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Résumé

Le travail présente les résultats d’une étude menée sur I’extraction de I’huile
essentielle par entrainement a la vapeur d’eau en étudiants certains paramétres influencant le
rendement en huile essentielle de cette espéce qui a donné un meilleur rendement de 1’ordre
de 0,82%.

L’utilisation de la méthodologie de plans d’expérience Box-Behenken pour étudier les
effets des parameétres opératoires de ’extraction par solvant a révélé que I’effet simple du
«temps d’extraction» et du «nombre d’extraction», I'effet quadratique du « temps
d’extraction » et du «rapport liquide/solide » ainsi que Deffet d’interaction « temps
d’extraction- rapport liquide /solide » avait une influence sur le rendement en extrait.
L’adéquation du modele obtenu par rapport 4 la mesure expérimentale a donnée un R? égale &
97,52%.

L’évaluation de I’effet du prétraitement enzymatique de la matiére végétale a vérifié
une augmentation du rendement de 0,37% a4 0,41% en huile essentielle extraite par
entrainement a la vapeur d’eau et une augmentation du rendement en fraction volatile du
0,52% 4 0,80% extraite par la technique de combinaison SE-SD.

L’analyse de la composition chimique de I’huile essentielle d’ Artemisia campestris L.
réalisée par CG/MS a montré qu’elle est principalement constituée des sesquiterpénes
hydrocarbonés (44.26%) tel que Germacrene D (8.59%) suivi par les sesquiterpénes oxygénés
(22,95%) tel que (+) spathulénol (1,24%). Les monoterpénes hydrocarbonés oxygénés
occupent environ 9,83% de I’huile essentielle.

Les résultats des tests d’activité antibactérienne effectués par la méthode de diffusion
sur gélose ont montré une forte activité contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus par
contre Streptocoque a été la seule bactérie résistante.

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer (FRAP) a
montré que L’huile essentielle et la fraction volatile de I’ Artemisia campestris L. présente un
pouvoir antioxydant modéré par rapport a I’acide ascorbique.

Mots clés : Artemisia campestris L, Huile essentielle, Box Behenken, prétraitement

enzymatique, CG-MS, activité antibactérienne, activité antioxydant



Abstract

As part of the valuation of the Algerian plant species, we conducted a study on the
medicinal plants largely distributed in the algerian Highlands . The species was used by the
most of the large North African population. It is the Artemisia campestris belonging to the
Compositae family.

The study of some parameters influencing the yield of essential oil of this plant
showed that the leaf is the organ that gives the best performance a yield of 0,82%.

The optimization with a methodology of Box Behnken design to study the effects of
operating parameters of the solvent extraction showed that the single effect of "extraction
time" and "number of extraction" quadratic effect of "extraction time" and "liquid / solid
ratio" as well as the interaction effect "time-liquid extraction ratio / solid" have an influence
on the extract yield. The adequacy of the model obtained from the experimental measurement
give an R” equal to 97.52%.

The evaluation of the effect of enzymatic pretreatment of the plant material tested
increase, the yield of essential oil from 0.37% to 0.41% extracted by steam distillation and
increase the yield of the volatile fraction from 0.52% to 0.80% by the extracted combination
technique SE-SD.

The chemical composition of the essential oil of Artemisia campestris L leaves,
obtained by steam distillation, was investigated by GC-MS. The chemical composition
showed a differents classes of composition as: sesquiterpenes hydrocarbons (44.26%) such as
germacrene D (8.59%) followed by oxygenated sesquiterpenes (22.95%) such as (+)
spathulenol (1.24%).The hydrocarbon and oxygenated monoterpenes occupy about 9.83% of
the essential oil.

The results of the antibacterial activity by the method of agar diffusion have showed a
high activity against Escherichia coli, Staphylococcus aureus. Streptococcus was the only
resistant bacteria.

The evaluation of antioxidant activity by the method of reduction of iron (FRAP)
showed that essential oil and the volatile fraction of Artemisia campestris L. has a moderate
antioxidant compared to ascorbic acid.

