimiques des carbones dans les spectres du mélange par
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rapport aux valeurs de références (M). En plus de ces paramétres qui sont accessibles par
un logiciel, l'intensité des raies de résonance permet de contréler l'appartenance d'un
déplacement chimique & un composé donné. Cette technique permet 1’identification de
différents composants a une teneur supérieure ou égale a 0.5% sans purification

précédente. [8]
1.4.4 Analyse par CCM

Cette méthode repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait selon
leurs forces de migration dans la phase mobile qui est en générale un mélange de solvant,
adapté au type de séparation recherché, et leur affinité vis-a-vis de la phase stationnaire qui

peut étre un gel de polyamide ou de silice.

La chromatographie sur couche mince a été réalisée sur des plaques pré-étalées de gel de

silice et sur des plaques de polyamide. [8]

Les différents constituants de 1’échantillon déposé migrent avec des vitesses différentes.
Dans le cas idéal, on obtient autant de tdches que les constituants sur le trajet de migration

du solvant (figure 1.2).

Vapeur de solvant > P
Migration du

solvant Spots obtenus
: M — 5,::;>° ot
B "o apres migration

U ]

Ligne de dépot

Figure 1.2 La migration des composés sur la plaque CCM

L’application principale de la CCM est d’identifier les constituants du mélange,

pour cela on détermine apres migration et révélation le Rf qui est compris entre 0 et 1.

L’identification se fait par comparaison du Rf du constituant a identifier avec ceux des
étalons déposer sur la méme plaque et dans les mémes conditions d’élutions. Parmi les
multiples applications qui posseédent la CCM, on s’intéresse dans cette étude a celles
qualitatives. Le comportement d’une molécule particuliére dans un systéme est donné et

exprimé par sa fluorescence sous UV et par son Rf. [9]
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2. MATIERE VEGETALE

La matiere végétale, constituée des parties aériennes, feuilles et petites tiges

d'Artemisia judaica L., se trouve dans les régions nord et sud africainnes.

Le lot de matiere végétale subit un échantillonnage selon la méthode d’usage ; afin de
I’utiliser pour I’ensemble des essais, les échantillons représentatifs de ce lot ainsi obtenus,
doivent étre conservés dans les mémes conditions et leur taux d’humidité doivent étre

contr6lé, avant I’extraction, par la méthode normalisée.

Figure 1.3 Plante d’Artemisia judaica L [10]

3. ETUDE BOTANIQUE DE V’Artemisia Judaica

Nom vernaculaire frangais: Armoise de Judée
Arabe: Chih labyadh: pas¥) il
D’aprés Quezel [11], le groupement a Artemisia judaica se présente comme une steppe
assez lache, a peu prés dépourvue d’arbres, haute de 50 cm environ et dont la couleur gris
bleuatre est des plus caractéristiques.
C’est un arbrisseau vivace trés rameux, formant de grosses touffes trés denses, vert bleuté,
de 60 a 80 centimetres de haut, pouvant atteindre 1,50m de haut.

Les tiges sont plus ou moins ligneuses, les feuilles sont petites, trés divisées en
lobes et obtuses, elles sont couvertes d'un duvet argenté [11]. Les capitules assez gros, a

fleurs jaunes a jaune péle.



Le feuillage de la plante dégage une odeur agréable au toucher et une sensation ameére si
gouté. 11 fleurit au début du printemps. [12]
Les inflorescences en panicules denses trés ramifiées, sont plus grosses que celles des
autres armoises, elles sont hémisphériques de 5 a 10 mm de diamétre entourées par des
bractées laineuses et contenant 10 & 20 fleurons jaune péle .Les fruits sont des akénes petits
ne dépassant pas 5 mm en taille. [13]

Le genre Artemisia appartient a la famille des Asteraceae; cette famille la plus importante
des plantes a fleurs qui comprend pres de 13 000 espéces réparties en 1500 genres formant
approximativement 10% de la flore du monde[14], dont 408 espéces réparties en 109
genres dans le Sahara algérien. [15.16]

Le positionnement du genre Artemisia tient compte de la classification du Conquist (1981)
et de I’APG II (2009). [10][17%]

Tableau 1.1 classification selon APG Tableau 1.2 classification selon CONQUIST

Classification Classification

Régne angiospermes Régne Plantae
Sous-régne dicotylédones

Vraie Sous-régne Tracheobionta
Classe asteridees Classe Magnoliopsida
Sous-classe campanulidees Sous-classe Asteridae
Ordre asterales Ordre Asterales
Famille asteraceae Famille Asteraceae
Sous-famille asteroideae Genre Artemisia L

4. UTILISATION

4.1 Utilisation traditionnelle

Selon Sahki et al et comme confirmé par les guérisseurs rencontrés sur place,
Artemisia judaica jouit d’une grande réputation dans toute 1’ Afrique sahélienne pour ses
nombreuses vertus médicinales et aromatiques; en effet la drogue est utilisée en infusion
ou en décoction, ou parfois séchée puis réduite en poudre puis avalée avec une gorgée
d’eau, contre les troubles digestifs et contre la grippe, elle serait également anti diarrhéique
et vermifuge. Cette armoise est récoltée en quantité importante par les nomades de

I’ Ahaggar, au printemps, mise a sécher sur des aires propres et dénudée de ses rameaux.
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Les caravaniers en remplissent des sacs qu’ils échangent ou vendent sur les marchés de
Touat, d’Agadés, de Zinder ou de Tahoua (Niger) ou elle est employée comme aromate et
condiment. Dans le Tassili (Djanet), Artemisia judaica est souvent utilisée avant les
célébrations, une cuillerée de feuilles séchées est prise avec un verre d’eau pour éviter les
troubles intestinaux. Une infusion de feuilles est relaxante et aide a apporter le sommeil.
Elle est également utilisée pour aromatiser le troisi¢éme verre de thé, (quelques feuilles). En
Egypte, elle est trés appréciée pour ses effets antispasmodiques et vermifuges. En
prophylaxie et pour ses propriétés hémostatiques la poudre des parties aériennes, selon le
guérisseur Aflane A., est utilisée en cataplasme comme cicatrisant pour les circoncisions
des enfants. En raison de ses vertus prophylactiques, une branche est souvent attachée aux

poignets des bébés et les petits enfants circoncis [18].
4.2 Utilisation actuelle

Elle donne, par ses capitules et ses pédoncules, le médicament connu sous le nom
de « semen-contra de Barbarie », lequel forme la base de plusieurs préparations vermifuges

[19].

Peu de données sont retrouvées sur la microscopie de cette plante mis a part la présence de
poils tecteurs en navette médifixes (2 2 branches) mentionnés dans les travaux

d‘Ouyahia.A [20].

Les poils sont pluricellulaires, mais le milieu conditionne considérablement dans de
nombreux cas leur densité et méme peut influer sur la longueur de la cellule terminale du
poil tecteur. Le pourcentage de stomates par rapport aux cellules épidermiques varie

beaucoup avec les conditions climatiques.

