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Abstract

The objective of our work is to highlight the antimicrobial activity of the
combination of different aqueous extracts of Artemisia herba alba and Zingiber
Officinale and their use in theprocess of bio-preservation of food.

The highest yield of extraction by maceration in distilled water was revealed in

ginger extractwith a value of 1.6% followed by a yield of 1.2% for white wormwood.

Different combinations between the extracts of the two plants were prepared
(Concentration 1: Ginger 50% white wormwood 50%, Concentration 2: Ginger 75%
white wormwood 25%, Concentration 3: Ginger 25% white wormwood 75%). Three
bacterial strains known for their pathogenicity were tested: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and a fungal strain Aspergillus

niger

The agar diffusion method showed that the combination between the different
extracts of white wormwood and ginger, has a considerable antibacterial effect
against Gram + (S. aureus) with inhibition diameters of 6 mm, 10 mm and 9 mm
respectively and Gram - (P.aeruginosa.) with an inhibition diameter of 6mm while

the fungal strain of AspergillusNiger was found to be resistant.

The results obtained reveal an increase of the antibacterial activity by the use of

the two plants compared to the results of the use of each plant individually,

referring to the resultsobtained in the subsequent studies.

These deductions are promising and open new perspectives in the field of application of the

bio-preservatives that can be a valid alternative to replace chemical preservatives.

Key Words : Artemisia herba alba , Zingiber Officinale, aqueous extract, bioconservation

antimicrobial activity



Résumé

L’objectif de notre travail est de mettre en évidence ’activité antimicrobienne de la
combinaison de deux extraits aqueux d Artemisia herba alba et Zingiber Officinale en vue et

leur I’utilisation le processus de la bio-conservation des aliments.

L’extraction par macération dans de I’eau distillé des deux plantes a révélé un rendement de

1.6 % pour le gingembre suivi par un rendement de 1.2% pour L’ Armoise.

Différentes combinaisons entre les extraits des deux plantes ont été préparés (concentration 1
: Gingembre 50 % Artemisia 50%, Concentration 2 : Gingembre75 % Artemisia 25%,
concentration 3 : Gingembre 25% Artemisia 75 %), Trois souches bactériennes connues par
leurs pathogénicités ont été testées : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus Et une souche fongique Aspergillus niger.

La méthode de diffusion sur gélose a montré que la combinaison entre les différents extraits
d’armoise et de gingembre a un effet antibactérien considérable contre Staplylococcus aureus
avec des diamétres d’inhibition de 6 mm, 10mm et de 9 mm respectivement pour les trois
concentrations réalisées. Un diamétre d’inhibition de 6mm a été enregistré pour les
combinaisons un et trois contre P.eruginosa tandis que pour les souches Aspergillus Niger et

E.coli une résistance contre ces extraits a été révélé .

Les résultats obtenus révelent une majoration de 1’activité antibactérienne par 1’'usage de la
combinaison des deux plantes par rapport aux résultats de 1’utilisation de chaque plante

individuellement en se référant aux résultats obtenus dans les études ultérieures

Ces déductions sont prometteuses et ouvrent de nouvelles perspectives dans le domaine
d’application des bio-conservateurs qui peuvent étre une alternative valable pour remplacer

les conservateurs chimiques.

Mots clés : Artemisia herba alba, Zingiber Officinale, extrait aqueux,

bioconservation activité antimicrobienne
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Introduction générale

Les denrées alimentaires ont généralement une durée de conservation tres courte, ce qui
nécessite des technologies de conservation appropriées pour prolonger leur durée de vie
(Martinez-Gracié et al., 2015). Face a ce constat, I'industrie alimentaire a investi de plus en

plus dans les méthodes de conservation.

Plusieurs procédés de conservation des aliments tels que le chauffage, la réfrigération et
I'addition de composés antimicrobiens peuvent étre utilisés pour réduire le risque des
intoxications alimentaires ; cependant, ces techniques sont fréguemment associés au

changement indésirable de la qualité organoleptique et la diminution de la qualité nutritionnelle.

Beaucoup d'entre elles ont fait appel a des conservateurs chimiques et synthétiques car ils sont
peu colteux et faciles a obtenir. Cependant, de nos jours, ces conservateurs doivent étre
remplacés par des produits aussi proches que possible des produits naturels en raison de leur
effets néfastes sur la santé des consommateurs, malgré que I’utilisation de ces produits soit

autorisée dans certains pays (Govaris et al., 2010)

Les plantes représentent une nouvelle source de composés actifs. En effet, les métabolites
secondaires font et reste 1’objet de nombreuses recherche in vivo comme in vitro, notamment la
recherche de nouveaux constituant naturels tels les composés phenoliques, les huiles
essentielles (Mohammedi, 2006). Ces agents de conservation devraient permettre de prolonger
la durée de conservation et d'assurer la sécurité, tout en offrant I'avantage de remplacer les
agents de conservation synthétiques utilisés traditionnellement par les industries alimentaires
(Thielmann et al., 2017)

Toutes ces constatations nous ont donné 1’idée d’étudier 1’activité antimicrobienne de la
combinaison des deux extraits aqueux des deux plantes :
L’ armoise blanche ( Artemisia herba alba ) est une plante tres répandue en Algérie
plusieurs recherches en été menees sur ses propriétés biologiques et thérapeutique et
ses compositions chimiques(Akrout et al., 2010)
Le gingembre : Zingiber officinale est une plante tropicale herbacée vivace poussant
dans les régions ensoleillées et humides Le rhizome de gingembre (Zingiber officinale)
est un produit vegétal ceélebre consommé comme épice et utilisé dans de nombreuses
industries alimentaires et en pharmacologie. Il constitue le sujet de plusieurs recherches

sur son potentiel antibactérien, qui ont montré des résultats variés (Abdallah, 2018)



Introduction générale

Le présent document est structuré en deux parties :

1. Une partie bibliographique : cette partie est composée de trois
chapitres, le premier chapitre contient des généralités sur les
altérations microbienne, le deuxiéme chapitre explique 1’utilisation des
plantes comme des moyens de lutte , le troisiéme est consacré a la
présentation des deux plantes étudiées Artemisia herba alba et

Zingiber officinale

2. Partie expérimentale : cette partie est composée de deux chapitres. Le
premier chapitre présente les outils nécessaires ainsi que et les
méthodes d’étude des différents parameétres abordés. Le chapitre deux
aborde les résultats obtenus aprés étude de I’activité antibactérienne et
antifongique ainsi que leurs interprétations suivis d’une discussion,

d’une conclusion et des perspectives.
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1 Définition d’un aliment :

L’aliment est une substance nourrissante, appétent et acceptée par le groupe social qui la
consomme.(Tremolieres, 1984)

Une denrée alimentaire doit alors posséder trois types de qualité pour répondre aux trois
groupes de fonctions (biologiques, psychosensorielles et éthico-intellectuelles) qu’elle doit
assumer. Une denrée alimentaire doit :

- Nourrir, c’est-a-dire apporter un certain nombre de calories ou de nutriments
indispensables pour ’entretient, le développement ou la réparation de la machine
humaine.

- Exciter nos sensations gustatives et digestives ;

- Avoir une valeur symbolique d’ordre social, économique et culturel.

Les aliments sont consommeés en raison de leur apport d’énergie et/ou de matiére, mais aussi

en raison de leurs qualités organoleptiques, émotionnelles et sociologiques(Kaplan, 2003)

2 Définition d’altérations alimentaire :

L'altération des aliments peut étre définie comme un processus de changement qui rend un
produit indésirable ou inacceptable pour la consommation (Kantor et al., 1997) Ces
changements peuvent étre microbiologiques, chimiques ou physiques, Tableau 1 représente
les différents types d’altération :

Tableau 1 : les différents types d’altération (Huis In’t Veld, 1996)

Altération physique Altération microbiologique Altération chimique
Cela se produit lorsque des Elle est causée par la Cela se produit lorsque
aliments humides sont croissance de micro- différents composants de
excessivement déshydratés organismes qui produisent I'aliment réagissent entre eux
ou que des aliments séchés des enzymes indésirables Ou avec un composant ajoute,
absorbent une humidité dans l'aliment. ce qui modifie les
excessive. caractéristiques sensorielles

de l'aliment. Exemples :
oxydation, brunissement
enzymatique et brunissement

non enzymatique.
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Globalement, I'activité microbiologique est reconnue comme le facteur le plus important
influencant les changements qui délimitent ce que I'on appelle "l'altération™ dans un systéme
alimentaire (Waites, 1998).

En outre, bien qu'il ait été préconisé que c'est I'activité microbienne en elle-méme (c'est-a-dire
la croissance microbienne), plutot que I'activité des enzymes microbiennes et I'accumulation
de sous-produits métaboliques, qui identifie I'altération des aliments (Braun & Sutherland,
2004), il peut étre important, dans certains cas (par exemple, la viande), de prendre également
en compte les interactions entre la croissance microbienne et I'activité enzymatique respective
(Lianou et al., 2016).

3 La flore microbienne des aliments :

3.1 La flore d’altération :
Dans le monde entier, I'altération des aliments causée par des micro-organismes affecte tous les

types d'aliments et cause des pertes alimentaires, méme dans les pays développés. Il a été estimé
que les pertes annuelles d'aliments dans le monde atteignent jusqu'a 40 % en raison de divers

facteurs, dont l'altération par des micro-organismes (Gustavsson et al., 2011).

Les bactéries, les levures et les moisissures sont les microorganismes responsables de
I'altération d'un nombre considérable d'aliments et de produits alimentaires (Lianou et al.,
2016). Une fois que ces microorganismes atteignent les produits alimentaires, ils se
développent en utilisant les nutriments et produisent des métabolites qui provoquent des

altération (Parlapani et al., 2017).

3.1.1 Leslevures et les moisissures :
Les moisissures et les levures peuvent affecter une large gamme de produits qui ont un faible

pH ou une faible activité de I'eau (aw). L'altération causée par les moisissures et les levures se
manifeste souvent par leur croissance visible a la surface des aliments tels que le fromage et la
viande, ainsi que par la fermentation des sucres dans les produits liquides et semi-liquides
(Lianou et al., 2016)

Le tableau suivant regroupe les moisissures fréqguemment liés a lI'altération des aliments, des

boissons, des fruits et des produits a base de fruits :
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Tableau 2 : Moisissures et levures dans divers aliments (Lianou et al., 2016)

Produits a haute teneur en sucre, miel

Produit Microorganismes

Aspergillus spp., Penicillium spp., Rhizopus
sexualis, Mucor pirifomis,

Fruits et Ilégumes M. racemosus, M. hiemalis, M. circinelloides,
Cunninghamella elegans,
Cladosporium spp., Aspergillus niger
Zygosaccharomyces bailii, Z. mellis, Z. rouxii,
Saccharomyces cerevisiae,
Lachancea thermotolerans, Torulaspora

delbrueckii
Produits a faible teneur en sucre et a forte Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces
teneur en sel bisporus, Z. rouxii
Viande et produits carnés Saccharomyces cerevisiae, S. exiguus

Zygosaccharomyces bailii, Z. bisporus, Z.
kombuchaensis, Z. florentinus,
Lachancea fermentati, Torulaspora
microellipsoides

Boissons gazeuses

3.1.2 Les bactéries :
Les espéces bactériennes a I'origine de l'altération des aliments dépendent des conditions de

stockage appliquées, et notamment de la tempeérature et de I'emballage.