Keywords: Artemisia campestris L, essential oil, Box Behnken, enzymatic pretreatment,
chemical composition by GC-MS, antibacterial, antioxidant activity;



INTRODUCTION GENERALE




INTRODUCTION

Les substances naturelles connaissent un intérét croissant pour des applications
dans de nombreux produits de consommation. Les plantes représentent une source de
principes actifs inépuisable et renouvelable, dont l'usage traditionnel et médical est
connu depuis bien longtemps. Ces plantes représentent une source immense de
molécules chimiques complexes exploitées par ’'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 ». Un grand nombre
de plantes aromatiques possédent des propriétés biologiques trés intéressantes
[1].Cependant, I’évaluation des propriétés phytothérapeutiques comme antioxydante et
antimicrobienne, demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les
plante d’utilisation rare ou moins fréquente ou non connues en médecine [2].

L’étude des huiles essentielles est toujours d’une brilante actualité malgré son
ancienneté et les développements exponentiels des biotechnologies végétales. Cela tient
principalement au fait que le régne végétal représente une source importante d’une
immense variété de molécules bioactives [3,4], qui ont des intéréts multiples mis &
profit dans I’industrie mais le rendement en huile essentielle qui est trés faible les rend
non exploitable de ce fait, le développement d’un procédé est devenu nécessaire,
actuellement et au cours des 50 derniéres années des méthodes non-conventionnelles
ont ét¢ développés pour améliorer le rendement global et la sélectivité des composants
bioactifs a partir de la matiére végétale, parmi lesquelles on cite le prétraitement
enzymatique qui est une méthode alternative qui améliore le rendement sans
modification des caractéristiques qualitatives des molécules bioactives [5].

L'Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes
médicinales qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre Artemisia, ce dernier
est largement distribué surtout dans les régions semi arides. De nombreuses espéces de
ce genre sont utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs
molécules douées d’activités thérapeutiques, parmi les espéces les plus connues se
trouve Artemisia campestris. Cette plante largement utilisée pour traiter les troubles
digestives, les ulcéres, les briilures, la diarrhée,...etc. a constitué le sujet de plusieurs

études qui font déterminé leurs compositions chimiques [6].



Dans ce contexte, nous nous sommes intéressé a étudier ’espéce Artemisia
campestris. L, une plante spontanée largement utilisée par les habitants des hauts
plateaux algériens en médecine traditionnelle, dans le but de faire une extraction de
huile essentielle par entrainement a la vapeur d’eau et 1’approche des conditions
optimales ainsi que la caractérisation de I’huile essentielle grice a la détermination de sa
composition chimique. Dans ce travail, nous avons aussi étudié et optimisé le procédé

d’extraction par solvant.

Un prétraitement enzymatique de la matiére végétale a été utilisé dans I’extraction par
entrainement a la vapeur d’eau et dans I’extraction par solvant dans le but d’étudier
Peffet de ce prétraitement sur le rendement d’une part et sur la qualité de I’huile

essentielle obtenu par le procédé entrainement  la vapeur d’eau d’autre part.

Ce travail vise aussi a étudier I’activité antimicrobienne et antioxydante de

I’huile essentielle d’Artemisia campestris.L
Ce manuscrit est composé de deux parties :

» La premiére partie est une synthése bibliographique dans laquelle, on
présentera la matiére végétale, son utilisation et les travaux dont elle a fait

’objet.

» La deuxieme partie sera consacrée aux matériels et méthodes employés lors de
cette étude. A partir de l’interprétation et des discussions des résultats
expérimentaux, nous terminerons par une conclusion générale les différents

travaux réalisés et les perspectives des actions & mener.
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Introduction

Le genre Artemisia est I’'un des plus importants de la famille des Asteraceae. Cette
famille est I’'un des groupements végétaux les plus volumineux, largement distribué avec
environ 1530 genres et prés de 23000 espéces différentes dispersées sur toute la terre [7,8].
Les astcracées sont parmi les taxons les plus importants du régne végétal principalement
représentées par des espéces vivaces, utilisées pour des fins alimentaires, cosmétiques et

pharmaceutiques [9].