S. COMPOSITION CHIMIQUE DE L’HUILE ESSENTIELLE DE L’Artémisia

Judaica

L'analyse chimique de I'huile essentielle d'drtémisia Judaica fait I'objet de quelques
travaux permettant d'avancer l'existence de différents types chimiques, En Algérie, dans les
travaux de Gherib A. et Belarbi F.[21], le dosage de I’huile essentielle de cette espéce,
récoltée a I’Assekrem (Tamanrasset); obtenue par entrainement a la vapeur pendant 6
heures a été estimé a 2,45 %, alors qu’une sesquiterpénes bicycliques (santonine) obtenue

par la méthode de Janot et Estéve a été donnée a une moyenne de 0,43%.



Selon Batnony K 2005 [21], I’huile essentielle d’Artemisia judaica du Hoggar
Contient: pipéritone (53,5%), chrysanthénone (9,8%), chrysanthényl acétate (7,4%),
d’autres constituants peuvent exister: le caryophylléne, 1’acétate de bornyle, le bornéol, le

p-cymene, 1’a et B-pinénes, le camphene, le myrcéne, le thymol, le nérolidol etc.

Selon Dob T. et Chelghoum C. [22], I’huile essentielle d’Artemisia judaica récoltée a In-
Amenas dans le sud Algérien a donné par CG/MS, 62 composés, avec une prédominance

de la pipéritone (61,9%) suivi par le terpinen-4-ol (4,6%) puis I’acétate de bornyle (3,0%).

Tout récemment Gherib M. [23], dans son travail dédié aux trois espéces d’Artemisia,
récoltées dans la région de Naama (Sud-Ouest de I'Algérie), signale que dans I’huile
essentielle de I’espéce judaica, les constituants majeurs sont le camphre (20,2 %), le

bornéole (8,8%) et la davanone (7,6 %).

Les travaux de Charchari S. [24] ont montré une activité antimicrobienne (in vitro) de
L’huile essentielle d'drtemisia judaica, testée sur différents microorganismes.

L’huile a montré une activité trés forte sur Staphylococcus aureus, Candida albicanset
Microsporum. L'action inhibitrice des huiles est faible pour les entérobactéries.
D’autres travaux notamment ceux de Lui C.Z. and al. [25] ont démontré qu’Artemisia

Judaica possede un potentiel antioxydant important.



PARTIE 2
CHIMIE DES HYDRAZONES

1. DEFINITION DES HYDRZONES

Les hydrazones sont les précurseurs de nombreux hétérocycles. Ils représentent une

famille de composés organiques comportant une structure de type [26] :

T3
N
R4/ \'N
Rl)\ R,
Hydrazone

Figure 1.4 Molécule de I’hydrazone

2. PROPRIETES DES HYDRAZONES

La structure des hydrazones confére au carbone de la liaison double C=N 4 la fois un
caractére électrophile, dii a la polarisation de la liaison double, et un caractére
nucléophile, dii a la participation 4 la conjugaison du doublet non liant de 1’azote
terminal. [27]

Y (" NH
Rl_ rR_ 9 et R( oH N2
R ——= >k |+ H — >< —_— A
/ N RCNH 1,0
0 R I / " H,¢'  CHj
NH, H,N
H,N—NH, Hydrazone

Hydrazine

Figure 1.5 Caractére électrophile et nucléophile des hydrazones
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3. STABILITE DES HYDRAZONES

Les molécules possédant une double liaison carbone-azote sont d’une importance
capitale tant dans un contexte purement chimique que biologique. Les fondations de
connaissances sur la formation et I’hydrolyse des liaisons C=N se trouvent dans les travaux
de Bartlett, Westheimer Rutherford entre autres. Les études et analyses cinétiques
approfondies de Jencks ont également impacté la connaissance des mécanismes mis en jeu

lors de la formation et de I’hydrolyse de composés possédant des liaisons C=N. [28]

4. SYNTHESE DES HYDRAZONES

4.1 Condensation d’un carbonyle et d’une hydrazine

La méthode de synthése la plus utilisée pour former une hydrazone est la
condensation d’une hydrazine avec un carbonyle (figure 1.6). L hydrazine peut subir une
double condensation du composé carbonylé, aussi I’utilisation d’hydrazines mono- ou
N,N-disubstituées permet d’éviter cette double condensation et de synthétiser facilement

les hydrazones correspondantes[27] [29].

T3
N
o) - N
)l\ +  HoN—/NHR; e /Ik
Ry R, Hydrazine Ry R,
Hydrazone

Figure 1.6 Réaction de préparation des hydrazones
4.2 Réaction de Wolff-Kichner 1912

C’est une réduction de cétones passant par I’intermédiaire d’une hydrazone.

La premiére étape de la réaction permet de former une hydrazone. [30]

R o 1
2 HyN—NH, i }‘I NH, RO
%R — s R—< PR >VR
Cét
erone base Hydrazone
forte

Figure 1.7 Réaction de Wolff-Kichner 1912
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4.2.1 Mécanisme réactionnel de la synthése de I’hydrazone

H
NH
(ZH* H N~ 2
HO y N
,/}ZN—NH2 N\NH '/7NHz *|
—> —>
1 1 i ' *r
R R R R R
/N o ’ HOL
_NH _NH >N
H

2 N~ N/

\. HO >K I N
R R L R 5
TR N R' R g / \R -0 OH

H,0
OH H H
— X
R R
Figure 1.8 Mécanisme réactionnel de la synthése de I’hydrazone.

4.3 Synthése des hydrazones 2-acétyl-1-naphtol et de 1-acétyl-2-naphtol. [31]

NH
OH O OH N|/ 2
i
H,C
H;C__O TNZ ONH,
OH

i=H,N—NH;HCI/ EtOH/ AcONa/ H,0

Figure 1.9 Synthése d'hydrazones de 2-acétyl-1-naphtol et de 1-acétyl-2-naphtol
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4.4 Synthése sous microondes

La synthése sous micro-ondes est une technique de plus en plus utilisée. A la fois

simple a mettre en ceuvre, rapide et sélective.

La synthése a était effectuer a grande échelle et en absence de solvant par réactions sous
microondes. Ainsi, en faisant réagir une hydrazine en présence d’un équivalent de cétone
sous irradiation microondes (200W, température de150°C a 260°C suivant le cas, temps
de réaction quelques minutes) on obtient avec de trés bons rendements les hydrazones
correspondantes (85-98%). [32]

S. REDUCTION DES HYDRAZONES

La réaction de Wolff Kishner est un moyen de transformer une cétone en un alcane.
Notez ce qui se passe ici: nous cassons deux liaisons de carbonyle et les remplagons par
deux liaisons C-H. Cette réaction nécessite un peu de chaleur (~ 200 ° C) et a été

supplantée par des méthodes plus douces. [33]

1 1
}‘R _— H—X<

0 K—OH R’
Cétone base forte alcane

Figure 1.10 La réduction des hydrazones.
6. CLIVAGE DES HYDRAZONES

Au cours d’une synthese, il est presque toujours nécessaire de transformer le

groupement hydrazone aprés son utilisation.