Dans la plupart des aliments crus ou frais, un consortium de bactéries est présent, ils sont

généralement dominés par les espéces suivantes :

Pseudomonas spp. : Elle est dans la plupart des cas responsable de l'altération
pendant le stockage aérobie des denrées a différentes températures. 1l est
maintenant bien établi que lors d'un stockage en aérobie, trois espéces de
Pseudomonas sont responsables de 1’altération : Pseudomonas fragi, Pseudomonas
fluorescens et Pseudomonas lundensis. Une contamination des aliments par ces
especes induit I’apparition de colorations, d'odeurs et de saveurs anormales
(Bornert, 2000)

Les especes psycho tolérantes de la famille des Enterobacteriaceae (par exemple,
Hafnia alvei, Pantoea agglomerans et Serratia liquefaciens) ont également éte
associées a la detérioration de divers aliments (Iégumes frais et aliments d'origine
animale) dans des conditions de stockage réfrigérées.

Les bactéries lactiques (principalement les espéces Lactobacillus et Leuconostoc)

ont été associées a la détérioration aérobie de la viande, du poisson, des produits

5
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laitiers et des Iégumes fraichement coupés (Waites, 1998) Ils constituent les
causes les plus importantes d'altération des aliments dans des conditions de
conditionnement sous vide ou sous atmosphere modifiée

e Les bactéries sporulées des genres Clostridium et Bacillus ont également été
associées a l'altération de divers produits, notamment les produits de boulangerie,
les fromages, les produits de chocolat, les ceufs, les produits emballée sous vide,
etc,

e Lesspores de Bacillus, qui proviennent généralement des matiéres premieres
(farine, semoule, céréales, levure de biére, améliorants) ou de I'environnement de
transformation peuvent survivre et germer au cours de la cuisson dans des
conditions environnementales favorables. (Valerio et al., 2012)

Le tableau ci- dessous représente les bactéries responsables des altérations dans les différentes

catégories des denrées alimentaires :

Tableau 3: les bactéries d’altération dans divers aliments (Lianou et al., 2016)

Produit Microorganismes

Pseudomonas fluorescens, Pantoea
Fruits et Ilégumes agglomerans, Rahnella aquatilis
Leuconostoc gasicomitatum

Streptococcus spp., Pseudomonas
fluorescens, P. putida, P. fragi,
P. aeruginosa, Staphylococcus spp.,
Micrococcus spp

Bacillus subtilis, B. pumilus, B.
Produits de boulangerie licheniformis
Bacillus amyloliquefaciens
Pseudomonas spp., P. fragi, P.
fluorescens, Lactobacillus sakei
Leuconostoc gelidum, L. piscium, L.
gasicomitatum, Lactobacillus algidus,
L. fuchuensis, Carnobacterium divergens,
Enterococcus raffinosus

(Eufs Bacillus cereus

Produits laitiers

Viande et produits carnés

3.2  Les agents des toxi-infections : les bactéries responsables de toxi-infections
Les microorganismes d’altération ainsi que les produits de leurs activités métaboliques ne

constituent pas un réel danger pour la santé du consommateur. Cependant, le développement

de certaines espéces peut étre a 1’origine d’intoxication et de toxi-infections, Voir tableau 04
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Tableau 4: Tableau récapitulatif des principaux agents causaux de toxi-infections
alimentaires et des denrées alimentaires a risque (FDA, 2012)

Bactéries

Produits a risque

Une variété d’aliment en particulier le riz et les
Bacillus cereus restes, aussi les soupes et les sauces et d'autre
aliment préparé laisser trop longtemps dans une

température ambiante
Miel et produits contenant du miel,
Aliments en conserve ou en conserve mal faits
a la maison

Botulism

, Yy compris les légumes peu acides et le poisson
fermenté ; aliments commerciaux mal mis en
conserve

Lait non pasteurisé, poulet, crustacés, dinde,
Campylobacter

gau contaminée.

Clostridium perfringens

Beeuf, volaille, sauces,

- Aliments contaminés, en particulier du beeuf
haché insuffisamment cuit, du lait et du jus non
pasteurises (crus), des fromages a pate molle au
lait cru et des fruits et légumes crus (tels que la

E. coli laitue, d'autres Iégumes-feuilles et les germes).
- Eau contaminée
- Les animaux et leur environnement, en
particulier les vaches, les moutons et les
chévres.
- Féces de personnes infectées.

- Lait non pasteurisé (cru) et produits laitiers.

Listeria - Fromage a pate molle a base de lait non
pasteurisé

- Fruits et légumes crus
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Salmonelle

Shigella

staphylocoque

- Charcuteries et hot-dogs préts a manger.
- Patés ou viandes a tartiner refrigeres.
- Fruits de mer fumés réfrigérés.

Une variété d'aliments ont été liés a la
salmonelle, notamment les Iégumes, le poulet,
les fruits, les noix, les ceufs, le beeuf
consommation d'aliments ou d'eau contaminés.
Les épidémies de Shigella d'origine alimentaire
sont le plus souvent associées a une
contamination par un manipulateur d'aliments

malade.

Les personnes porteuses de la bactérie
Staphylococcus aureus (Staph), que I'on trouve
couramment sur la peau, peuvent contaminer
les aliments si elles ne se lavent pas les mains
avant de les toucher. Les aliments qui ne sont
pas cuits aprés manipulation, tels que les
viandes tranchées, les puddings, les patisseries
et les sandwichs, sont particulierement risqués

s'ils sont contaminés par Staph.

3.3 Les facteurs influencent le développement de la flore :
Divers facteurs intrinseques et extrinseques déterminent la capacité de la croissance

microbienne a préserver ou altérer les aliments (Tableau 5)

e Les parametres intrinséques ou liés aux aliments sont les parameétres des tissus

végétaux et animaux tels que le pH, l'activité de I'eau (aw), le potentiel

d’oxydoréduction...etc.

e Les parameétres extrinseques ou environnementaux englobent les facteurs de stockage

qui affectent a la fois les aliments et les micro-organismes et comprennent la

température de stockage, I'numidité relative de I'environnement...etc.) (Dilbaghi &

Sharma, 2007)
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Tableau 5: les facteurs influencent le développement de la flore (Dilbaghi & Sharma, 2007)

Facteurs intrinseques Facteur extrinseques

pH
Activité de I’eau
Potentiel d’oxydoréduction
Structure physique
Présence d’agents antimicrobiens naturels

Température de milieu
L’humidité relative
Présence de gaz
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1 Les differentes méthodes de conservation des aliments :

Les différentes formes d'altération et d'intoxication alimentaire causées par les micro-
organismes peuvent étre évitées grace a un arsenal de techniques de conservation, dont la

plupart agissent en empéchant ou en ralentissant la croissance microbienne (Gould, 2000)

LUTTE
|
| |
Physique Chimique
| | I | |
———— Désinfectants
_ ‘ot ; ; i - et
thermique Irradiation Filtration Pression &
| antiseptiques
| |
La chaleur Le froid | | Les
antibiotiques
e . La Les
— stérilisation ||— réfrigération — conservateurs
alimentaire
. La
— Blanchiment | congélation
— Appertisation

Figure 1 : les différentes méthodes de conservation des aliments (Gould, 2000)

2 Les extraits des plantes comme conservateurs naturels

2.1  Introduction :
L'utilisation d'herbes, d'épices et d'huiles essentielles dans les aliments a été documentée au fil

des ans. Dans le secteur alimentaire, les herbes et les épices ont commencé a étre utilisées
pour aromatiser les boissons et les aliments, ainsi que pour masquer les propriétés
indésirables, notamment dans les produits carnés. En conséquence, il a été constaté qu'en plus
améliorer les caractéristiques organoleptiques, les herbes et les épices étaient également
capables de conserver les aliments. (Campélo et al., 2019)

Une grande diversité d'espéces de plantes a attiré I'attention de I'industrie alimentaire en tant
que conservateurs alimentaires. Ces plantes sont constituées comme composeés bioactifs qui
agissent pour protéger les plantes contre les attaques microbiologiques (Antolak et al., 2017)

Le tableau 06 représente 1’effet antibactérien de quelques plantes :

10
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Tableau 6 : Quelques plants et leur effet antibactérien (Tajkarimi et al., 2010)

Plante Efficace contre

Origan (Origanum vulgare), sauge (Salvia

officinalis), Thym (Thymus vulgaris) Staphylococcus aureus et Escherichia coli

Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium
botulinum, Listena monocytogenes,
Pseudomonas fluorescens, Salmonella
enteritidis, Staphylococcus aureus
Clostridium botulinum, Pseudomonas
Aneth (Anethum graveolens) aeruginosa, Staphylococcus aureus, Yersinia

enterocolitica
Bacillus cereus, Clostridium botulinum,
Fenouil(Foeniculum vulgare) Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus,
Yersinia enterocolitica
Effet antibactérien a large spectre contre
Ail(Allium vineale) microorganismes pathogénes Gram positif et
Gram négatif
Effet antibactérien a large spectre contre
Menthe(Mentha piperita) microorganismes pathogénes Gram positif et
Gram négatif
Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus

Cumin(Cuminum cyminum)

Oignon(Allium cepa)

2.2 Extraits de plantes (EP)
Les EP sont genéralement obtenus a partir de parties de plantes telles que les feuilles, tiges,

fleurs, fruits, racines, écorces, etc. Les plantes contiennent certaines substances
phytochimiques qui affectent les qualités microbiennes, chimiques et sensorielles des
aliments, les EP entrainent une efficacité variable, ces substances phytochimiques sont
classées en polyphénols, flavonoides, tanins, alcaloides, terpénoides, isothiocyanates, lectines

et polypeptides (Negi, 2012)

Les EP sont utilisés depuis longtemps dans les aliments comme assaisonnement en raison de
leurs saveurs uniques. Cependant, certains extraits ont une saveur forte a haute concentration
constituant ainsi un facteur limitant sur les propriétés sensorielles indésirables. Par
conséquent, les doses de ces extraits doivent étre optimisés dans les aliments. En fait, les
combinaisons de divers EP utiliser pour leur efficacité antimicrobienne a faible concentrations
sont recommandees. Il a été rapporté que les EP combinés sont plus efficaces que leur

utilisation individuelle (Sultanbawa, 2011)

11
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Les EP sont des fractions solubles. 1ls peuvent étre extraits de matieres végeétales en
solubilisant les composants dans une phase aqueuse, alcoolique, lipidique, un solvant ou une
phase de dioxyde de carbone supercritique (Brewer, 2011) Les composés actifs sont extraits
et purifiés a l'aide de différentes méthodes d'extraction. L'efficacité des extraits de plantes
dépend de la méthode d'extraction, la plupart des méthodes d'extraction sont lente, posent des
problémes et nécessitent différents solvants en grande quantité, dont certains sont toxiques
(Herrero et al., 2006) Les méthodes d'extraction couramment utilisées, qui nécessitent des
traitements chimiques ou thermiques, peuvent modifier le contenu, l'activité et les

caractéristiques des EP (Gyawali et al., 2015)

L'extraction directe est une méthode avec un traitement simple évitant les altérations des
composés actifs. Cette méthode est simple, rapide et ne nécessite pas de solvant chimique ni
de technologie. Dans cette méthode, la partie liquide du matériel naturel est collectée et
utilisée directement. Il a été prouvé que cette méthode est treés efficace pour contréler la

croissance des pathogenes d'origine alimentaire. (Tajkarimi et al., 2010)

Les especes végétales contiennent divers composés actifs antimicrobiens hydrosolubles qui
peuvent étre extraits en utilisant I'eau comme solvant ou directement utilisés comme extrait
pur. Les parties des plantes comme les feuilles, I'écorce, les graines et les racines peuvent étre
immergées dans de I'eau chaude ou bouillies dans I'eau. 1l a été signalé que les agents
antimicrobiens d'origine végétale sont le plus souvent produits par les méthodes de distillation
a la vapeur et d'hydrodistillation. L extraction par fluide supercritique peut étre une meilleure
solution, car elle offre une solubilité plus élevée et des taux de transfert de masse améliorés
(Tajkarimi et al., 2010)