Artemisia est I’un des plus importants genres de cette famille. Il comprend environ plus
de 500 espéces réparties sur les cing continents et onze espéces peuvent étre trouvés dans
la flore algérienne [10,11] .Parmi ces espéces, Artemisia campestris L. (dgouft) une plante

aromatique et médicinal.

I. Présentation de la plante Artemisia campestris. L

I.1.Classification [12]

\

e Régne : Plantae. \g L{?’
e Embranchement : Angiospermes 1{;
e
e Classe : Dicotylédones ]I'
E
e Ordre : Astrales \"
K'*.*- A
e
e Famille : Astéracées ou Composées &1 \}:’:{s(

e Sous-famille : Anthémidées

e Genre : Artemisia

e Espéce : Campestris. Figure 1: planche d’Artemisia campestris

I.2. Noms vernaculaires
e Nom vernaculaire [13]: "Degouft, Alala ou "Chaal"
e Nom arabe (Moyen orient) [13] : "Echchih el boustani"

e Nom frangais [14]: Armoise champétre ou Armoise des champs, Armoise rouge

e Nom anglais [14]: field — wormvood.



L.3. Description botanique de /’Artemisia campestris L.

Artemisia campestris L. est une plante vivace, de 10 & 80 cm, posséde des capitules
de fleurs jaunes, visible surtout par leur aspect luisant. Les feuilles sont vertes ou d’un vert
brunétre divisées en laniéres étroites, les feuilles moyennes sont deux fois divisées, les
supérieures sont sans pétiole, les inférieures sont avec un pétiole de plus en plus long a

mesure qu’on s’approche de la base de la tige.

Les tiges sont ligneuses sur une assez grande longueur au moins dans leurs partie
inférieures. Les capitules sont ovoides (plus rarement presque globuleux), portés chacun
sur un petit rameau trés court, nombreux, disposés en une inflorescence rameuse et

entremélée de feuilles [14, 15].

Le systeme racinaire est généralement puissant avec une racine principale pivotante

pouvant atteindre un métre de profondeur et présentant des racines secondaires horizontale.

Cette espece présente deux périodes de croissance végétative : ’une vers le mois de
Novembre et I’autre, est observée en plein printemps (mars-avril) avec un repos végétatif

en hiver (janvier), saison durant laquelle la plante est assez apprétée par les animaux. [16]

Figure 2: Artemisia campestris L



I.4. Répartition géographique

Artemisia campestris L. est répandue presque dans tout I’hémisphére nord. Au
Mexique et dans la partie nord des Etats-Unis ; elle est classée parmi la végétation des
roches siliceuses [17]. Elle se développe dans une bonne partie de I’Europe. En France, on
la rencontre au sud de la seine et du jura et beaucoup plus rare au nord [18,19]. Elle se
trouve a I’ouest de I’Asie et au Nord de 1’Afrique. Elle est présente du Maroc au Libye
(zone littorale de la tripolitaine) et dans les rivages méditerranéens jusqu’au cceur du

Sahara.

En Alggérie, cette espéce est distribuée sur les hauts-plateaux, surtout dans les paturages
semi —arides. Elle est plus rare dans la région présaharienne et au Sahara septentrional. Elle
apparait dans les montagnes du Sahara central, assez répandue au Hoggar, plus rare au

Tafdest et au Tassili des Ajjer [16,20].
L.5. Parties Utilisées

Les parties utilisées sont respectivement : les feuilles, les fleurs [21], les tiges [22] et les

racines [23].
1.6. Composition chimique d’Artemisia campestris L.