Il existe plusieurs méthodes de clivage des hydrazones, 1’0zonolyse ou I’hydrolyse en
présence d’acide chlorhydrique conduit & la régénération du groupement carbonyle, A
I’oxydation en présence de monopéroxyphtalate de magnésium hexahydraté (MMPP)

donne des nitriles [34].
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7. APPLICATION DES HYDRAZONES

La chimie des combinaisons complexes avec des ligands de la classe des hydrazones
a re¢u un regain d’intérét, grace notamment a leur activité biologique, nous trouverons
ainsi que les hydrazones et leurs complexes métalliques possédent entre autres des

propriétés biologiques. [35]
7.1 Activité antimicrobienne

Au cours des derni¢res années, les infections microbiennes résistantes, sont
devenues un danger grave pour la santé. Cela a conduit a la recherche et au développement

de nouveaux agents antimicrobiens qui amélioreront I’activité biologique.

Un grand nombre de tests pour le benzisothiazolinone ont montré des propriétés
antifongiques contre Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, et également actifs

contre Aspergillus Niger.

Les hydrazones ont été synthétisés a partir d’hydrazide, ont montrés une inhibition de la
croissance contre des levures supérieures, comparable a celle du Miconazole, le

médicament de référence. [35]

. be Mummmia

W |
e Mlconazpie

Nitrate 2% Cream

WetWL 102 1309)

| CURES JOCK ITCH

Figure 1.11 Créme Miconazole

IIs ont été synthétisés aussi et évalués pour une activité antimicrobienne contre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Candida albicans. Une activité
antimicrobienne contre Staphylococcus aureus, Enterobacter faecalis, Bacillus

megaterium, E. coli,et Enterobacter aerogenes. [36]

Contre différentes souches de bactérie évaluée, telles que Bacillus subtilis,
Staphylococcusaureus, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa utilisant la

Norfloxacine comme médicament de référence.
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L’activité antifongique a été évaluée contre Aspergillus Niger et Candida albicans en

utilisant comme médicament de référence la Griséofulvine. [37]
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Figure 1.12 NORFLOXACINE Figure 1.13 GRIEOFULVIN

7.2 Activité anti-inflammatoire

Certains dérivés d’hydrazones étaient synthétisés et leurs activités anti-

inflammatoires et analgésiques évaluées.
7.2.1 Exemples

2-acétylpyridine et de 4-acétylpyridine ont été condensés avec sulfonylhydrazides par

irradiation micro-ondes en phase solide pour donner les hydrazones correspondantes.

Indole-3-carboxaldéhyde a été condensés avec des sulfonylhydrazides par chauffage au
reflux dans ’acide acétique pour donner la condensation correspondante du produit.
L’évaluation de L'activité antiinflammatoire a été effectuée en utilisant la carragénine
induite de l'oedéme patte et le composé 12 E présentait une bonne activité anti-

inflammatoire. [38]

7.3 Activité anti-VIH

Certaines hydrazones s’averent étre de puissants inhibiteurs de la ribonucléotide
réductase. Une série de benzo[d]isothiazole hydrazone, a été synthétisée et évaluée pour

l'activité anti-VIH.

Tout les benzo[d]isothiazoles hydrazones ont été obtenues par condensation des acides
intermédiaires, a savoir les hydrazides cycliques ou acycliques. Ces composés présentent

une bonne activité contre le VIH-1. [39]
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7.4 Activité antioxydante

Une famille des hydrazones de syringique a été synthétisée et évaluée pour l'activité
antioxydante. Une nouvelle série d’hydrazones indiquées ont été synthétisées a partir de
syringaldéhyde (Schéma). L’efficacité du carbonyle piégeur a été évaluée en mesurant
l'aptitude a diminuer la teneur en carbonyle des protéines dans des cellules contesté avec de
I’LDL oxydé. [39]

OH OH

H,CO OCH, H,CO OCH;

+ HzN_NI'IR ——
-H,0

/C\ H N

H O

Figure 1.14 Synthése de ’hydrazone
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PARTIE 3
CHIMIE DES OXIMES

1. DEFINITION DES OXIMES

L'oxime constitue un composé organique azoté qui se caractérise par la présence d'un

groupement hydroxyle au sein de 'atome d'azote.

Figure 1.15 Squelette de ’Oxime

2. SYNTHESE DES OXIMES

La synthése des oximes peut étre réalisée par condensation d'une cétone et d'une
hydroxylamine ou par condensation d'un aldéhyde et d'une hydroxylamine, ce sont des

composés généralement cristallisé a température ordinaire ce qui permet de les purifier.

OH
0 N~
+ HEN—OH ———> |
- H,O0
R; R, Ry R,
i Hydroxylamine
Cétone Oxime

Figure 1.16 Synthése des Oximes [40]

2.1 Mécanisme réactionnelle d’une oxime

(JI ;NEOH @XNH M__ k= mpo
—_—

R

H,N-OH
Figure 1.17 Mécanisme réactionnelle de I’oxime
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CHAPITRE 2
MATERIELS ET METHODES

1. MATERIELS
1.1 Matériel végétal

1.1.1 Caractéristiques du site de PAHAGGAR

Le Sahara algérien couvre une superficie de 2 millions de km?. Il représente la plus
grande entité du désert Africain; celui-ci vaste et aride est le plus chaud des déserts, il est
constitué principalement du Sahara central et secondairement des Sahara de 1’Ouest, de
I’Est et du Nord (Figure 2.1).

Sahara cu
Nord |

Sahara de
fOisest

Safiars Cenral

Figure 2.1 Position géographique du Sahara algérien [41]
1.1.2 Données géographiques
L’HAGGAR est situé entre la latitude 21° et 25° Nord (22° 33° N) a cheval sur le

tropique du Cancer et les longitudes 3° et 6° Est du méridien de Greenwich.
1.1.3 Artemisia Judaica

L’Artemisia Judaica ou 1’Armoise de Judée, se trouve dans la région d’oued
Talanteneche située a 6 km du Nord-Est de la ville de Tamanrasset dans le sahara centrale
(figure 2.2).
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N Figure 2.2 L’Artemisia Judaica L

Elle a été récoltée en novembre 2016, les parties aériennes, les tiges et les feuille

ont €t€¢ séchées puis broyées et réduites en poudre a fin de I’utiliser pour I’extraction.
(figure2.3)

Figure 2.3 La poudre de I’Artemisa judaica aprés broyage
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1.2 Produits chimiques

Tableau 2.1 Les produits chimiques utilisés

Produit Marque Pureté
()

Hydrazine SIGMA ALDRICH 98
DMSO CHEMOPHARMA 98
Hydroxylamine FLUKA 98
Acide acétique SIGMA ALDRICH 99.5
Méthanol SIGMA ALDRICH 929
Ethanol SIGMA ALDRICH 96
Acétate d’éthyle | SIGMA ALDRICH 99.5
n-Hexane SIGMA ALDRICH 95
Cyclohexane SIGMA ALDRICH 99.8
Diéthyle éther SIGMA ALDRICH 99.5
Ether de pétrole | SIGMA ALDRICH 95
Dichlorométhane | SIGMA ALDRICH 99.9
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1.3 Matériels d’analyses

1.3.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode analytique
couramment utilisée pour la séparation et ’identification rapide des constituants d’un
composé donné. Elle repose principalement sur des phénomeénes d’adsorption : la phase
mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long d’une phase
stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiére

plastique ou d’aluminium.
1.3.1.1 Protocole opératoire

La chromatographie sur couche mince (CCM) a été utilisé a fin de suivre les
réactions de la modification chimiques de 1’huile essentielle et pour identifier le produit

majoritaire de I’HE de I ’Artemisia Judaica.