2.3 Huiles essentielles (HE)
Les HE sont des liquides aromatiques et volatils extraits de matiéres végétales, telles que les

fleurs, les racines, les écorces, les feuilles, les fruits, le bois, et la plante entiére. Les HE sont
utilisés depuis des siécles en médecine, en parfumerie et en cosmétique, et elles ont été

ajoutées aux aliments en tant que partie des épices ou des herbes. (Hyldgaard et al., 2012)

Elles sont principalement utilisées comme arémes dans l'industrie alimentaire. Cependant,
elles agissent comme un agent antimicrobien naturel dans la conservation des aliments. Il a
été signalé que des composes antimicrobiens se trouvent dans les HE de feuilles, de fleurs ou
de bourgeons, de bulbes, des graines, des rhizomes, des fruits ou d'autres parties des
plantes.(Gutierrez et al., 2008)
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Les compositions chimiques des HE sont différentes selon la saison, la région et la méthode
d'extraction. Il a été déclaré que l'activité antimicrobienne la plus forte dans les HE de plantes

est observée pendant ou immédiatement apres la floraison. (Burt, 2004)

Les composés antimicrobiens des HE sont naturellement présents dans les plantes, d'autres
sont produits en cas d'attaque microbienne ou de blessure physique.(Roller, 2003)

Un certain nombre de méthodes d'extraction des HE sont utilisées. Il s'agit d’extraction par
solvant organique, distillation a la vapeur, hydrodistillation, la distillation assistée par micro-
ondes, I'extraction par solvant a haute pression, extraction par dioxyde de carbone
supercritique, extraction par ultrasons et I'extraction par micro-ondes sans solvant.
L'extraction par solvant, également appelée extraction liquide-liquide, est réalisée a l'aide de
deux liquides qui ne se mélangent pas. Les matiéres végétales sont lavées plusieurs fois avec
le solvant pour éliminer les HE. Cette méthode est simple mais présente certains
inconvénients tels que la nécessité d'un temps long et de plus de solvant pour I'extraction et
une faible reproductibilité (Dawidowicz et al., 2008) Dans la méthode d'hydrodistillation, une
méthode ancienne et traditionnelle, le matériel végétal est évaporé par chauffage dans de I'eau
ou un autre mélange de solvants s’évapore en chauffant dans de I'eau ou un autre mélange de

solvants, puis les HE sont éliminés par condensation a la vapeur.

2.4 Les molécules bioactives des EP et les HE
Les métabolites secondaires ainsi que les sous-produits obtenus a partir des plantes ont

plusieurs composants qui déterminent leur fonctionnalité. Cependant, leur composition peut
étre variable selon le type de sol, les conditions climatiques et I'environnement dans lequel ils
sont produits. En outre, I'efficacité antimicrobienne et antioxydante des composants des
produits naturels dépend également de la structure chimique des composants actifs, de la

concentration et de la méthode d'extraction (Vilela et al., 2016).

Plusieurs composés chimiques présents dans les plantes ont la capacité de remplacer les
conservateurs synthétiques, contribuant ainsi a la conservation des aliments. Parmi eux
figurent la saponine, les flavonoides, les thiosulfinates, les glucosinolates, les composés
phenoliques et les acides organiques. Cependant, les principaux composants des plantes ayant
une action antimicrobienne sont les composes phénoliques tels que les terpénes, les alcools,

aldéhydes, cétones, acides et isoflavonoides (Gyawali et al., 2015)

e Les composes phénoliques lorsqu'ils sont ajoutés aux aliments agissent comme des

agents réducteurs, donnant de I'nydrogéne et des suppresseurs d'oxygene, provoguant
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un effet antioxydant sur les produits. Certains composés phénoliques ont également la
capacité de chélater les ions métalliques qui agissent comme catalyseurs dans les
réactions d'oxydation. Les flavonoides sont des composés aromatiques polyhydroxylés
naturels largement répandus dans les plantes (fruits, légumes, épices et herbes).
(Embuscado, 2015)

e Les flavonoides ont la capacité d'éliminer les radicaux libres, y compris les radicaux
hydroxylés, peroxyles et superoxydes, et peuvent former des complexes avec des ions
métalliques catalytiques, ce qui les rend inactifs. 1l a également démontré que les
flavonoides peuvent inhiber les enzymes lipoxygénase et cyclooxygénase, les enzymes
responsables du développement du rancissement oxydatif dans les aliments.
(Embuscado, 2015)
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Figure 2 : Principaux groupes phénoliques d'origine végétale (Bouarab Chibane et al.,
2019)

2.5 Mode d'action des conservateurs naturels
Les composés bioactifs présentent des mécanismes d'action différents selon le groupe de

micro-organismes (Burt, 2004) En général, leurs mécanismes d'action comprennent :
e Les composants lipophiles, tels que les terpénes et les phénols : 1ls se solubilisent
dans les bicouches lipidiques de la membrane plasmique et des mitochondries et
contribuent a déstabiliser la structure cellulaire et augmentent sa

perméabilité (Sikkema et al., 1994). En conséquence, ces composants entrainent
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la perte de constituants cellulaires et peuvent perturber le transport actif des
substances (Davidson et al., 2012)

Les composants lipophiles peuvent également interagir avec les parties
hydrophobes des protéines, qui sont enchassées dans la membrane plasmique et
déstabilisent l'interaction protéine-lipide.(Sikkema et al., 1994)

La coumarine et les alcaloides sont signalés pour leur action sur l'acide
désoxyribonucléique (ADN) et I'acide ribonucléique (ARN), retardant ainsi la
croissance du micro-organisme. (Cowan, 1999)

La présence d'acides organiques entraine : (1) interrompt les processus d'oxydation
au NADH dans la chaine de transport d’électrons ; (2) lorsque I'acide n'est pas
dissocié, il peut passer facilement a travers la membrane plasmique. A l'intérieur,
sa dissociation induit une diminution du pH cellulaire et, par conséquent, génére
des modifications dans la perméabilité de la membrane et le transport des

substances (Davidson et al., 2012)

Figure 3: mode d'action des extraits des plants (Pateiro et al., 2021)
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2.6 Application dans I’agroalimentaire
L'utilisation de conservateurs naturels dans les aliments a été largement acceptée par les

consommateurs qui recherchent de plus en plus des produits naturels et sains, exempts
d'additifs synthétiques(Viuda-Martos et al., 2010)

Les herbes et les épices sont largement utilisées pour les viande et les produits
carnés dans le but d'aromatiser ces aliments (Militello et al., 2011) En outre, les
huiles essentielles peuvent également étre considérées comme un bon choix de
conservateurs naturels pour les produits carnés. Par exemple, I’utilisation de 1’huile
essentielle de citron sous forme de microémulsion dans les sardines salées, a
montré un effet conservateur en réduisant le nombre de la charge des
Staphylococcus spp, d'Enterobacteria et des bacteries lactiques (LAB). En
comparaison avec des témoins, on a également remarqué que les échantillons de
sardines traités présentaient une faible accumulation d'histamine (Alfonzo et al.,
2017)

Le potentiel antioxydant et antimicrobien de la camomille (Matricaria recutita L.)
a déja eté étudié et s'est avéré efficace pour la conservation des produits laitiers
(Caleja et al., 2016)

Le Fenouil (Foeniculum vulgare Mill.) a montré un grand potentiel dans la
conservation du fromage blanc a raison des proportions de composés phénoliques
dans sa constitution, manifestant une capacité antioxydante élevée lors de
I'évaluation du potentiel antioxydant et antimicrobien des extraits polyphénoliques
de feuilles de cerisier et de cassissier comme conservateurs naturels dans les
produits carnés, il a été constaté que la durée de conservation des saucisses
emballées sous vide a était prolongée et que le développement de presque tous
microorganismes étudiés a été inhibé (Nowak et al., 2016)

L'huile essentielle d'oignon (Allium cepa L.), a montré une action antioxydante et
antimicrobienne contre plusieurs bactéries pathogénes et d'altération telles que
Escherichia coli, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus, démontrant un grand
potentiel d'utilisation comme agent de conservation dans les aliments (Ye et al.,
2013)

Dans le domaine de la recherche et de I'industrie alimentaire, les herbes et les épices ont

suscité de I'intérét en raison de la grande variété de composes bioactifs, tels que les

polyphénols le menthol, le rétinol, les caroténoides et la curcumine, connus pour leurs

bienfaits antimicrobiens, antioxydants et anti-inflammatoires pour la santé. Ces produits sont
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principalement dans les produits préts a consommer et les aliments transformés (Van Asselt
et al., 2018)

Malgré tous les avantages liés a I'utilisation des herbes et des épices dans I'alimentation,
plusieurs inconvénients méritent d'étre étudiés de plus pres. Lorsqu'elles sont utilisées dans
des matrices alimentaires, la quantité nécessaire pour obtenir I'action désirée n'est pas toujours
sensoriellement acceptable. En outre, les huiles essentielles, les herbes et les épices ont un
aréme fort, méme lorsqu'ils sont présentés a de faibles concentrations, ce qui peut rendre le

produit mal accepté par les consommateurs (Martinez-Gracia et al., 2015)
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1 Zingiber Officinale :

1.1  Description botanique :
Le gingembre est une plante tropicale herbacée vivace poussant dans les régions ensoleillées

et humides, se dressant sur une tige de 1,50 m en moyenne, mais pouvant atteindre 3 m de
haut, la partie souterraine utilisée est le rhizome. Celui-ci se divise dans un seul plan et est
constitue de tubercules globuleux ramifiés. La peau du rhizome est beige péle et sa chair est
jaune pale juteuse. La cassure est fibreuse et granuleuse, 1’odeur est aromatique avec une

saveur chaude et piquante (Gigon, 2012)

Figure 4 : Zingiber officinale (Roscoe)

Ses feuilles sont persistantes bisériees, longues, étroites, lancéolées, pointues et longues de 20
cm. Elle possede deux sortes de tiges : tiges hautes stériles servant pour l'assimilation
chlorophyllienne et des tiges plus courtes (20 cm environ) portant des fleurs irrégulieres en
épi. L'inflorescence est en court épis axillaires trés serrés, a tige couverte d'écailles, entourée
de spadice dense : grosses bractées vert jaune cireuses, superposées. Elle a des fleurs
parfumées blanc jaune, avec des trainées rouges sur les levres. La floraison a lieu entre les

mois d'aout et novembre (Faivre et al., 2006)

1.2  Classification :
Selon (Gigon, 2012), la classification botanique du gingembre est comme suit :

Nom francais : Gingembre commun
Nom latin : Zingiber officinale (Roscoe)
Regne : Plantae

Sous-regne : Trachéobionta
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Division : Angiospermes

Classe : Monocotylédones

Sous-classe : Zingibéridées

Ordre : Zingibérales

Famille : Zingibéracées

Sous-famille : Zingibéroidées

Genre : Zingiber

1.3  Réparation géographique :

Le gingembre est principalement cultivé en Inde et dans tout le Sud-est asiatique, Notamment
en Chine, en Indonésie et aux Philippines, mais aussi en Afrique tropicale (Nigeria). Sa
répartition géographique concerne toute 1’Asie, les Caraibes, 1’ Afrique et le Brésil, mais plus

de 50 % de sa production mondiale provient de I’Inde et de la Chine (Gigon, 2012).