L’étude phytochimique des plantes du genre Artemisia a largement été étudiée ces
derniéres années. L’ensemble des composés isolés et identifiés est trés hétérogéne. Ainsi,
Les principaux métabolites secondaires les plus rencontrés sont les huiles essentielles, les
polyphénols, les flavonoides, les tannins, les saponines, les terpénes et les alcaloides. [24,

25]. Les différents travaux réalisés sur cette espeéce sont les suivants :

1.6.1. Etude des extraits lipidiques d’Artemisia campestris L.

Plusieurs travaux ont été effectués sur les extraits lipidiques des différentes parties de
I’Artemisia campestris. L en utilisant différents solvants : éthanol, méthanol, hexane, et
I’eau. Ces études ont mené a I’isolement de plusieurs molécules de différentes classes. 11
s’agit notamment de flavanone, dihydroflavonol, flavone, acétophénone, chromone,

hydroxyacétophénone, sesquiterpénes, acétylénes et chromeéne [26].



D’autres travaux ont été consacrés au dosage des polyphénols. Le contenu phénolique
total, les flavonoides et les tannins des extraits lipidiques de la partie aérienne

d’ArtemisiaCampestris L. ont été déterminés par des méthodes spectrophotométriques
(Tableaul).

Tableau 1 : Teneur en polyphénols, en flavonoides et en tannins de la partie aérienne

d’Artemisia campestris.L

Les extraits polyPhénols | Flavonoides " Tannins ° Réf
totaux *
Extrait aqueux 31,33 131,89 15,49 1|

Extrait éthanolique 50% 56, 3 463,2 / 27

Extrait aqueux 24 311,5 / 27

Extrait aqueux 56,67 / / 22

Extrait méthanolique 164,7 1182 / - [o8

Extrait méthanolique 141,2 102,5 / 28
obtenue par ultrason

Extrait méthanolique 128,1 104,5 / 28
obtenue par soxhlet

a:mg CAE/g , b : EQ(mg/g), ¢ : CE(m/m).



16.2. Etude de la composition chimique des huiles essentielles d’Artemisia

campestris.L

La composition chimique de I’huile essentielle varie selon le chimiotype considéré [3].
Elle varie également selon les conditions géographiques et climatiques (température,
altitude, précipitation, hauteur, direction du vent, période de cueillette, etc.), et selon la

phase de développement de la plante [29].

Plusieurs études ont identifié¢ la composition chimique des huiles essentielles d’Artemisia
campestris L. L’huile essentielle est analysée par la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométriec de masse (CG-MS). Les composés majoritaires, la méthode

d’extraction, la partie utilisée, ’origine de la plante, de chaque étude sont représentés

dans le tableau suivant :
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L’huile essentielle de la partie aérienne d’Artemisia campestris.L est constituée des
monoterpénes et sesquiterpénes comme toutes les huiles essentielles [33] dont les
principaux composés sont identifiées dans les figures 3 et 4. L’huile essentielle differe
seulement dans les teneurs de chaque composé et cela est di & l'influence des facteurs

environnementaux et écologiques.

Hydrocarbures monoterpéniques :

éé??i

p —Pinéne a-Pinéne p-Cyméne Limonéne ( Z)-p-Ociméne
2 TN
l P
(E)-p- Ociméne 7y~ terpinéne Myrcéne Sabinéne p -phellandréne

Monoterpénes oxygéneés :

: O
= O/U\/
CH OH

Terpinen-4-ol a- Terpinéol n-Propanoate de géranyle

Figure 3 : les monoterpénes identifiés dans "HE d’Artemisia campestris L.[34]
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Hydrocarbures sesquiterpéniques :

i

HMuuroléne 0-Cadinéne o -Muuroléne
m i%/
{ f
a- copaéne Germacréne D (Z)-B-Farnéséne

sesquiterpenes oxygéneés :

H

OH [ﬁ]‘: ]<
OH

Spathulénol B-Eudesmol

Figure 4 : les sesquiterpénes identifiés dans 'HE d’Artemisia campestris L.[34]

LI.7. L’utilisation traditionnelle d ’Artemisa campestris

Artemisia campestris.L est une plante utilisée depuis longtemps dans la médecine
traditionnelle et trés connue par les habitants du Maghreb. Elle est largement utilisée et

réputée pour ses vertus thérapeutiques [35].