La phase stationnaire est le gel de silice sur une plaque en aluminium de marque FLUKA

dont les dimensions sont de 2 x 10 cm avec 1 cm sur la ligne du dépot.

Le systéme du solvant utilisé est une variation de mélange de solvant de différentes

proportions a fin d’obtenir une bonne séparation et que les taches soient bien claires.
Les éluants utilisés sont les suivants :

e Acétate d’éthyle / hexane (50 :50 %).

o Acétate d’éthyle /cyclohexane (70:30 %).
e Acétate d’éthyle/hexane (70:30 %).

e Acétate d’éthyle/diethyle éther (70 :30%)
e Acétate d’éthyle/diethyle éther (50 :50%).

Aprés migration, la révélation est faite par 1’exposition des plaques aux vapeurs d’iodes.

1.3.2 Spectrophotométrie UV-Vis

En chimie organique la spectroscopie UV est essentiellement utilisée pour mettre
en évidence les insaturations (les doubles liaisons) dans les molécules et les possibilités de

délocalisation de ces doubles liaisons par effet mésomere.

-20-



Les radiations visibles (400nm < ) <800nm) sont absorbées par les molécules en
provoquant 1’excitation des électrons de valence. Cette absorption se traduit par I’existence
d’un spectre d’absorption pour lequel on porte en ordonnée 1’absorbance en fonction de la

longueur d’onde en abscisse. (Mespléde ef al. 2013).

On définit la densité optique d'une solution a étudier par : D = log (Io/I), qui est toujours
positif. La densité optique D, est proportionnelle a la longueur de la cuve 1, et a la

concentration molaire volumique du composé C.

Le coefficient de proportionnalité s’appelle le coefficient d’extinction molaire €, qui est
donné par la relation suivante: D = ¢ xI XC. Cette relation est appelée la loi de Beer-

Lambert.

L’huile essentielle et I’huile essentielle modifiée ont été analysées par le

spectrophotomeétre de type JASCO.

Ces solutions ont été analysé 1’une aprés 1’autre par le ’'UV-Visible en remplissant la cuve
en quartz avec les solutions et en I’introduisant dans la chambre pour obtenir le spectre et

pouvoir ainsi I’interpréter.
1.3.3 Spectrométrie Infra Rouge ou FTIR

La spectroscopie par transformée de Fourier est la technique de choix pour mesurer un
spectre infrarouge, de I’infrarouge lointain (100 cm—1) jusqu’a environ 10 000 cm—1. 1
C’est pourquoi I’acronyme anglais F7IR 2 est souvent utilisé pour référer a cette technique.
Le principe de mesure ne restreint pas ’application de la STF & I’infrarouge, mais ses
avantages comparativement aux méthodes dispersives, comme les spectrométres a réseau,
sont moins évidents a des longueurs d’onde de moins de _ = 1 um. De fagon générale, la
STF est tres utilisée pour 1’étude des excitations de basses et moyennes énergies telles que
les excitations vibrationnelles et rotationnelles.

Le FTIR utilisé est de marque JASCO de type 4100.

Quelques milligrammes du produit & analysé sont broyés avec du KBr et formés
ainsi en pastilles pour les analyser & I’aide d’une cellule a pastille pour les produits a 1’etat
solide. Pour les liquide on utilise des pastilles KBr vierge en versant quelques gouttes
d’huile essentielle sur la pastille,on place la cellule dans la chambre d’analyse et on

obtient ensuite les spectres des produits.
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1.3.4 Chromatographie en phase gazeuse/Spectrométrie de masse CG/MS

L’huile essentielle de 1’Artemisia judaica a été analysé par chromatographie en phase

gazeuse-spectrométrie de masse.

Le Chromatographe est de type HP 6890.

La Spectrometre de masse est Quadripdle.

1.3.4.1  Conditions opératoire
Tableau 2.2 Condition opératoire de GC/MS
Injecteur Colonne Détecteur de masse

Température : 250°C Type : RTX-5Ms Mode d’analyse : Scan (de

L . ) . 40 a 550)

Mode d’injection : Splitless | Dimensions : long 30 m, D

Volume injecté : 01pl int 0.25 mm, épaisseur film | Solvant utilis¢ : méthanol
0.25 pm Délai du solvant : 3min

Température du four : 60°C
pendant  8min,
°C/min

isotherme pendant 10 min.

pallier02
jusqu’a  250°C,
Temps d’analyse : 113min
Gaz vecteur : Hélium pure

Débit GV : 1ml/min

Température de I’interface :
270 °c

Type d’ionisation : Impact

électronique

Intensité du filament : 70 év
Température de la source :
230 °c

1.4 Matériels biologiques

1.3.5

e Mueller—Hinton

les milieux de cultures

La gélose Mueller—Hinton est un milieu solide standardisé recommandé pour 1’étude

de la sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens par la méthode de diffusion ou de

dilution en gélose.
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La standardisation du milieu de Mueller-Hinton est nécessaire pour obtenir des résultats

fiables au niveau de l'antibiogramme.

e Sabouroud

by

Milieu de base qui favorise la culture des champignons microscopiques grace a son pH

relativement acide.

1.3.6 Les bactéries

Tableau 2.3 Les bactéries

Les bactéries a gram négatif Les bactéries a gram positif
Staphylococcus aureus Bacillus ATTC 6050 | E.Coli ATTC 25922 Pseudomonasse
ATTC 6538 aeruginosa ATTC 2785

1.4.3 Les champignons
Tableau 2.4 les champignons

Aspargillus Fuzarium | Candidat Aspargillus Nigeria Aspargillus Brazilia

ATTC 4620 ATTC 1015 ATTC 16404
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2. METHODE
2.1 Le procédé et la méthode d’extraction de ’huile essentielle de I’ Artemisia
Judaica

La méthode utilisée pour extraire 1’huile essentielle de 1’Artemisia Judaica est

I’hydrodistillation.

La plante est séchée, broyée ensuite hydrocumulé dans un ballon de 2L accordé a un
montage de CLEVENGER. La quantité de végétal introduite dans le ballon varie de 100
jusqu'a 200 g et cela durant les 16 extractions effectuées, le solvant de ’extraction utilisé

est ’eau distillée.

Le montage est représenté dans la figure suivante.

Sortie
d’ean
Clevenger
Entrée
d’eau
Support
Pince Joins clips
Ballon
bicolle
Chauffe-
ballon

Figure 2.4 Montage légendé de I’extraction par hydrodistillation de type

clevenger de I’Artemisia Judaica.