Figure 5: : Répartition mondiale des plantes de la famille des Zingiberaceae (Butin, 2018)

1.4 Composition chimique et molécules bioactifs :
Depuis les années 1910, une grande variété de composes biologiquement actifs ont été isolés

du gingembre, notamment I'huile volatile, les analogues de gingérol des diarylheptanoides,
des phénylalcanoides, des sulfonates, etc. Des études de quantification ont permis de
découvrir que le rhizome du gingembre contenait 60-70% d'hydrates de carbone, 9-12% d'eau,
9% de protéines, 8% de cendres, 3-8% de fibres brutes, 3-6% d'huile grasse et 0,3-3% d'huile
volatile (Govindarajan & Connell, 1983) (voir tableau 07)
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Tableau 7 : les composants majeurs de gingembre (Wang et al., 2020)

Huile volatile

Analogues du gingérol

Diarylheptanoides

Phénylalcanoides et sulfonates

Stéroides et glycosides monoterpénoides

L'ardme agréable du gingembre est dérivé de plus de 70
constituants qui ont été provisoirement identifiés a partir de
I'huile volatile de vapeur. lls appartiennent principalement
aux sesquiterpénoides et aux monoterpénes (Figure 3),
avec l'a-zingibéréne (30-70%) comme composant
principal, et de plus petites quantités de -
sesquiphellandréne (15-20%), de B-bisaboléne (10-15%),
de (-)-B-phellandrene et de géraniol
Les analogues du gingérol, principalement les gingérols,
les shogaols, les paradols et la zingérone, sont responsables
de la sensation piquante et chaude dans la bouche, et
contribuent également de maniére significative aux effets
pharmacologiques du gingembre. Le constituant le plus
abondant des analogues du gingérol dans le gingembre
frais est le 6-gingérol(1-[40-hydroxy-30-méthoxyphényl] -
5-hydroxy-3-décanone). A ce jour, plus de 70 composés
analogues du gingérol ont été isolés du gingembre.
Les diarylheptanoides avec un terme de classe de squelette
1,7-diarylheptane ont suscité un intérét croissant ces
dernieres anneées.
a suscité un intérét croissant au cours des derniéres années.
Ils de posséder des activités anti-inflammatoires,
antioxydantes, anti-tumorales, anti-hépatotoxiques et
chimiopréventives. A ce jour, un total de 41 composés
diarylheptanoides ont été découverts dans le gingembre.
Six composes phénylalcanoides ont été signalés comme
étant présents dans le gingembre. De plus, six composés
sulfonates, a savoir I'acide 4-gingesulfonique, l'acide 6-
gingesulfonique et les acides shogasulfoniques A, B, C et
D, ont également été isolés du gingembre.
Un total de six composés stéroides, dont le B-sitostérol, le
daucostérol, le stigmast-4-en-3,6-dione, la 63
hydroxystigmast-4-en-3-one, le stigmast-4-en-3-one et le

stigmastérol, ont été signalés dans le gingembre. Six
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constituants glycosides monoterpénoides ont été identifiés

a partir de I'eau soluble du gingembre frais.

Autres composés En plus de I'huile volatile, des analogues du gingérol, des
diarylheptanoides, des sulfonates, des phénylalcanoides,
des stéroides et des glycosides monoterpénoides d'autres

composés, notamment des alcaloides, des xanthones et des

lactones, ont été précédemment signalés dans le

gingembre.
0 OH 0
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(CHy)?~ We (CHa)”
H H
Me  Gingérol Me  Shogaol
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(CHo)¢”
H

Me 6 paradol
Figure 6 : Quelgues composants bioactifs de gingembre (Wang et al., 2020)

1.5 Effet Thérapeutique Gingembre :

Le gingembre est I'un des ardmes les plus utilisés dans le monde entier (Kubra & Rao,
2012) possédant une longue histoire de traitement de différentes maladies comme le
rhume, la fievre, le vertige, les maux d'estomac, la polyarthrite rhumatoide et les maladies
du tractus gastro-intestinal (Baliga et al., 2011)

Cet arbme d'importance internationale est couramment utilisé dans de nombreux pays tels
que I'Inde, la Chine, I'Arabie Saoudite, le Tibet et la Grece comme médicament pour

atténuer la sensation de nausée et les régurgitations (Wilson et al., 2013)
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Il a également été prouvé que le gingembre a un effet antibactérien, il est efficace contre
les bacteéries causant la pneumonie, les infections des voies urinaires, la bronchite et les
bactéries résistantes (Khan, 2019)

D'autres études ont rapporté les effets antiinflammatoires, antidiabétiques et anticancéreux

du gingembre (Khan, 2019)

2 Artemisia herba elba :

2.1 Description botanique :
L’armoise blanche est une plante vivace de 20 a 60 cm, une couche de poils fins couvre ses

feuilles aromatiques qui reflete la lumiere et donne un aspect de couleur grise.
L’armoise est facile a identifier grace a ses tiges floriféres ¢lancées et dressees qui portent des
feuilles vertes a couverture blanchatres, découpées en laniéres fines, courtes, généralement
pubescentes argentés avec des capitules sessiles de 2-5 fleurs. Le réceptacle est nu et la

corolle est insérée trés obliquement sur I’ovaire. (Bézanger-Beauquesne et al., 1982)

Tk 4.

Figure 7: Artemesia Herba Alba

Les fleurs qui portent une couleur jaune ou rougeéatre sont disposées le long de la tige et
regroupées en un capitule solitaire.

La période de floraison de cette plante herbacée se situe entre les mois de juillet et d'octobre.
L'armoise produit des akénes ovoides, pourvus de petites épines. Les organes de la plante

utilisés en phytothérapie sont notamment les feuilles et les sommités fleuries.
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Il a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que les

flavonoides, les acides cafféoylquinic, les coumarines, les huiles essentielles, les stérols et les

acétylenes (Boussoula et al., 2017)

2.2 Classification :

La classification de I'artémisia herba alba la plus utilisée dans la systématique du genre

Artémisia (Bézanger-Beauquesne et al., 1982) est résumer comme suit dans le tableau

suivant :

Regne : Végétal

Embranchement : Phanérogames
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones gamopétales
Sous classe : Gamopétal épiquyne isostermes
Ordre : Asterales

Famille : Synanthérées ou composées
Sous famille : Tubuliflores

Tribu : Anthemidées

Genre : Artémisia

Espece : Artémisia herba alba

2.3 Répartition géographique :

En Algérie, I'artémisia herba alba, connue sous le nom de « chih » ou encore appelé semen-
contra de barbarie, couvre prés de six millions d'hectares dans les steppes, elle se présente
sous forme de buissons blancs, laineux et espacés (Pardakhti et al.,
2019)(Boutekjenet.C.,1987). Elle se repartie en Algérie dans les hauts plateaux et dans le
Sahara septentrional, elle est aussi cultivée a I’Europe notamment 1’Espagne, en Asie et en

Afrique du nord

Figure 8: Répartinion mondiale des différents espéces d’Artemisia (Turi et al., 2014)
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2.4  Composition chimique :
La matiéere seche (MS) de cette plante apporte entre 6 et 11 % de matiere protéique brute dont

72 % est constituée d'acides aminés.

Le taux de B-carotene varie entre 1,3 et 7 mg/kg selon les saisons. La valeur énergétique de
I’armoise herbe blanche est trés faible. En hiver elle varie entre 0,2 a 0,4UF/kg MS.Elle
augmente rapidement au printemps atteignant 0,92 UF/kg MS pour diminuer de nouveau en
été (0,6 UF/kg MS). En automne, les pluies de septembre provoquent une nouvelle période de
croissance et la valeur énergétique augmente de nouveau (0,8 UF/kg MS).

Adopte la méme maniére :

Les plantes de la famille des Astéracées, a laquelle appartient I'armoise herbe blanche, ont fait
I'objet de plusieurs études phytochimiques par intérét économique surtout pour leurs huiles
essentielles.

Les molécules identifiées sont les sesquiterpenes lactones, les coumarines et les
hydrocarbures Acétyléniques.(Teixeira Da Silva, 2004)

Les composants chimiques de 1’ Artemisia se regroupent dans le tableau ci-joint :

Tableau 8 : Les principeaux composés chimique de L’ Artimisia Herba-alba

Les terpenes sont des polymeres constitués d’unités
) en C5 (isopentylpyrophosphate). Les terpenes de
Les terpénes I’armoise blanche (Teixeira Da Silva, 2004)

Les monoterpénes Ce sont des substances légerement volatiles qui
forment les huiles constituées en (en C10), lls
protegent les végétaux contre les parasites, inhibent
la croissance bactérienne et attirent les animaux
pollinisateurs.
Les principaux monoterpénes identifiés :

- le thujone (monoterpéne lactone)
- le 1,8-cinéol et le thymol14.
-Des monoterpénes alcooliques (yomogi alcool,
santoline alcool).
- Des sesquiterpénes lactones
(Teixeira Da Silva, 2004)
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La thuyone

Flavonoides

camphéne

La thuyone est un composé chiral présent a 1’¢tat
naturel sous forme de deux stéréoisomeres : 1’alpha-
thuyone et le béta-thuyon. (Pardakhti et al.,
2019)(Patocka & Plucar, 2003). C’est I’un des
constituants terpéniques les plus bioactifs de
I’ Armoise.

Ce sont des composés phénoliques qui contribuent a
la pigmentation de la plante.
certains d’entre eux jouent le role de phytoalexines,
métabolites synthétisés par la plante pour lutter
contre divers parasitoses.

Les flavonoides sont rencontrés a 1’état libre
(soluble) ou liés a un sucre (glycosides) dans le
liquide vacuolaire.

La coloration des dérivés dépend des différentes
substitutions de 1’atome d’hydrogene sur divers
cycles, de la formation de complexes avec les ions
métalliques (Fe3+, Al3+) et du pH.

(Saleh et al., 1985)

- Les principaux flavonoides isolée a partir de
I'Armoise herbe blanche :
I’hispiduline
La cirsimaritine

CHs

CHg

thujone 1-8 cinéole

Figure 9 : : Les composants chimiques de A.Herba Alba

(Kheddoum, 2018)
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2.5 Effet thérapeutique d’Armoise :

L’Artemisia herba alba est trés utilisé en médecine traditionnelle lors d’un désordre gastrique
tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi utilisée en tant que reméde de
I’inflammation du tractus gastro-intestinal (Gharbi & Sand, 2008)

Plusieurs études scientifiques ont également prouve 1’efficacité de 1’armoise blanche en tant
qu’agent antidiabétique (Tastekin et al., 2006) antiparasitaire, antibactérien, antiviral,
antioxydant, antimalarien, antipyrétique, antispasmodique et antihémorragique (Yinet al.,
2008)
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1 Enquéte :

Avant d’entamer notre étude une synthése bibliographiques concernant 1’activité
antibactérienne et antifongique de Gingembre et Artemisia ont été collectées a partir des
principales bases de données scientifiques (des articles publiés, des theses ...ect) telles que
Science Direct, Pubmed, Web of Knowledge, et Google scholar, le but de cette étude
théorique est de colecté le maximum d’information sur la composition chimique et I’activité

biologique des deux plantes

2 Obijectif de I’étude :

Ce travail est une contribution a 1’étude de ’activité antibactérienne et antifongique de I’extrait aqueux

combiné de deux plante médicinales et aromatiques le gingembre (Zingiber officinale) et
I’armoise blanche (Artemisia herba-alba) contre trois souches bactériennes connu par
pathogénicité et une souche de moisissure.

L’étude a été réalisé au niveau du département des sciences alimentaires et le laboratoire de la
station expérimentale de la faculté de science de la nature et de la vie de I’université SAAD
DAHLEB BLIDA.