Les parties utilisées sont les feuilles et les sommités en infusion, en décoction, en

macération ou en cataplasme [21].
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Les parties aériennes de la plante sont utilisées Comme antihelminthique

antiseptique, cholagogue, tonic, hypotensif et antivenin [23].

En Algérie, elle est largement utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement
des maux d’estomac et dans le cas des régles douloureuses. Elle est aussi utilisée comme

vermifuge, vulnéraire et elle posséde des propriétés cicatrisantes et emménagogues.

En Tunisie les feuilles de 1’ 4.campestris L. sont utilisées en médecine traditionnelle
en décoction comme antivenin, anti-inflammatoire et pour ses propriétés antithumatismales
et antimicrobiennes. Il a été mentionné que I’application locale de la poudre des feuilles
séchées est efficace en cas de piqlire de scorpion ou de morsure des serpents et pour la
cicatrisation des brilures (dans ces cas, la population consomme toute la plante). La
fumigation ou le décocté sont utilisés en usage interne contre la toux, le diabéte et ’ulcere

gastrique. En usage externe, cette plante est utilisée pour traiter et soulager 1’eczéma [27].

Cette plante était utilisée aussi par les tribunes du nord de I’Amérique comme
remede pour les difficultés de grossesse et aussi pour soigner le rhumatisme, I’eczéma, les
ecchymoses et les plaies. L’infusion des racines était utilisée spécialement pour les enfants
comme tonifiant des cheveux et pour le traitement des infections du cuir chevelu [23].
L’Armoise champétre figure aussi dans la liste des plantes vasculaires médicinales

indigenes du Québec [36].
L1.8. Activités biologiques

En plus de leurs utilisations traditionnelles, Artemisia campestris L. posséde de
nombreuses propri€tés biologiques, parmi lesquelles on cite les plus importantes :

1.8.1. Activité antioxydante

v Une étude faite par A.djeridane et all [37, 38] ont montré que I’extrait éthanolique
d’Artemisia campestris .L d’Algérie contient des teneurs en composés phénolique
tels que les flavonoides plus élevée que les autres plantes étudié et ils sont constaté
qu’il y avait une corrélation entre la teneur en composé phénolique et son activité

antioxydante .

v' Une autre étude faite par Aniya et a/ (2000)[39] I’activité antioxydante de I’extrait
aqueux d'Artemisa campestris a été testée par la méthode de DPPH (2,2-diphenyl-I-
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1-picrylhydrazyl), les résultats obtenus ont montré que I’extrait aqueux posséde une

activité antioxydante élevée.

v" De leurs coté Akrout et al [27] ont étudié activité antioxydante de trois extraits de
la partie aérienne d’Artemisia campestris (huile essentielle, extrait aqueux, extrait
¢thanolique 50%) en utilisant trois méthodes différentes: la méthode de DPPH, la
technique de décoloration du B-caroténe et la méthode d’ABTS (2,2 azinobis-3-
ethylbenzthiazoline-6- sulphonic acid), ils ont trouvé que I’huile d’Artemisia
campestris posséde une faible activité antioxydante, alors que les extraits aqueux et
organique montrent une activité antioxydante importante en comparaison 2 celle de

I’huile essentielle.
L.8.2. Activité anti cancéreuse [22]:

Cette étude a été consacrée sur le pouvoir inhibition in vitro de la croissance du cancer
des cellules de carcinome (HT-29) d’un colon humain par quelques extraits d’A.
campestris. Afin de reproduire I’exposition a des composés phytochimiques dans
l'administration traditionnelle de ces plantes, des extraits de perfusion d'eau ont été digérés

in vitro avant d'étre mélangé avec un milieu de culture cellulaire.

Des résultats ont montré une activité antitumorale contre plusieurs types de cancers
comme le cancer du sein. La croissance la plus significative de I’action inhibitrice a été

démontrée par I’huile essentielle de I’A. campestris avec un GI50 valeur de 46,82 1 g / ml.
1.8.3. activité antibactérienne et antifongique

V' Artemisia campestris L.est une plante médicinale utilisée dans le traitement de
nombreuses infections telles que les infections urinaire. Naili et a/ (2010) ont testé
Pactivité antibactérienne de [’extrait méthanolique des feuilles d’Artemisia
campestris, ils ont trouvé que I’activité de cet extrait a ét€ plus efficace contre les
bactéries gram positif (Staphylococcus aureus) que les bactéries gram négatif
(Escherichia coli) [25].