La durée de I’extraction dépend de la masse du végétal introduite dans le ballon qui
varie de 2 a 3 heures .Les premiéres gouttes d’huile sont apparues aprés 25 minutes, elle

sont superposées sur I’hydrolat car la densité de ce dernier est inferieur a celle de I’eau.
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Huile
essentielle

Hydrolat

Figure 2.5 la position de I’huile essentielle par rapport a L hydrolat

Une foie I’extraction terminée, on récupére le volume d’huile en le séparant de

I’hydrolat tout en le mettant dans des flacons différents.

On ajoute quelques mg de MgSOy4 afin d’éliminer les traces d’eau ensuite on filtre pour

avoir finalement I’huile essentielle.
MgSO4+7H20 ———» MgS04.7H20
On calcule le rendement de chaque extraction a partir de la loi suivante :
R=[m1 (masse de I’huile obtenue) / m2 (masse initiale du végétale)]*100
Figure 2.6
Ainsi le rendement moyen de toutes les extractions

R =XR /n (le nombre d’extractions)
Figure 2.7

2.2 Détermination des indices physiques

2.2.1 Densité

La densit€ relative 4 20°C d’un corps est le rapport de sa masse volumique a la masse

volumique d’un corps pris comme référence. Pour les liquides et les solides, le corps de
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référence est I’eau pure a 4 °C. La densité est une grandeur sans dimension et sa valeur

s’exprime sans unité¢ de mesure.
2.2.1.1  Mode opératoire

On a pesé la masse (mo) du pycnometre d’un volume de 5 ml, la masse (mi) du
pycnometre rempli de I’eau distillée et la masse (m2) du pycnométre contenant 1’huile
essentielle.

La densité relative est donnée par I’expression suivante :

420 = Mz-mo.
mj— Mg

Figure 2.8
mo : Masse du pycnometre vide en gramme.

mi : Masse du pycnomeétre rempli d’eau distillée en gramme.

m2 : Masse du pycnometre rempli d’huile essentielle en gramme.

Figure 2.9 Pycnométre remplie d’eau Figure 2.10 Pycnométre remplie d’HE
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2.2.2 Indice de réfraction
2.2.2.1 Mode opératoire

L’indice de réfraction a été déterminé par la lecture directe de I’angle de réfraction

a I’aide du réfractométre, en employant la lumiére diffuse.

Les valeurs de référence des indices de réfraction des liquides sont données dans les
« Hand book » & une température de 20°C. Pour les composés organiques, on a trouvé que,
lorsque la température augmente de 1°C, l'indice de réfraction diminue de 0,0004. Clest

pourquoi il faut toujours ramener les calculs a la température de 20°C.

L’indice de réfraction nf,’ a la température de référence t=20°C .nlz,oest déterminée par la
formule suivante :
n%(): 1} + 0,0004 (t-20)
Figure 2.11
11,2,0 : est la valeur obtenue a la température t’.

L’appareil est ajusté de maniére a donner, a la température de 20 °C, une valeur de 1.333

pour I’eau distillée.
2.2.3 Point de fusion
2.2.3.1 Mode opératoire

Le point de fusion est déterminé a 1’aide d’un fusiométre de marque Fisher Jhones a

lamelle. Le point de fusion est aper¢u au moment de la fusion immédiate du solide.

2.3 Modification chimique
2.3.1 Synthése des hydrazones
2.3.1.1 En milieu neutre

Dans un ballon de 250 ml, on introduit 10 mmol (1.52 g) d’huile essentielle et 12
mmol (0.816 g) d’hydrazine additionnée de 20 ml d’éthanol.

Le ballon est accordé & un montage a reflux mis sous chauffage et agitation.
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La couleur de la solution en moment du lancement est jaune pale, elle change au cours de
la réaction qui dure prés de 6 heures.

Cette synthése est suivie par chromatographie sur couche mince en prélevant des
échantillons en moment du lancement, et aprés chaque heure jusqu’a ce qu’on obtienne Le
produit finale. Une foie la réaction achevée, la couleur du produit finale devient ainsi jaune
foncée avec la formation d’un solide de couleur jaune qui flotte sur la solution.

Apres filtration, on récupére le solide qu’on lave avec du méthanol.

Le solide se recristallise dans le méthanol. On filtre et on laisse sécher a I’air libre pour

enfin obtenir le produit voulu.

Sortie
d’eau

Réfrigérent

A

Statif |

Entrée
d’eau <

Mélange [
réactionelle

Cristallisoir

Plaque n
chauffante

Figure 2.12 Montage a reflux

2.3.1.2 En milieu acide

Le protocole est le méme que celui du milieu neutre sauf qu’on ajoute un catalyseur

acide (2 ml d’acide acétique).

La réaction est aussi suivie par chromatographie sur couche mince en utilisant les mémes

éluants.
Le produit obtenue est lavé avec du méthanol et séché a I’air libre.
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2.3.2 Synthése des oximes
2.3.2.1 En milieu acide

Dans un ballon de 100 ml, on introduit 10 mmole (1.52 g) d’huile essentielle et
11mmole (0.759 g) d’hydroxylamine auquel on lui ajoute 1ml d’acide acétique et 20 ml
d’éthanol.

Le ballon est accordé a un montage a reflux sous chauffage et agitation.

La couleur de la solution au moment du lancement est un marron claire, elle change
au cours de la réaction qui dure prés de 5 heures. Une foie la synthése terminé, la couleur

de la solution finale devient plus foncé.

La réaction est suive par chromatographie sur couche mince, en prélevant des échantillons

au début de la synthése et aprés chaque heure jusqu’a ce que le produit finale apparaisse.
Le produit obtenu est lavé avec du méthanol et séché a I’air libre.
2.4 Activité microbiologique

L’activité microbiologique repose sur le teste de ’activité antibactérienne et anti
fongique de I’huile essentielle obtenue par extraction ainsi que 1’huile modifiée par

I’hydrazine dans les deux milieux acide et neutre et par I’hydroxylamine.

Ce teste est effectué sur quatre souches bactériennes et quatre souches de champignons

connus.

2.4.1 Méthode de diffusion sur disques (I’aromatogramme)

Apres avoir coulé les deux milieux de cultures, et ensemencer les bactéries et les
champignons, on prépare avant tout deux témoins qu’on utilise pour comparer les résultats

finales.

Le premiers témoin est un antibiotique de type Cephalexine et le deuxiéme est un anti-
fongique de type metronidazole. On pése 200 mg de chaque témoin qu’on fait diluer dans

10 ml de DMSO dans deux tubes différents.
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Ensuite, on imbibe le disque stérile 8 6 mm de diamétre dans le témoin (antibiotique et
antifongique) et on le pose sur la gélose (milieu de culture + bactérie ou champignon) au

centre de la boite a pétri. Cette opération se répéte pour chaque bactérie et champignon.

On incube de suite les 8 souches dans une étuve a 37° pendant 24 heures pour les bactéries

et 48 heures pour les champignons.

Pour I'huile essentielles et 1’huile modifiée, on teste 1’activité de I’huile essentielle avec
une concentration del00 % et 70% telle que I’huile modifiée par I’hydrazine et

I’hydroxylamine.