3 Matériel :
3.1 Matériel non biologique :
Agitateurs magnétiques Extracteur & pompe
Erlenmeyers.. Etuve.
Bec bunsen. Pipette pasteur, anse de platine.
Vortex. Tubes a essai stériles.
Géloses sélectifs (Chapman, Hektoen, Milieux d’enrichissement (Bouillon nutritif,
Citrimide, VRBG, Sabouraud) Giolliti cantoni , TSE)
Antibiotiques synthétiques Disques vierges stériles
Boites de pétri. Eau distillé stérile.

3.2 Matériel Biologique :
Souche de la bactérie E.coli Souche de la bactérie P.aeruginosa

Souche de la bactérie S.aureus Souche fongique A.niger

3.3  Matériel végétal :
Choix des plantes :

28



Partie 02 Chapitre | Matériel et méthodes

Les deux plantes d 'Artemisia alba et Zingiber officinale ont été acheté au marché de Ouled-
Yaich de la ville de Blida.

Le choix des plantes a été fait pour leurs support naturel a toxicité déterminée, vu leurs larges
consommations ; leurs propriétés organoleptiques et leurs propriétés médicinales et
thérapeutiques puisque ces plantes ont un effet antibactériens, antifongique, Anti
inflammatoires, antioxydants, antiparasitaire, hypoglycémique et antivirale (contre le corona

virus) selon la bibliographie.

4 Méthodes

4.1 Préparation du matériel végétal

4.1.1 Préparations des poudres :
Les échantillons de la plante de I’ Artemesia ont été découpées puis broyés a I’aide d’un

broyeur électrique (figure 11) Les poudres ainsi obtenues ont été tamisées a 1’aide d’un
tamiseur manuel pour obtenir des poudres fines et homogenes ; Ces poudres ont été
conservées dans des bocaux en verre déja stériles, a 1’abri de la lumicre.

Les échantillons de la plante du Gingembre ont été nettoyer, découper, broyer a 1’aide d’un
hachoir ¢électrique puis séchés a I’air libre et broyer une deuxi¢me fois apres séchage, pour

obtenir une poudre fine et homogene

4.1.2 Extraction par macération des polyphénols :
Une prise d’essai de 25 g de poudre de I’Artemesia alba ou du Zingiber officinaleest mise en

contact avec 250 ml d’eau distillé stérile. Le mélange est soumis a une agitation a I’aide d’un
agitateur magnétique a une température ambiante et a I’obscurité, aprés 72h de macération, les
extraits ont été filtrés séchés par évaporation a 1’étuve a 37°C puis conservés dans des flacons
a I’abris. (figurell)

4.2 Calcule de rendement :

Le rendement est la quantité d’extraction obtenu a partir d’ une matiére végétale est exprimé

en % par rapport a la matiére seche initialement utilisée.

Le pourcentage de rendement pour chaque extrait a été calculé par la formule suivante :

=
3
I
<
<
(=)
*
[E—
(@)
(e

— - ———

(%) : Rendement exprimé En pourcentage.
M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant.
Mo : Masse en gramme du matériel végetal a traiter.
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4.3 Préparation des mélanges :

4.3.1 Préparation des dilutions

Mettre 0.3 g de chaque extrait aqueux sec obtenu précédemment dans 3ml d’eau
physiologique stérile dans un tube stérile puis les mettre en agitation sur un agitateur
magnétique (figure 11)

Figure 10 : Agitation de dilution d’extrait sur un agitateur magnétique

4.3.2 Préparation des concentrations :
e Concentration 1 (C1) : Gingembre 50 % Artemisia 50%

e Concentration 2 (C2) : Gingembre75 % Artemisia 25%
e Concentration 3 (C3) : Gingembre 25% Artemisia 75 %

4.4 Pouvoir antimicrobien des différents extraits :

» Souches bactériennes utilisées :
Trois souches bactériennes connu par leurs pathogénicité ont été testées : Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus Et une souche fongique
- S.aureus et E.coli ont été isolées a partir du merguez déclaré non conforme par le
laboratoire d’hygiéne de la wilaya de BLIDA .
- Pseudomonas aeruginosa a été isolée a partir d’une eau de robinet non traitée au
niveau du méme laboratoire.

- Asspergilus niger a été isolé a partir du pain moisi
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441 Méthodes d’isolements et conservations des souches utilisées :

4.4.1.1 Staphylocoques aureus :
Les staphylocoques sont des bactéries coques a Gram positif, dont I’homme en est le principal

réservoir, leur pathogénicité et leur virulence sont définies par la présence de nombreuses
molécules (Protéine A, hémolysine, lipase, protéase...) ayant des propriétés diverses. Elles sont
également responsables d’intoxication alimentaire (Pebret, 2003)

La recherche et le dénombrement des Staphylococcus aureus nécessite aprés la préparation de
la solution mere et les dilution deux étapes consécutives, la premiére consiste a 1’enrichissement
sur milieu Giolitti Cantoni et la deuxiéme a 1’isolement sur milieu solide Chapman pour
permettre le dénombrement des colonies. (Figure 12)

L’enrichissement sur Giolitti cantoni avec addition de tellurite de potassium est basé sur le
principe de I’inhibition par tellurite de potassium et le chlorure de lithium (le tellurite de

potassium qui est un agent sélectif et un indicateur de réduction (noircissement des colonies).

Les colonies sont de tailles moyennes, lisses, 1égerement bombées, brillantes a centre noir et

entourées d’un halo jaune due a la fermentation du mannitol.
La confirmation des colonies se réalise par test de catalase et le test de coagulase (Annex 2)

4.4.1.2 Escherichia coli :
Elle constitue 1’espéce bactérienne dominante de la microflore anaérobie facultative de

I’intestin des animaux a sang chaud. Elle est généralement considérée comme une bactérie
commensale, inoffensive et constitue le modele d’étude bactérien le plus courant en
laboratoire de recherche. E. coli est un bacille de la famille des Enterobacteriaceae, a
coloration Gram négative, aéroanaéerobie et pouvant fermenter les nitrates. Ces bactéries sont
catalase-positives et ne possedent pas d’oxydase. Elles fermentent le glucose et

habituellement le lactose (Xiang et al., 2019)

La recherche et le dénombrement de la bactérie Escherichia coli nécessite apres la préparation
de la solution meére et les dilution deux étapes consécutives ; isolement et confirmation. Le
milieu utilisé pour la premiere étape est la gélose VRBL (La gélose lactose biliée au cristal
violet et au rouge neutre). La présence simultanée de cristal violet et de sels biliaires dans ce
milieu assure I’inhibition des bactéries a Gram positif et La fermentation du lactose se
traduisant par une acidification, révélée par le virage au rouge de 1’indicateur pH (rouge

neutre), et par la précipitation d’acides biliaires autour des colonies. (figure 13)
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Figure 12 : Méthode d’isolement de Staphylocoques aureus
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Les colonies de la bactérie E.coli sont considérées comme caractéristiques si leurs couleur est

rouge et de diametre égal ou supérieur a 0,5 mm, aprés 24 heures d’incubation.

L’étape de confirmation est réalisé dans le milieu urée indole (annexe 2) il permet la mise en

évidence simultanée de :

e La production d'indole par I'nydrolyse du tryptophane par la tryptophanase.
L'indole produit est mis en évidence par le réactif de Kovacs (le
diméthylamino-4-benzaldéhyde) qui réagit avec 1’indole avec formation d'un
COmposé rouge.

e L’hydrolyse de l'urée par une uréase. Il y a production de dioxyde de carbone et
d’ammoniac. Ce dernier alcalinise le milieu. Cette alcalinisation du milieu est

mise en évidence par le virage du rouge de phénol au rose (réaction positive).

4.4.1.3 Pseudomonas aerugenosa :
P.aerugenosa est un bacille a Gram négatif ubiquitaire, présent notamment dans le sol et dans

les milieux aquatiques, non sporulant de forme droite ou légérement courbée. Il mesure de 1 a
5 um de long et de 0,5 a 1 um de large Bien que ce pathogéne, ayant un métabolisme oxydatif,
non fermentaire, aérobie stricte, plusieurs isolats ont montré une capacité a croitre en milieu
anaérobie. P.aerugenosa est une bactérie mobile grace a la présence d’un flagelle monotriche
polaire. Cette bactérie est catalase positive et oxydase positive. (Kayser et al.)

Elle posséde une versatilité nutritionnelle remarquable pouvant utiliser une variété de sucres
simples et complexes, d’alcools et d’acides aminés comme seule source de carbone.
P.aerugenosa est une bactérie mésophile capable de se multiplier a I’intérieur d’un large spectre
de température allant de 4 a 45°C. La température optimale de croissance se situe entre 30 et
37°C. La morphologie de P.aerugenosa , de méme que pour tout le genre Pseudomonas, est
facilement distinctive grace a la production de la pyocyanine, un pigment bleu-vert diffusible
dans le milieu extracellulaire, d’ou le nom de bacille pyocyanique.

L’isolement de P.aerugenosa est réalisé par le milieu cétrimide (Figure 14)., Les colonies dans
ce milieu sont jaunes-vertes causée par la production de 2 pigments ,la pyoverdine (pigment
fluorescent) et la pyocyanine. La production de pyocyanine est favorisée, par la présence de
chlorure de potassium et de sulfate de potassium.

Les colonies de P. aeruginosase caractérisent par leur odeur aromatique caractéristique (odeur

de seringa)
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Figure 13 : Méthode d’isolement de Escherichia coli
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Une confirmation de 1’espéce est réalisée par une galerie biochimique classique ou bien le test
rapide King A et King B (annexe 2) qui devrai étre positive basé sur I’ensemencement de la

colonie sur le milieu incliné du test King A et King B

4.4.1.4 Aspergillus Niger :
L’Aspergillus niger ou l'aspergille noir, est un champignon filamenteux ascomycéte.Ce

champignon se développe rapidement (2-3 jours) sur les milieux de culture classiques (géloses
au malt et Sabouraud). La température optimale de croissance varie généralement entre 25 et
30°C, mais il peut se développer jusqu’a 42°C. Les colonies d’4. niger sont granuleuses,
blanches au début, puis jaunes et, a maturité, elles deviennent noires. Le revers des colonies est
incolore ou jaune pale. Sur le milieu Czapek, A. niger forme des colonies a mycélium blanc ou

jaune, et revers souvent incolore.

Les conidiophores sont longs atteignant 1,5-3 mm, lisses, hyalins ou brunatres dans leur moitié
supérieure. Les vésicules sont globuleuses et entierement fertiles. Les phialides (7-10 x 3-3,5
pMm) sont portées par des métules brunatres, de dimensions variables. Les conidies sont
habituellement globuleuses, parfois Iégerement aplaties. Elles mesurent 3,5-5 um de diamétre,
sont brunes, échinulées a tres verrugueuses. Les sclérotes parfois différenciés, sont creme a

chamois foncé au début, puis virent au chamois vinacé.(Ray & Bhunia, 2014)

4.4.1.5 Conservation des bactéries :
Une fois isolé et identifié par les tests biochimique les souches de Pseudomonas aérognosa

Staphylococcus aureus et Eschirichia coli sont Conserver dans des tubes contenant des
milieux de conservation dans le réfrigérateur a 4°C.
La conservation des souches est favorisée par les substances nutritives apporté par 1’extrait de

viande et la peptone.
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Figure 14 : Méthode d’isolement de Pseudomonas aerugenosa
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Figure 15: Méthode d’isolement Aspergillus Niger
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4.4.2 Test antibiogramme pour les souches choisies :
4.4.2.1 Préparation de I’inoculum bactérien :
Avant la réalisation de 1’antibiogramme et des tests antibactériens, deux repiquages

consécutifs sont effectués pour chaque souche (figure 16). En premier lieu, elles ont été
revivifiées dans un bouillon nutritif a 37°C pendant 24h. Le deuxiéme repiquage en strie est
effectué sur milieu solide (gélose nutritive).