V" En outre Artemisia campestris posséde des propriétés antifongiques, Kyeong et ses

collaborateurs (2007)[40] ont étudié I’effet antifongique de I’extrait aqueux des
racines d’Artemisia campestris sur des champignons de mycorhize, les résultats

obtenus montrent que L’extrait aqueux posséde un potentiel antifongique.
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1.8.4.

1.8.5.

1.8.6.

1.8.7.

Activité hypoglycémiante [21]

Sefi et a/ (2010) ont trouvé que I’extrait aqueux des feuilles d 'Artemisia campestris,
diminue le taux de glucose dans le plasma des rats chez lesquels le diabéte est induit
par I’alloxane monohydrate, ils ont trouvé également que la diminution de la
concentration de glucose s’accompagne d’une part d’une diminution des taux de
triglycérides et des lipoprotéines de faibles densité (LDL) et d’autre part d’une
augmentation du niveau de I’insuline, ce qui peut prévenir les complications du

diabéte.
Effets antipoison

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

vipere Macrovipera lebetina [41].
Propriétés allélopathiques

Les plantes du genre Artemisia possédent des propriétés allélopathiques par
inhibition de la croissance et la germination de certaines plantes de I’entourage, Ces
propri€tés sont dues probablement & la présence d’acide phénolique, et d’autres

composants polaires [40].

Effets insecticide

Une étude récente a été réalisée par Pavela (2009), [6] ol extrait méthanolique de la

partie aérienne d’Artemisia campestris a été testé pour son activité répulsive contre les

femelles adultes d’une espéce de moustique Culex quinquefasciatus. Cet extrait a montré

un degré de répulsion trés intéressant contre ces parasites vecteurs de plusieurs maladies

comme la malaria.
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MATERIELS ET METHODES

Introduction

Ce chapitre est consacré a

e L’extraction de I’huile essentielle d’Artemisia campestris L. par entrainement a la
vapeur d’eau,

e L’extraction par solvant organique avec étude des effets des différents parameétres
d’extraction sur I’extrait,

e Optimisation des conditions expérimentales de 1’extraction par solvant par la méthode
des plans d’expériences,

e Isolation de la fraction volatile de I’extrait par entrainement a la vapeur d’eau en
appliquant la technologie de combinaison d’un solvant organique et I’entrainement a
la vapeur d’eau (SE-SD),

° Evaluation des effets du prétraitement enzymatique de la matiére végétale,

e Etude de la composition chimique de ’huile essentielle par chromatographie couplée a
la spectrométrie de masse (CG-MS),

e Activités biologiques.
Notre travail a été réalisé au niveau de quatre structures scientifiques :

% L’extraction de I’huile essentielle et la détermination des indices physico-chimiques et
Iactivité antioxydante ont été réalisées au laboratoire de chimie des substances
naturelles du département de Chimie de I’Université Saad DAHLEB de Blida
(USDB).

< L’observation microscopique a été effectuée au sein de département génie mécanique
de I’Université Sciences et Technologie HOUARI BOUMEDIANE (USTHB).

&,
L4

L’analyse de I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse a été effectuée au sein du centre de recherche d’analyse
physico-chimique (CRAPC).

%o

6

Les tests d’activité antimicrobienne a été réalisé au niveau des laboratoires de
SAIDAL -Filiale ANTIBIOTICAL- de Médéa.