Dans 10 ml de DMSO et dans 3 tubes différents, on ajoute en premier 7 ml d’huile
essentielle pure, ensuite 7 ml d’huile modifiée par I’hydroxylamine et 7 mg de I’huile

modifiée par ’hydrazine. On obtient ainsi 3 solutions et de 1’huile pure.

De la méme maniére, on imbibe & chaque fois le disque stérile 4 6 mm dans la solution
qu’on pose ensuite sur la gélose (milieu de culture + bactérie ou champignons), et qu’on

incube a 37° pendant 24 heures pour les bactéries et 48 heures pour les champignons.

2.4.2 La méthode micro atmosphére

La méthode micro atmosphére est basée sur la volatilité des huiles essentielles qui

inhibe la croissance des bactéries et champignons.

On prépare du papier filtre stérile de 60 mm de diamétre qu’on imbibe avec 5 pl d’huile
essentielle pure et qu’on pose sur le couvercle de la boite a pétri. Ce ci se répéte de la

méme fagon pour les autres bactéries et champignons.
On incube a 37° pendant 24 heures pour les bactéries et 48 heures pour les champignons.

Les résultats obtenus sont interprétés en faisant une comparaison entre 1’huile essentielle,

les huiles modifiées et les témoins.
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSIONS

1. L’EXTRACTION DE L’HUILE ESSENTIELLE DE L’Artemisia Judaica

1.1 Le rendement de ’extraction

Tableau 3.1 La variation du rendement de ’extraction de ’HE de I’Artemisia Judaica

en fonction de la quantité de la matiére végétale et de la durée de I’extraction

La quantité du végétale (g) | 100 | 125 | 150 | 200
La durée de I’extraction (H) | 2,00 | 2.25 | 2.5 3

R (%) 0.948 | 1.944 | 2.146 | 2.505
|
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Figure 3.1 Variation du rendement de I’extraction de ’HE de I’Artemisia Judiaca en

fonction de la masse du végétale

Cette courbe représente la variation du rendement de I’extraction de I’huile

essentielle de I’ 4rtemisia Judaica en fonction de la quantité et la composition du végétale.
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On remarque qu’a chaque foie que la quantité du végétale augmente, la durée de

I’extraction se prolonge et le rendement augmente de fagon proportionnelle.

La présence des tiges en quantité importante que celle des feuilles influe sur le rendement
de I’huile car on remarque qu’avec 125g on a eu un rendement de 1.944% alors qu’avec
100g le rendement est de 0.948 %.

1.2 Indices physiques de I’huile essentielle

Tableau 3.2 Les indices physiques de ’HE de I’Artemisia Judaica

Couleur de 'HE 1]%)0 d?0
Jaune 1.4884 | 0.952

1.3 L’identification de la pipéritone par chromatographie sur couche mince CCM

Tableau 3.3 Les rapports frontaux de ’"HE de I’ Artémisia Judaica

Eluant | CHsCOOC:Hs/ | CH3COOC:Hs/ CH3COOC:Hs/ CH3COOC:Hs/
(v/v) CeHi4 CeHi4 (C2H5)20 (C2HS5)20
(5:5) (7:3) (5:5) (7:3)
Rs 0,9 0,9 0,9 0,9

1.4 L’analyse de ’huile essentielle par ’UV

Tableau 3.4 L’absorbance en fonction de la longueur d’onde

A max (nm) A
208 0,564
234 1,912
276 0,201
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Figure 3.2 Spectre UV Visible de I'HE de I’Artemisia Judaica

Le spectre UV-Vis montre la présence de deux pics de différentes intensités, le
premier pic le plus large et le plus intense localisé & 234 nm est attribué a I’excitation
électronique n—=n" de la fonction alcéne présente au sein de la structure de la piperitone.
Cependant, le deuxiéme pic situé 4 276 nm caractéristique de la transition électronique

n—x" du groupement carbonyle cétone de la piperitone.
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1.5 L’analyse de ’huile essentielle par FTIR
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Figure 3.3 Spectre IR de ’huile essentielle de I’ Artemisia Judaica

Le spectre IR de I’huile essentielle montre la présence d’une bande situé a 3481.43
cm! responsable de la vibration de la fonction OH, 3 pics sont situé a 2871, 2934 et 2959
cm™ , responsable de la vibration des liaisons C-H, C-H; et C-Hj respectivement ainsi que
la liaison =C-H & 3029cm™, un pics de forte intensité est situé a 1666 cm’! responsable de

la fonction carbonyle C=O d’une cétone, d’autres groupements carbonyles sont situés a
1767, 1718 et 1630 cm™.

1.6 Analyse de I’huile essentielle par CG/MS

L’analyse chromatographiques de I’huile essentielle de 1’Artémisia Judaica a donné le

chromatogramme suivant:
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Figure 3.4 Chromatogramme de CG/MS de I’huile essentielle de I’Artémisia Judaica.

1.6.1 Composition chimique

L’analyse par CG/SM a permis I’identification des composés regroupés dans le

tableau suivant :
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Tableau 3.5 Composition chimique de I'huile essentielle de I'Artémisia judaica

Composé Formule Tr (min) | Teneur(%)
Isovalerate d’éthyle H,C CH 7.18 2.16
Y 3 \/O\n/\|/ 3
o CH;

p-cymene CH; 17.89 1.62

H,C© CHs
Pipéritone CH; 34.67 86.48

o

H;C CHj
Cinnamate d’¢ thyle 48.69 3.24
Davanone 55.67 6.48
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Figure 3.5 Composition chimique de ’"HE de I’Artemisia Judaica

L’analyse de I’huile essentielle de 1’Artémisia Judaica par CG/MS montre la
présence des composés mono-terpéniques oxygénés dont la pipéritone est le produit
majoritaire (86.48%).

D’autres composés mono terpéniques hydrocarbonés sont présents a 1’état de trace telle
que le p-cymene (1.62%).

2. MODIFICATION CHIMIQUE DE L’HUILE ESSENTIELLE DE
L’ Artéemisia Judaica

2.1 Modification chimique de I’huile essentielle par I’hydrazine

2.1.1 Synthése de ’hydrazone

CH,
+ H,0
CH; myl SN—NH,

+ H,N—NH, H5C CHj

o Hydrazone
H;C~ CH,4 EtOH CH;

Pipéritone Hydrazine
R
Hy,C~ “CH,

Figure 3.6 Synthése de ’hydrazone
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2.1.2 Caractéres physico-chimiques de ’hydrazone

Tableau 3.6 : Les caractéristiques physico-chimiques de I’hydrazone

Nom du Nature Couleur Pr(°C) R %
produit
Hydrazone Cireux Blanche 43 35

2.1.3 Identification de ’hydrazone par chromatographie sur couche mince

Tableau 3.7 Les rapports frontaux de I’hydrazone

Eluants | CH3:COOC:Hs/ CH3COOC:Hs/ CH3COOC:Hs/
(C2Hs5)20 CeHiz (C2H5)20
(viv)
(7 :3) (7 :3) (5:5)
Rf 0,6 0,5 0,6

2.1.3 Analyse de I’hydrazone par ’UV

Tableau 3.8 L’absorbance en fonction de la longueur d’onde

A max (BM) A
208 0,101
230 0,091
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Figure 3.7 Spectre UV Visible du produit de la réaction de W-K

Le spectre UV-Vis du produit de condensation de la pipéritone avec 1’hydrazine
monohydrate en milieu acide et en milieu neutre est composé d’une bande large et intense

spécifique a I’excitation électronique n—7" d’un alcéne a 230 nm.