Apreés incubation, deux ou trois colonies, bien isolées, ont été prélevées et mise en culture

dans 10ml de bouillon nutritif puis incubées a 37 °C pendant 24h

Préparation

d’innoculum
e F
Ensemencement
Préculture en stries Airés 18K
_—— > > > =
Aprés 24hr
== v 4
Sy T == "1 4
Gélose
v nutritive
Millieu Bouillon Eau
de conservation nutritif physiologique

Figure 16 : Préparation de I'inoculum
4.4.2.2 Antibiotiques testés :

Tableau 9: La nomenclature des antibiotiques testés

Abreviations Nom chimique de I’antibiotique
Ccz Céfazoline
CTX Céfotaxime
C Chloramphénicol
CIP Ciprofloxacine
CTR Ciprofloxacine
AMC Amoxicilline + acide clavulanique.
AMP Ampicilline
AT Aztréonam
CN Céfalexine
VA Vancomycine

4.4.2.3 Test d’antibiogramme :
Afin de déterminer la sensibilité et la résistance des souches utilisées contre les différents

antibiotiques, un test d’antibiogramme a été effectué :
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» Etape 1 : Préparation des suspensions bactérienne :
La suspension cellulaire est préparée dans de I’eau physiologique stérile a partir d’une culture
jeune et pure toute en respectant la zone stérile autour du bec bunsen

- Prendre 1 colonie bactérienne avec une anse de platine et I’incorporer dans un tube de

3ml d’eau physiologique stérile
- Me¢langer vigoureusement le tube a 1’aide d’un Vortex
- Incuber pendant 15 min a température ambiante et a 1’abri de la lumiére.
» Etape 2 : Ensemencement et application des disques :

L’ensemencement est fait dans les 15 minutes qui suivent la préparation de I’inoculum. Il a
été réalisé par écouvillonnage de telle facon a avoir apres incubation des colonies distinctes

mais jointives.

1. I’écouvillon est plonger dans la suspension, 1’exces de liquide est éliminé en
tournant 1’écouvillon sur les parois du tube.
2. la surface entiere de la boite d'agar est frotté trois fois, en faisant tourner la boite
d'environ 60°entre les stries pour assurer une distribution uniforme.
Application des disques :
Les disques sont appliqués sur la surface d'agar avec une pince stérile. Une légére pression est
exerceée pour assurer un contact complet du disque avec la géelose (maximum 6 disques sur
boite de pétri de 9 cm de diamétre)
» Etape 3 : Incubation d’antibiogramme :
Les boites ont été retourné et incuber a 37°C pour S.aureus et 44 °C pour P.aerugenosa et
E.coli pendant24h. .
» Etape 4 : Lecture des antibiogrammes :
Aprés 16 a 18 heures d’incubation, chaque boite a été examiné toute en Mesurant les zones
d’inhibitions au millimetre a l'aide d'une régle.
Déterminer la sensibilité et la résistance des bactéries en comparant le diameétre d’inhibition

mesuré (@ mesure) et les diameétres critiques supérieure d(CCsup) et inferieure d(CCinf).

(Tableau 09)
Tableau 10 : la sensibilité et la résistance d’une bactérie selon le diamétre d’inhibition
mesures
@ mesuré > D(CCinf) Sensible (S)
@ mesuré < d(CCsup) Résistant (R)
d(CCsup) < @ mesuré < D(CCinf) Intermédiaire (1)
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4.4.3 Activité antibactérienne :
Un ensemencement de 1’inoculum en stries serrés sur des géloses sélectifs est effectué apres

avoir préparé la suspension bactérienne de la souche étudiée (la méme méthode de la
préparation d’inoculum suivi précédemment), milieu Chapman pour les S.aureus , Hektoen

pour les P.aeruginosa et E.coli (figure 17)

Des disques de papier filtre stérile de 5mm de diametre imbibés de différents extraits (C1,
C2, C3) ont été placés a la surface des geloses séche, inoculée au préalable par 1ml de
dilution de la suspension bactérienne des souches étudiées Apres incubation a 37°C pendant
24heures, la sensibilité a été évaluée en mesurant le diamétre d’inhibition.(Diouf et al., 2007)
4.4.4  Activité antifongique :

Ce test est réalisé au niveau du laboratoire de la station expérimentale du département
vetérinaire « Université Blida 1 ».

L’activité antifongique des extraits a €t¢ déterminée par la méthode de diffusion en milieu

gélosé

» Souche fongiques :

Une seule souche fongique a été testé : Aspergillus niger isolé a partir de pain moisi
» Milieux de culture :

Gélose Sabouraud
» Protocole expérimentale :

Préparationd’ inoculum :

L’aspergillus niger a été isolé a partir du pain moisi
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Figure 17: Test d'activité antibactérienne par méthode de diffusion sur gélose

» Meéthode d’ isolement :
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- Prélaver aseptiqguement quelques filaments mycéliens noir par un écouvillon et le
transférer dans un tube qui contiens environ 5ml d’eau physiologique stérile
- Incubation 20 min a 37°C

Les mémes opérations sont effectuées avec Aspergillus Niger.(figure 18)

- Lamoisissure a été incubé pendant 4 a 5 jours dans des boites de Pétrie a une
température de 25 C ° (Température ambiante), aprés incubation I’inoculum des
champignons est préparé et I’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites

Pétri. La lecture des antibiogrammes est faite apres 48 a 72 heures d’incubation
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Figure 18 : Teste d’activité antifongique par méthode de diffusion sur
gélose

42



Chapitre Il : Resultats



Partie 02 Chapitre Il Résultats et discussion
1 Enquéte

Les informations concernant I'activité antibactérienne et antifongique de Gingembre et Artemisia ont

été collectées a partir des principales bases de données scientifiques telles que Science Direct, Pubmed,

Web of Knowledge, et Google. Les Tableaux résument jusqu'a 21 articles et mémoires sur les propriétés

de gingembre et artemisia, qui fournissent des informations sur les méthodes d'extraction, la composition

chimique et les résultats obtenu.

Tableau 11: Méthodes d'extraction, principaux constituants et bioactivité de Z.Officinale

Méthode ) Activités
Plante ) Composés majeurs ) ) Référence
d'extraction Biologique
(11.32%), geranial
(10.66%), camphene
(4.88%), eucalyptol ) o
o o ) Antibactérien (Mesomo et al.,
Z. officinale Hydrodistillation (3.14%), isobornyl 2013)
formate (1.95%), a-
zingiberene (1.64%)
Extrait aqueux et o (Kaushik &
o ) Composition ) .
Z. officinale extrait a solvant o o Antibactérien Goyal, 2011)
) chimique non étudie
organique
Hydrodistillation | Geranial (25.9%), o-
zingiberene (9.5%), Antibactérien,
o (E,E)-a-farnesene Antifongique, (El-Baroty et al.,
Z. officinale )
(7.6%), neral Antioxydant 2010)
(7.4%), ar-
curcumene (6.6%)
Extraction par o (Karuppiah &
o o Composition ) . )
Z. officinale macération dans : o o Antibactérien Rajaram, 2012)
chimique non étudie
éthanol
) . (Ahmed et al.,
o Extraction par Composition ) .
Z. officinale Antibactérien 2012)

macération

chimique non étudie
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a-zingiberene
(28.62%),
camphene (9.32%), Antifongique,
Z. officinale Hydrodistillation ar-curcumene Antioxydant (Lin et al., 2014)
(9.09%), B-
phellandrene
(7.97%)
Extraction par o
o Composition (Gull et al.,
o macération dans : o o
Z. officinale chimique non Antibactérien 2012)
L’eau,éthanol et ]
étudie
méthanol
Extraction par .
o Polyphénols )
o macération dans : ) ) (Amari, 2016)
Z. officinale Flavonoides Antibactérien
Eau/méthanol )
Tanins5
Chloroforme
Monoterpenes
Citral (2, 6-
Z. officinale Hydrodistillation | octadienal, 3, 7- Antifongique (Hussein, 2018)
dimethyl)
Pressées a froid et Composition
o ) o ) . (Beddou, 2016)
Z. officinale achetées du chimique non Antibactérien
commerce étudie
ar-curcumene
(59%), b-myrcene )
o . Anti-
o Distillation a la (14%), 1,8-cineol ] ) (de Melo et al.,
Z. officinale ) inflammatoire
vapeur (8%), citral (7.5%), 2011)

and a-zingiberene
(7.5%)
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Tableau 12 : Méthodes d'extraction, principaux constituants et bioactivité de A.herba Alba

Plante

Meéthode
d'extraction

Composés
majeurs

Activités
Biologique

Référence

A.herba alba

Hydrodistillation

B-thujone (30.0%)
a-thujone (25,7 %)
1,8-cinéole (6,0%)
Acétate de bornyle
(5,7%)
Camphre (4,5 %)
Terpinene-4-ol
(2,8 %)

Antibactérien

(Akrout et al.,

2010)

A.herba alba

Macération

Composition
chimique non

étudie

Antibactérien

(Kheddoum,
2018)

A.herba alba

Hydrodistillation

cis-thujone

(25.5%)

trans-thujone
(17.7%)

alcool vanillylique
(11,5%)

nor-davanone
(7.8%)

Camphre (4.9%)

Antibactérien,
Antifongique,

(Amor et al.,
2019)

A.herba alba

Hydrodistillation

a+f thujone (16.6
%)
Cinéole (13%)
Camphre (9 %)
Terpinene-4-ol

(1.5 %)

Antibactérien

(Yashphe et al.,
1979)
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Les flavonoides (Charif &
A.herba alba Macération Les tanins Antibactérien Louizini, 2016)
Terpinéne
(10.18%)
A.herbaalba | Hydrodistillation p-pinene Antibacterien (Toutl, 2014
(20.75%)
Limonene
(10.46%)
B-thujone (41.9%)
a-thujone (18.4 %)
1,8-cinéole (3.4%)
Acétate de bornyle Antibactérien, (Younsi et al.,
Aherbaalba | Hydrodistillation (3.3%) Antioxydant 2016)
Camphre (4,5 %)
Terpinéne-4-ol (2,8
%)
) o (Seddik et al.,
Aherba alba Méthodes Les polyphénols Antibactérien, 2010)
chromatographique Flavonoides Antioxydant
Tanines .
A.herba alba Extraction par Les flavonoides Antifongique (Salhietal.,
macération 2017)
Acide 4-Hydroxy
benzoique (Mohammed et
_ Antibactérien,
A.herba alba | Extraction soxhlet Hydroquinone . al., 2021)
Catéchol Antioxydant
Acide gallique
B-thujone (10%) (Bertella et al.,
Aherbaalba | Distillationala | o thyjone (12.7 %) | 7ntibactérien 2018)

vapeur

Camphre (3.2 %)
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D’apres les tableaux, les composition majeurs d’artemisia et de gingembre sont des
polyphénols telle que les tanins, les terpenes et les flavonoides, la présence de ces substances
est accompagnée par une grande activité bactérienne sur des différentes bactéries Gram + et
Gram - en premier lieux et en deuxiéme lieux une activité antioxydant. D’autre part, 5 articles

ont prouvé I’activité antifongique de gingembre et d’artemisia sur des différentes moissisure

D’aprés (Cowan, 1999)1’activité antibactérienne des plantes médicinales et aromatique et

attribuée a la présence des différents composés polyphénoliques.