Le schéma directeur des différentes étapes de notre étude est illustré par ’organigramme
suivant :
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i Huile essentielle\: : fraction volatile ‘:— ‘\

1

! 1 , | Activité anti oxydante |

-étude des facteurs -optimisation des paramétres
__________________ _ <
Influencant le rendement influencant le rendement de Activités antibactériennes ! >
) ]

-étude de la cinétique ’extrait
-Propriétés organoleptiques -isolation de la FV
Et Physico-chimiques

Figure 5 : Le schéma directeur des différentes étapes de notre étude
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I1.1. Matiére végétale
I1.1.1. Récolte, traitement et conservation

L’armoise champétre (4rtemisia campestris .L) utilisée a été récoltée en février 2013.
La plante provient de la région d¢ HASSI BAHBAH de la wilaya de Djelfa située a 250
km au sud d'Alger. Elle posséde un climat continental, humide, froid en hiver et sec et

chaud en été.

*
Lot W

Figure 6 : Situation géographique de la région de récolte.

Les parties aériennes ont été séchées a température ambiante, a I’abri de la lumiére et

dans des endroits bien aérés (pour éviter les moisissures) et conservées dans des sacs.

I1.1.2. Identification botanique
L’identification et la systématique de la plante ont été confirmées au niveau du
laboratoire de botanique du département d’Agronomie de 1’Université Saad Dahlab et au

niveau du laboratoire botanique du jardin d’essais d’El Hamma(Alger)
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Figure 7: planche d’ Artemisia campestris.L

I1.2. Extraction de I’huile essentielle par entrainement a la vapeur d’eau

Le procédé d’extraction « entrainement a la vapeur » est I’'une des méthodes officielles,
ancienne et trés répandue, pour 1’extraction des huiles essentielles. Cette technique consiste
a récupérer I’huile essentielle des végétaux en faisant passer a travers ces derniers un
courant de vapeur d’eau, qui entraine I’huile essentielle [42]. Durant le passage de la
vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et libérent ’huile essentielle qui est
vaporisé sous I’action de la chaleur pour former un mélange « eau+ huile ». Le mélange est
ensuite véhiculé vers le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse
et une phase organique contenant I’huile essentielle. L’absence de contact direct entre
I’eau et la matiere végétale, puis entre I’eau et les molécules aromatiques évite certains
phénoménes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire  la qualité de I’huile [43].

L’extraction de I’huile essentielle de I’ Artemisia campestris L. a été réalisée a ’échelle
laboratoire en utilisant le procédé d’entrainement a la vapeur d’eau ol nous avons étudié

I’influence de certains paramétres sur le rendement en huile essentielle :
v' Les parties utilisées de la plante (Partie aérienne, feuille et tige).
v' Le temps d’extraction,

v La masse de la matiére végétale.
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I1.2.1. Protocole expérimental d’extraction de I’huile essentielle

On introduit de ’eau dans le ballon de capacité de 2 L au 2/3 qu’on porte a ébullition
(figure 8) La matiére végétale, préalablement pesée, est introduite dans I’ampoule a
décanter. La vapeur originaire de 1’ébullition de ’eau dans le ballon, traverse la maticre
végétale, entrainant ainsi [’huile essentielle. Les vapeurs sont condensées dans le
réfrigérant pour obtenir un distillat qui est un liquide légeérement trouble ol surnage I’huile
essentielle récupérée dans un récipient a différents intervalles de temps pendant toute la

durée de I’extraction. Cette opération dure 4 heures.

Figure 8 : montage entrainement a la vapeur d’eau

Aprés la récupération de I’hydrolat une extraction liquide- liquide est effectuée en
ajoutant de I’éther diéthylique, on obtient alors deux phases : une phase aqueuse et une
phase organique contenant I’huile essentielle. Cette opération est répétée deux fois afin de
récupérer le maximum de ’huile essentielle. On récupére la phase éthérée qui est placée
préalablement sur un desséchant de type sulfate de sodium anhydre (Na;SOg afin
d’éliminer toute trace éventuelle d’eau. L’huile essentielle est récupérée apres
I’évaporation de I’éther diéthylique dans un évaporateur rotatif. L’huile essentielle

récupérée et pesée afin de calculer le rendement de I’extraction par rapport a la masse
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végétale. Cette huile essentielle est conservée dans le réfrigérateur a I’abri de la lumicre et

a une température de 4°C.
11.2.2. Calcul du rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle de 1’ Artemisia campestris est calculé en rapport de
masse : masse de ’huile essentielle sur la masse de la matiere végétale, il est exprimé en

pourcentage % et calculé par la formule suivante :