Par contre, I’épaulement caractéristique de la fonction carbonyle d’une cétone a disparu

du spectre UV-Vis du produit de condensation.

Ces observations permettent de proposer le mécanisme de réduction du groupement

carbonyle en alcane semblable a celui de la réaction de W-K.
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2.1.5 Analyse de ’hydrazone par FTIR
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Figure 3.8 Spectre IR de du produit de la réaction de W-K

Le spectre IR du produit de la réaction de W-K montre la présence d’une bande
située vers 3456.04 cm™ responsable de la vibration de la fonction OH, deux pics sont
situés vers 2852.36 et 2921.71 cm™ responsable de la vibration de la liaison C-H, C-H,
respectivement. On remarque ainsi la disparition des pics de la fonction carbonyle C=0
vers 1600 jusqu’a 1750 cm™! et ’absence du pic de la fonction N-H vers 3400 cm™ et c’est

ce qui explique la réduction de I’hydrazone en alcane selon la réaction de W-K.

Ce résultat est confirmé par les observations obtenues par I’analyse UV-Vis du produit de
condensation.
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2.2 Modification chimique de I’huile essentielle par ’hydroxylamine
2.2.1 Réaction chimique de ’HE avec I’hydroxylamine

. ~OH
N +H,0
+ H,N—OH 6-Isopropyl-3-methyl-cyclohex-2-enone oxime
o
+ Hzo
6-Isopropyl-3-methyl-cyclohex-2-enone
OH

6-Isopropyl-3-methyl-cyclohex-2-enol
Figure 3.9 Synthése de I’oxime
2.2.2 Caractéristiques physico chimique du produit obtenu

Tableau 3.9 Les caractéristiques physico chimique du produit obtenu

Nom du produit Nature Couleur R%

Oxime Liquide visqueux Marron foncé 22,5

2.2.3 Identification du pipéritenol par chromatographie sur couche mince CCM

Tableau 3.10 Les rapports fronteaux du piperitinol

Eluants CH3COOC:Hs/CsHi2 CH3COOC:Hs/C2Hs0C2Hs
v iv) (7:3) (5:5)
Rf 0,6 0,6
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2.2.4 Analyse de I’oxime par UV

Tableau 3.11 L’absorbance en fonction de la langueur d’onde

A max (nm) A
208 0,416
236 0,840
w R -Ca bl C'} —
-t
A {ILEEL )

Figure 3.10 Spectre UV- Vis du pipértinol

Le spectre UV-Vis du produit de condensation de la piperitone avec

I’hydroxylamine en milieu acide montre la disparition de la bande d’absorption du

groupement carbonyle cétone de la piperitone et la conservation de la bande caractéristique

de la fonction alcéne de la piperitone a 236 nm.

L’absence de la bande caractéristique de la transition électronique n—m" peut étre

expliqué par la réduction de la fonction cétone en fonction alcool.
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2.2.5 Analyse de I’oxime par FTIR

Hydroxy

4.54

2685.60

3.04

2.04
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers

Figure 3.11 Spectre IR de la piperitinol
Les résultats de I’analyse par IR de 1’oxime montrent la présence d’un pic d’une

intensité moyenne vers 1629.45 cm™ responsable de la déformation de la fonction C-0.

Un pic d’une faible intensité est présent vers 2717.88 cm! responsable de la vibration de la
fonction C-H. on remarque aussi dans ce spectre la disparition totale de la fonction

carbonyle cétone C=O.

Ce phénomene peut étre expliqué par la réaction de la réduction de la fonction cétone en

alcool. Le piperitinol est le produit de la réaction de réduction (figure 3.9).
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2.3 ACTIVITE MICROBIOLOGIQUEMEéthode de I’aromatogramme

Tableau 3.12 Les zones d’inhibitions des bactéries en fonction de la concentration de
I’HE et les deux produits modifiés

Les zones d’inhibitions (mm)
Bactérie Staphilococcus | Pseudomonace E .coli Bacillus
C]% Aureus Aeregenosa
HE pure100% 24 15 18 15
HE 70% 20 13 10 10
Hydrazone 70% 08 10 10 09
piperitimol 70% 16 12 10 12
Témoins positif 09 16 11 12
(cephalexine)
Témoins négatif 12 07 11 13
(metronidazole)
o 25 - N .
g
820 -
2]
g
£ 15 -
2
€10 ||
=
g 5 -
=
(=]
N
0 - | 5 B
100 ‘ 70 70 70 ‘
HE hydraz piper-ol T+ T- ‘

Concentration de produits (mg.ml-1)

Figure 3.12 Zones d’inhibitions des bactéries en fonction des concentrations.
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Le test de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de 1’ Artemisia Judaica par
la méthode de I’aromatogramme a montré que les bactéries a gram(-) telle que
Pseudomonace Aerugenosa sont plus résistantes que les bactéries a gram(+) telle que

Staphilococcus aureus.

On remarque a partir des résultats obtenus que la diffusion est plus importante avec I’HE
de concentration de 100% qui donne une diffusion d’un diamétre de 24 mm chez
Staphilococcus aureus et 18 mm chez E.Coli, qu’avec I’'HE a 70% qui a donné des zones
avec un diamétre inferieur telle que Staphilococcus aureus avec 20 mm et E.Coli avec 10

min.

L’activité antibactérienne du produit de la réaction de W-K & 70% est moins efficace par
rapport a I’HE a 70% car les zones de diffusions sont inferieurs pour les bactéries a

gram(+) que pour les bactéries a gram(-) avec des diamétres inferieurs 4 10 mm.

Ce ci est du a la réduction des groupements responsables de 1’activité antibactérienne lors

de la synthese.

Par rapport au produit de la réaction de W-K, la piperitinol présente une activité
anti bactérienne meilleur avec des zones de diffusion plus importante telle que
Staphilococuccus aureus avec un diametre de 16 mm et Pseudomonace aerugenosa avec

un diamétre de 12 mm.

On peut en déduire que I’HE de I’ Artémisia Judaica posséde une activité antibiotique en

comparant les résultats de I’HE avec ceux des témoins positif.
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Tableau 3.13 Les zones d’inhibition des champignons en fonction de la concentration

de ’HE et les deux produits modifi

Les zones d’inhibition (mm)
Aspergillus Candidat Aspergillus | Aspergillus
Nigeria Fuzaria Brazilia
HE pure100% 20 18 16 17
HE 70% 12 13 13 16
Hydrazone 70% 09 08 08 14
piperitinol 70% 10 08 09 25
Témoins positif 16 11 14 L7
(cephalexine)
Témoins négatif 10 07 10 15
(metronidazole)
5 —

= = N
o 1 o
! . !

zones d'inhibitions (mm)
(0]

Concentration des produits (mg.ml-1)

Figure 3.13 Les zones d’inhibitions des champignons en fonctions des

concentrations des produits
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Selon les tests antifongiques de 1’huile essentielle de I’ Artémisia Judaica avec les
champignons de type Aspergillus et candidat, on remarque dans le tableau en-dessus que
activité avec 'HE a 100% et plus importante que celle de 'HE a 70% Telle que
I’ Aspergillus Nigeria avec un diamétre de 20 mm a 100%, et avec un diamétre de 12 mm a

70%.