La présence des composés phénoligue telle que les flavonoides et les tanins assure aussi une
activité antifongique, I’intensité de cette activité est liée a les méthodes d’extraction, la

concentration des composants chimique dans I’extrait et les différents souches fongiques

testés (SALEH et al., 2006)

Les résultats prometteurs de ces deux plantes nous ont incités a étudier leur combinaison pour

augmenter leur efficacité contre les différents microorganismes.

2 Lerendement

La préparation des extraits des deux plantes Zingiber officinale et Artemesia herba Alba par la
méthode de macération a été réalisée en utilisant I’eau comme solvant d’extraction. Les

différents rendements obtenus sont représentés dans la figure

rendement %
1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Z.officinale A.herba Alba

Fig 18 : les différents rendements

Les résultats obtenus montrent que le rendement d’extraction le plus élevé est celui
de I’extrait de Z.officinale(1.6 %), suivi par I’extrait de 1’A.herba alba (1.2 %)
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Le tableau résume les caractéristiques de chague extrait. Avant et apres évaporation, nous

constatons que 1’aspect des extraits obtenus était de nature pateuse et soluble dans 1’eau.

Tableau 13: les différentes caractéristiques des extraits

Extrait Aspect Couleur
Avant Apres Avant Apres
Z.officinale Liquid pateux Mar_ron Jaune
claire
A.herba Alba liquid pateux I\élarro,n Marron
once

Le rendement de I’A.herba alba (1.2%) est considéré faible par rapport aux rendements
éthanolique et aqueux la méme espéce, le rendement aqueaux d'Artemisia herba alba de la
région de Biskra (Algérie) est de 12.45 % le rendement éthanolique est de 15.64 % (Mehdi &
Salem, 2019) d’autre part, le rendement d’extrait aqueux de la méme espéce dans la région

de Tamenrasset (Algérie) est de 18.8% (Charif & Louizini, 2016)

Le rendement de Z.officinale (1.6%) est considéré comme plus faible par rapport au
rendements d’extrait eau/méthanol (5.37%) et I’extrait chloroformique (2.29%) réalisée a
Tlemcen (Algérie) (Amari, 2016), il est aussi plus faible par rapport aux rendements d’extrait
éthanolique étudie a Arabie Saoudite qui est de 5.26 % (Mostafa et al., 2018)

Les variations des rendements sont liées aux différents facteurs comme : la propriété
génétique de la plante ainsi qu’a I’origine géographique, aux conditions et & la durée de

stockage et de la récolte et aussi aux méthodes d’extraction appliquées. (Abdallah, 2018)

3 Etude de pouvoir antimicrobien des extraits d’artemisia et de

gingembre :

3.1 Résultats du test antibiogramme :
Les neuf antibiotiques utilisés dans le test d’antibiogramme ont été choisis selon leur

disponibilité au niveau de laboratoire d’hygi¢ne de Blida

» Escherichia coli : La bactérie isolée a partir du merguez a développé une résistante et
une sensibilité contre les antibiotiques suivants :
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Tableau 14 : sensibilité d” Escherichia coli contre les antibiotiques

Antibiotiques Sensibilité
Ciprofloxacine Sensible

Céfazoline Résistante
Céfalexine sensible
Céfotaxime sensible
Chloramphénicol Sensible

Ciprofloxacine

intermédiaire

Aztréonam sensible
Amoxicilline sensible
Ampicilline Reésistante

Figure 19: les zones d’inhibitions des antibiotiques d’E.coli

» Pseudomonas aeruginosa : La bactérie testée sensible / intermédiaire contre les

antibiotiques suivants :
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Tableau 15 : sensibilité de Pseudomonas aeruginosa contre les antibiotiques

Antibiotiques

Sensibilité

Ciprofloxacine

Sensible

Céfazoline intermédiaire
Céfalexine sensible
Céfotaxime sensible
Chloramphénicol Sensible
Ciprofloxacine sensible
Aztréonam sensible
Amoxicilline sensible

Figure 20: les zones d’inhibitions des antibiotiques Pseudomonas aeruginosa

» Staphylocoque aureus : La sensibilité de cette bactérie est présentée dans le tableau ci-

dessous :
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Tableau 16 : sensibilité de Staphylocoque aureus contre les antibiotiques.

Antibiotiques Sensibilité
Aztréonam Sensible
Céfazoline sensible
Céfalexine sensible

Vancomycine Intermédiaire

Chloramphénicol Sensible

Ciprofloxacine sensible

Ciprofloxacine Intermédiaire

Amoxicilline . sensible
Ampicilline sensible

Selon les résultats d’antibiogramme, nous remarquons que la bactérie E.coli est résistante
contre I’ampicilline et la céfazoline , intermédiaire a la Ciprofloxacine et sensible pour les
autres antibiotiques testés (Cefotaxime , Chloramphénicol , Amoxicilline , Aztréonam ,

Céfalexine) .

La bactérie P.aeruginosa est a sensibilité intermédiaire contre la céfazoline et I’ampicilline ,
sensible pour la majorité des antibiotiques testés (Céfotaxime , Chloramphénicol ,
Amoxicilline , Aztréonam , Ciprofloxacine , Céfotaxime , Céfalexine) . P.aeruginosa n’a
présenté aucune résistance contre aucun antibiotiques.

S.aureus a montré sa sensibilité contre L ampicilline et la majorité des autres antibiotiques
(Céfotaxime , Chloramphénicol , Amoxicilline , Aztréonam , Céfalexine) et elle été a
sensibilité intermédiaire pour la Ciprofloxacine et la Vancomycine .

La résistance aux antibiotiques d'une bactérie peut résulter soit de mutations soit de
I'acquisition de genes de résistance conférant la résistance a un ou plusieurs antibiotiques.

(Institut Pasteur)

Une présence d’E coli de staphylococcus aureus et dans les merguez traduit un manque
d'hygiéne de la matiere premiere ,du personnel ou de I’environnement existant autour du

produit.

La présence énorme des antibiotiques dans les viandes rouges est d0 aux traitements curatives
contre les maladies bovines au non-respect du délais d’abattage aprées traitement ou a leur

utilisation dans la production animale.(Adzitey et al., 2020)

D’aprés 1’étude faite a Ghana (Adzitey et al., 2020) sur la résistance d Escherichia coli isolée

a partir des viandes rouges, les isolats d ’E. coli étaient hautement résistants a I'érythromycine
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(85,00 %), a la tétracycline (73,33 %) et a I'ampicilline (71,67 %). Une résistance

intermédiaire a été observée pour tous les antibiotiques examinés, et elle variait de 3 a 10%.

Le test de sensibilité aux antimicrobiens par diffusion sur disque a montré une résistance de
plusieurs isolats d’E coli a I'ampicilline, a I'érythromycine, a la tétracycline, a la
streptomycine, au triméthoprime-sulfaméthoxazole, au chloramphénicol et a la gentamicine a

partir des produits avicoles vendus a Bangladesh (Rahman et al.,2020)

En utilisant les méthodes qualitatives et quantitatives, S. aureus a été détectée dans 35,0%
(647/1850) des échantillons de viandes et produits carnés vendus au détail en Chine (Yang et
al., 2016)

D’apres (Yang et al., 2016),La résistance la plus fréquente a été observée a lI'ampicilline
(85,4 %), suivie de la pénicilline (84,6 %), de I'érythromycine (52,7 %), de la tétracycline
(49,3 %), de la kanamycine (45,3 %), de la télithromycine (30,1 %), de la clindamycine (29,6
%), streptomycine (21,1 %), norfloxacine (20,4 %), gentamicine (19,4 %), acide fusidique
(18,4 %), ciprofloxacine (16,9 %), chloramphénicol (13,1 %), amoxycilline/acide
clavulanique (11,0 %) et autres (<10%). 7,4% des isolats (62/868) ont été confirmés comme
résistants a la méthicilline.

Par ailleurs La prévalence globale de la contamination par S. aureus a partir de saucisses
vendus en Algérie était de 25,22 % (n=58/230). Plus de 83. 33% des souches ont montré une

résistance a au moins un des antibiotiques testés. La plus importante était la tétracycline

(58 %) suivie de la fosfomycine (33 %), de la pénicilline G (25 %) et de I'oxacilline (36 %)

d’aprés une étude réalisée par (Hachemi et al., 2019)

La contamination par Pseudomonas dans I’eau est classiquement rapportée dans la littérature,
touchant la robinetterie et les canalisations d’alimentation mais peu les collecteurs. La
bactérie pénetre dans I’installation trés souvent par des phénomenes de rétro contamination :

mains, projection d’eau, siphons, ... (Sialve et al., 2009)

P. aeruginosa est naturellement résistant a de nombreux antibiotiques en raison de la présence
d'une membrane externe peu perméable aux petites molécules,de la production d'une enzyme

modificatrice des aminosides .

Les antibiotiques habituellement actifs contre P. aeruginosa sont peu nombreux et d'usage
hospitalier. 3-lactamines : pipéracilline (associée a I'inhibiteur de R-lactamase tazobactam),

ceftazidime, céfépime, ceftolozane (associé au tazobactam), ceftazidime (associée a
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I'inhibiteur de Blactamaseavibactam), aztréonam, imipénéme et méropénéme Aminosides :
tobramycine et amikacine Fluoroquinolones : ciprofloxacine Polymyxines : polymyxine B et
colistine (Jeannot & Guillard). En contre partie dans notre étude Le germe de P.aerogénosa

isolé a partir de I’eau parait trés sensible aux antibiotiques .

3.2  Détermination de I’activité antimicrobienne des extraits d’Artemisia et de
gingembre
L’évaluation de I’activité antimicrobienne de différents extraits permis de mettre en évidence

I’efficacité de celles si sur les trois souches bactériennes (Escherichia coli , staphylococcus
aureus et pseudomonas aeruginosa) et la souche fongique (Aspergillus Niger)
Le pouvoir antibactérien des extraits a été estimé en termes de diameétre de la zone d'inhibition

autour des disques contenant les extraits a tester

Figure 21 : Zone d’inhibition

- . Figure 22 : Zone d’inhibition de la bactérie S.aureus
de la bactérie P.aeruginosa

Les résultats obtenue pour déterminé 1’activité antimicrobienne des différents extraits sont
présentés dans le tableau et 1’histogramme suivants :

Tableau 17 : Effet des différents extraits sur les souches testées

Zone d’inhibition (mm)

Souches C1 C2 C3
S.aureus 6 10 9
E.coli 0 0 0
P.aeruginosa 6 0 6
A.niger 0 0 0
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Figure 23: Histogramme d’effet des différents extraits sur les souches
testées

Les résultats obtenus montrent que L’extrait C1 (Gingembre 50 % Artemisia 50%) a un effet
sur les bactéries S. aureus et P. aeruginosa. D’autre part, I’extrait C2(Gingembre 75 %
Artemisia 25%) a un effet sur S. aureus seulement, bien que I’extrait C3 (Gingembre 25%
Artemisia 75%) a un effet sur la bactérie S. aureus et P. aeruginosa.

Les résultats obtenus des trois extraits aqueux ont révélé que la souche bactérienne E. coli et
la souche fongique A. Niger n'ont montré aucune zone d’inhibition aux différentes
concentrations

Les extraits C1, C2, C3 ont enregistré un effet antimicrobien plus prononcés sur S.aureus avec
des diametres de 6 mm, 10mm et de 9 mm respectivement . Pour P.aeruginosa la zone
d’inhibition a présenté un diamétre de 6mm pour les concentrations C1 et C3. En contre partie
pour la concentration C2 aucune zone n’est observé.