Par contre, on remarque que I’hydrazone présente une activité anti fongique moins
efficace que celle de I'HE & 70% chez le candidat et Aspergillus Nigeria et Fuzaria avec
des zones de diffusion inferieurs & 9mm et 1’Aspergillus Brazilia avec un diametre de 14

mm.

En parall¢le, la piperitinol posséde une activité anti fongique trés importante conte les

champignons de type Aspergillus Brazilia avec une zone de diffusion de 25 mm.

On peut déduire a partir de ces résultats que I’HE de 1’ Artemsia judaica posséde une bonne
activité antifongique contre les champignons de type Aspergillus et Candidat telle que le

piperitinol qui présente une bonne activité antifongique contre le type Aspergillus Brazilia.

2.4 La méthode micro atmosphére

Tableau 3.14 Zones d’inhibitions de ’huile essentielle avec les bactéries et les

champignons

Les zones d’inhibition des bactéries et des champignons
Bactéries Staphilococcus Pseudomonace | E .coli Bacillus
La diffusion de 30 36 44 43
PHE
Champignons Aspergillus Candidat Aspergillus | Aspergillus

Nigeria . Brazilia

Fuzaria

La diffusion de 65 43 37 75
PHE
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Figure 3.14 Zones d’inhibitions des bactéries
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Figure 3.15 Les zones d’inhibitions des champignons

D’aprés les résultats, on remarque que l’activité microbiologique de I’'HE de
1’ Artémisia Judaica testé par la méthode micro atmosphére est plus importante que celle

avec la méthode de diffusion sur disque pour les bactéries que pour les champignons.

Les zones d’inhibitions varient de 30 & 44 mm chez les bactéries et de 37 & 75 mm chez les
champignons. On en déduit a partir des résultats que I’HE de 1’Artémisia Judaica présente
une bonne activité antifongique par rapport aux résultats obtenus avec les champignons de
type Aspergillus et Candidat par la méthode de 1’aromatogramme que pour la méthode

micro atmosphere.
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CONCLUSION

L’utilisation des plantes médicinales est trés recommandés dans le domaine de la
santé publique grice a leurs différents effets thérapeutiques et a la richesse de leurs huiles
essentielles en composés terpéniques. Ces derniers sont connus pour leurs pouvoirs

antibactérien, antioxydant et anti fongique.

L’huile essentielle de 1’Artemisia Judaica est reconnue pour ses effets antibactériens et
antifongiques contre plusieurs types de bactéries et champignons. Ces effets sont dus a la

composition de I’HE en cétones responsables de I’activité antimicrobienne

A partir du travail réalisé on peut retenir que I’extraction de I’huile essentielle de
I’ Artemisia Judaica est caractérisée par le rendement de 2% qui dépend de la composition

du végétale, cette valeur est identique a celle de la littérature

On déduit par les analyses chromatographiques et spectroscopiques effectuées que I’HE de
I’armoise contient plusieurs composés terpéniques dont le composé majoritaire est la

piperitone avec une teneur de 87%.

La modification chimique de 'HE de 1’Artemisia Judaica conduit a la formation de deux
produits de réduction de la fonction cétone telle que le produit de la réaction de W-K et le

piperitinol.

Le changement de quelques paramétres a causé cette réduction car la réaction entre la
piperitone et I’hydroxylamine devrait aboutir et la formation d’un produit de condensation

appelé oxime.

A partir des testes du pouvoir antimicrobien par la méthode de I’aromatogramme et par la
méthode micro atmosphére, on retient que I’HE de 1’Artemisia Judaica présente une
activité antibactérienne et antifongique contre plusieurs type de bactéries et champignons

telle que Staphiloccocus Aureus et Aspergillus Brazilia.



Le cas de la piperitinol et le produit de la réaction de W-K est différent, car on a noté que
la piperitinol posséde une activité anti fongique importante que celle de I’HE de ’armoise

et celle de du produit de la réaction de W-K.

Ce dernier possédant une activité antimicrobienne faible en comparants les résultats avec
ceux de la littérature. Ce changement est du a la réduction de la fonction cétone dans les

deux réactions cité en dessus.

Ces résultats nous permettent d’identifier et caractériser 1’huile essentielle de la plante

Artemisia Judaica de la région de Oued talanteneche.
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ANNEXE 1

MATERIELS D’ANALYSE

1. Spectrophotométre UV-Vis

Appareil UV-VIS

La chambre UV

cuve en quartz

2. Spectrométre IR

S118 41

Appareil FTIR

La cha cellul




1. Résultats de Didentification de I'HE et les huiles modifiées par la

ANNEXE 2

RESULATATS

chromatographie sur couche mince
1.1 L’identification de 'HE

Eluants | Acétate Acétate Acétate Acétate d’éthyleS0/
d’éthyleS0/ | d’éthyle70/ d’éthyle50/ Hexane 30
Hexane 50 | Cyclohexane30 | CyclohexaneS0
Plaques | o .
CCM B
:
* iL
a. Identification de I’hydrazone
Eluants Acétated’éthyle70/ Acétate d’éthyle 70/ | Acétate d’éthyle 50/
Diéthyle ether 30 Cylohexane30 Diéthyle- ether50
Plaques

CCM




3.1 Identification de I’oxime

Eluants Acétate d’éthyle70/Cylohexane30 | Acétate d’éthyle50/ Diéthyle etherS0

Plaques ‘ i
CCM §

2. Les produits de la modification chimique

Avant la
purification
Apres la

purification




Avant
purification

Apres
purification




3. Résultats de ’activité antimicrobienne

3.1 Méthode de ’aromatogramme

Les zones d’inhibition

Les
bactéries

Avec PHE

Avec ’hydrazone

Avec le pipéritinol

E.Coli

Pseudomonce aeregenosa

Staphilococcus aureus




Bacillus

Les zones d’inhibition des champignons

Champi
gnons

Avec PHE

Avec ’hydrazone

Avec pipéritinol

igéria

Aspergillus N

Aspergillus Fuzaria




Aspergillus Brasilia

Candidat

3.2 La méthode de micro-atmosphére

3.2.1 Les zones d’inhibition de I’huile essentielle de I’ Artemisia judaica sur les

bactéries

E.Coli

Pseudomonace
aeregenosa

Staphylococcus
aureus

Bacillus




3.2.2 Les zones d’inhibition de I’huile essentielle de I’ Artemisia judaica sur les

champignons
Aspergillus Aspergillus Aspergillus Candidat
fuzaria

Nigéria