Par ailleurs, I’extrait contenant plus de concentration en gingembre a montré son efficacité
contre la bactérie Gram + S.aureus tandis que 1’extrait a concentration élevé en Artemisia
herba alba a donné des résultats positifs aussi bien sur la bactérie Gram - P.aeruginosa que la
bactérie E.coli.

L’hypersensibilité des souches Gram + peut s’expliqué par la probabilité de leurs sensibilités
au changement environnementaux externes, tels que la température, le pH et les extrait
naturels due a I’absence de la membrane externe (Balentine et al., 2006)

Plusieurs recherches scientifiques ont prouvé I’efficacité des extraits éthanol ou de 1’huile
essentielle de I’ Artemisia herba alba aussi bien sur des bactéries que des levures moisissures
(Ramezani et al., 2004), ce qui confirme les résultats obtenus lors de notre étude.

L’étude scientifique élaborée par (Karuppiah & Rajaram, 2012) a démontrer la sensibilité
des bacteries Gram + (S. aureus et Bacillus sp) et Gram — (E. coli , P.aerugenosa , Klebsiella
sp, Proteus sp ) contre I’extrait éthanol du gingembre ce qui approuve que le gingembre a un
effet antibactérien .
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Aprés avoir consulter de nombreux articles, recherches scientifiques, aucun de ces derniers
n’a traiter ’effet antibactérien de combinaison de ces plantes étant extrait aqueux. Nos
résultats ont donné un diameétre d’inhibition de 6mm pour la souche P.aerugenosa semblent
étre plus importants que celle apportées par d’autres études (Charif & Louizini, 2016) sur
I’extrait aqueux d’Artemisia herba alba seul qui a mentionné aucune zone d’inhibition pour
la souche P.aerugenosa .

Selon (Abdallah, 2018) , les variations des résultats antibactériens pourraient étre attribuées
au fait que les deux plantes sont fortement affecte par les conditions environnantes qui
peuvent altérer la qualité et la quantité des composés photochimiques bioactifs. Parmi ceux-ci
figurent les stress abiotiques, notamment les facteurs de stress environnementaux comme la
lumiere, I'numidité ,la lumiére, I'humidité, la température, les nutriments du sol et les facteurs
de stress biotiques tels que les herbivores, les insectes, les micro-organismes et les facteurs
humains tels que le moment de la récolte et de la manipulation du matériel végétal .En outre,
la méthode d'extraction, le solvant utilisé, les bactéries testées et la source des bacteries
testées pourraient jouer un réle important dans les différences de résultats antibactériens des
deux plantes étudiées .

D’apres (Mostafa et al., 2018) I’activité antibactérienne de 1’extrait d’une plante est liée a sa
composition chimique, (Malu et al., 2009) ont démontré que L'activité antibactérienne
d'extraits de gingembre pourraient étre attribuées aux sesquiterpénoides dont le principal
composant est le zingiberéne. Par ailleurs (Park et al., 2008) ont constaté que le [10]-gingerol
et le [12]-gingérol du rhizome de gingembre ont démontré des activités antibactériennes
élevées in vitro. D’aprés (Amor et al., 2019) I’activité antibactérienne et antifongique
d’Artemisia est liée a la présence des monoterpenes

L’activité antimicrobienne de ces composés, résulte probablement d’une combinaison de
plusieurs modes d’action, impliquant différentes cibles cellulaires (Burt, 2004)

La propriété hydrophobe qui caractérise les molécules présentes dans les huiles essentielles et
extraits de plantes, permettent leur solubilisation dans les membranes, ce qui provoque une
déstabilisation de la structure et une augmentation de la perméabilité membranaire (Sikkema
et al., 1994) Ces modifications entrainent une fuite d’ions, de composés intracellulaires et
I’inhibition des enzymes membranaires intégrées (Campélo et al., 2019)
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Conclusion

Notre travail consistait a évaluer I’effet antibactérien de la combinaison des deux plantes
Artemisia herba elba qui a été choisi puisqu’ elle est une plante aromatique, médicinale trés
connue en Algérie et le Zingiber officinale qui fait partie dans la composition des
médicaments et les préparations culinaires.

Une synthése bibliographique comportant plusieurs articles et mémoires nationales et
internationales concernant l'activité antibactérienne et antifongique du Gingembre et de

I’ Artemisia ont été collectées a partir des principales bases de données scientifiques telles que
Science Direct, Pubmed, Web of Knowledge, et Google.

Différentes combinaisons entre les extraits des deux plantes ont été préparés (concentration 1 :
Gingembre 50 % Artemisia 50%, Concentration 2 : Gingembre75 % Artemisia 25%,
concentration 3 : Gingembre 25% Artemisia 75 %).

Afin de déterminer la sensibilité et la résistance des souches utilisées contre différents
antibiotiques, un test d’antibiogramme a été effectué.

D’apres cette synthese, la présence des composés phénolique telle que les flavonoides et les
tanins permet un développement d’une activité antimicrobienne et antifongiques contre
plusieurs souches connues par leurs implications dans la détérioration de la qualité
marchande, hygiénique et sanitaire des aliments

Le rendement d’extraction par macération dans 1’eau distill¢ le plus élevée a été révélé dans
I’extrait de gingembre avec une valeur de 1.6 % suivi par un rendement de 1.2% pour
L’armoise

La méthode de diffusion sur gélose a montré que la combinaison entre les différents extraits
d’armoise et de gingembre a un effet antibactérien considérable contre Staplylococcus aureus
avec des diamétres d’inhibition de 6 mm, 10mm et de 9 mm respectivement pour les trois
concentrations réalisées. Un diamétre d’inhibition de 6mm a été enregistré pour les
combinaisons un et trois contre P.eruginosa . Tandis que pour les souches Aspergillus Niger
et E.coli une résistance contre ces extraits a été révélé ceci est due probablement a leur
résistance aux antibiotiques

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre étape dans la
recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo est
souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie d’une part sur les activités antibactérienne
et d’autre part sur I’activité antioxydant du mélange aqueux des extraits de ces plantes et la
possibilité de leur incorporation dans les denrées alimentaires étant conservateur naturel du
mélange agqueux des extraits de ces plantes et la possibilité de leur incorporation dans les

denrées alimentaires en tant que conservateur naturel.
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Annexe

Annexe 01 :

Gélose VRBG ( Violet Red Bile Glucose Agar ) :

Pour un litre d'eau distillée :

= PePtONe . 7,00 gr
- Chlorure de SOdium. .......oooiiiiiiiii e, 5,00 gr
= EXTrait A LEVUIE ... 3,00 gr
- Rougeneutre...........oooiiiiiiii 0,03 gr
= SElS BIHAITES. .o e ettt 1,50 gr
- CrIStal VIOLet oo 0,002 gr
U GIUCOSE oo 10,00 gr
S ABAT 13,00 gr

pH final a 25°C : 7,40+0.2

Milieu urée :

- L-tryptophane........ccccoiiieiiiienece e 3,00 gr
- Phosphate dipotassique.........ccccecveveivereiiesnennnns 1,00 gr
- Phosphate monopotassique..........cccoceevereeiieenenne 1,00 gr
- Chlorure de sodium .........ccccccevvereiiieieene e 5,00 gr
m UMBE e 20,00 gr
- Rouge de phénol..........ccooviiiiiii 2,50 gr
- Eau distillée.......ccoovviiiiiieee e 1,00 L

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 6,7

Gélose Chapman :

Ingrédients pour 1 litre eau distillée

- Peptones ..., 10,00 gr
- Extrait de viande de beeuf.................... 1,00 gr
- D-mannitol.......ceee e, 10,00 gr
- Chlorure de sodium.........cccccovvrerrueueee. 75,00 gr
- Rougede phénol ........eveveevreeannne. 0,025 gr
= AN 15,00 gr

pH final & 25°C : 7,40+0.2
Gélose Hektoen :

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée.

- Peptone.....o 12,00 gr
- Chlorure de sodium............ccooiiiiiiiiiiiiiiii e, 5,00 gr
- Extraitdelevure ..., 3,00 gr

Thiosulfate de sodium................cooiiiiiiiiiiiiin., 5,00 gr
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- Selsbiliaires N° 3. ..o 9,00 gr

- Citrate ferrique ammoniacal......................oooueeee. 1,50 gr

= LGOS 12,00 gr
- Bleude bromothymol....................ooi 0,065 gr

= 5aCChATOSE ...t 12,00 gr

- Fuchsineacide..........ccooiiiiiiiiii 0,10 gr

= SAlICING. et 2,00 gr
N . | 14,00 gr

pH final a 25°C: 7,5+0.2
Gélose au cetrimide :

Ingrédients par litre d'eau distillée

- PEPIONE. e 20,00 gr

- Chlorure de MmagnésiUM........ccccooeeeveveeevereieeieenee e eseessennns 1,40 gr

- Sulfate dipotassiqQuUe.......ccececeecerecece e e e 10,00 gr

- Cetrimide (cetyltrimethylammonium bromide)................... 0,30 gr
= GIYCAION e s 10 ml

S A Y- Y 13,60 gr

Milieu TSE ( Tryptone sel ) :
Ingrédients pour un litre d'eau distillée

- Tryptone (peptone de Cas€ine)..........o.eeeeiuiiiiiiiiiiieinineanannn. 1,00 gr
- Chlorure de SOdium........oceiiiiiiiit i, 8,50 gr

pH final a 25°C : 7,0+0.2

Milieu Giolitti Cantoni :

Pour 1 litre d’eau distillée

-Tryptone .......oovvviiiiiiiiann... 20,09

- Extraitde viande .................... 10,0 g

- Extraitde levure ...................... 10,09
-Glycine ...ooviiiiii 2,449
-Mannitol ... 40,09

- Pyruvate de sodium .................... 6,00

- Chlorure de sodium ................... 1009
- Chlorure de lithium .................... 100g
STween 80 .o 2,049

Ajouter dans chaque tube 0,2 ml d’une solution aqueuse de tellurite de potassium
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Milieu Sabouraud solide :

Ingrédients en grammes par un litre d'eau distillée :

- Peptonedecaséine.................ooiiiininn.l 5,00 gr.
- Peptonedeviande ...l 5,00gr.
- Glucose monohydraté........................... 20,00gr.

pH final a 25°C: 5,6+0,2

Annexe 02 :

Teste Catalase :

Technique

« déposer sur une lame une goutte d'eau oxygénée (= peroxyde d'hydrogéne) a l'aide d'une
pipette Pasteur

+ prelever une colonie & l'aide de I'anse

+ dissocier la colonie dans la goutte

Eau
oxygénée g
(H:0:) 7

ST 7 4 S 7

Remarque : lutilisation de l'anse est possible & condition qu'elle ne posséde pas daction
catalasique, ce que I'on vérifiera facilement par un fest sans bactérie.

Lecture

Bulles d'oxygéne Pas de bulle

La bactérie posséde la catalase, elle est|la bactérie ne posséde pas la catalase, elle
dite : est dite :

Catalase + Catalase - O




Annexe

Negative
no clumps

Teste Coagulase

Positive
clumps

Slide Coagulase Test

Positive Negative
(clot) (no clot)

Tube Coagulase Test

Test King A King B

pH=72

Lecturt

Le milieu reste
inchangé
Pas de production de
pigment.

Lecture
—— directede
‘uréase

Milieu urée-indole

Ensemencéavecla
bactérie

pH=72

King A bleu et King B vert King A incolore et King B
Production des deux vert
pigments: pyocyanine et Production de pyoverdine
pyoverdine uniquement

Test urée indole

+ FeCl,

<

IR

U TDA -

UREASE -U TDA +

UREASE
INDOLE -

INDOLE +