MHE) 5

p—————-—

Ou:

N(%) : Rendement en huile essentielle (%)

M(HE) : Masse de I’huile essentielle (g)

M(MYV) : Masse de la matiére végétale utilisée (g)

I1.2.3. Propriétés physico-chimiques et organoleptiques

Nous avons déterminé les propriétés organoleptiques et les propriétés physico-
chimiques de I’huile essentielle suivant la norme A.F.N.O.R. [44]. Les modes opératoires

sont données en annexe.
I1.3. Extraction par solvant

L’extraction par solvant organique a été réalisée a I’échelle laboratoire. Cependant nous
nous sommes orientés vers la maitrise et I’optimisation des paramétres opératoires qui sont
supposés influencer le rendement de I’extrait : Température, nombre d’extraction, temps

d’extraction et le ratio liquide-solide.

En revanche, une approche des conditions optimales sera étudiée en faisant appel a la
méthode d’optimisation par planification des expériences. Il s’agit d’évaluer I’influence
des paramétres opératoires sur le rendement par I’intermédiaire du plan de Box-Behnken

(BBD).
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L’optimisation, et la définition des conditions opératoires qui en découlent constituent
une partie trés importante de la mise en ceuvre d’un procédé. Une optimisation consiste a
trouver les conditions expérimentales correspondantes & un optimum de la réponse étudiée.
Elle doit permetire d’affirmer, avec un risque d’erreur raisonnable, qu’il n’existe pas
d’autres conditions conduisant & une meilleure valeur de la réponse dans le domaine

exploré [45].
IL.3. 1. Protocole expérimental pour I’extraction par solvant

Des extractions par les différents solvants (hexane, éther de pétrole, acétate d’éthyle et
¢thanol) a I’aide d’un montage & reflux(figure 9) ont été effectuées. Pour chaque
extraction, des feuilles séches et broyées sont mises dans un ballon de 500 ml en lui
ajoutant 150 ml de solvant, le tout est porté sur un bain marie sous une agitation
magnétique pendant une durée de 2h. L’opération est répétée 3 fois. Apres I’extraction,
les mélanges sont filtrés sous vide et les filtrats sont évaporés a I’aide d’un évaporateur

rotatif. Des oléorésines obtenues ont été pesées pour calculer le rendement.

Figure 9 : montage a reflux
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I1.3. 2. Effet des différents paramétres d’extraction sur le rendement de I’extrait

Une étude préliminaire composée de plusieurs expériences a été conduite et nous a permis
de déterminer le domaine de variation des paramétres opératoires qui affectent le
rendement. Il s’agit du temps d’extraction, le rapport liquide/solide et le nombre
d’extraction. Afin de déterminer les conditions opératoires optimales d’extraction, nous
avons procédé a I’optimisation de ces trois parameétres. A cet effet nous avons fait appel a

la méthode par planification des expériences.

I1.3.3. Optimisation des conditions expérimentales par la méthodologie des plans

d’expériences

Selon la définition donnée par Fisher, les plans d’expériences constituent « un essai
technologique d’utilisation maximale de données ». L’efficacité d’un plan d’expériences
en termes d’informations acquises et de fiabilité de ces informations est supérieure a celle
de toute autre séquence d’essais non structurée de méme volume. L’une des différences
majeures entre les méthodes classiques de réalisation d’essais et la méthode des plans
d’expériences réside dans le fait que dans la premiére, la recherche de I’effet des différents
facteurs se fait de maniére séquentielle et souvent non planifiée- en changeant la valeur ou
le niveau, d’un seul facteur a la fois, d’'un essai & un autre- alors que dans la seconde
méthode, plusieurs facteurs a la fois changent de niveau. L’interprétation ne se fait plus
résultat d’essai par résultat d’essai, mais a partir de ’ensemble des résultats [46]. La
méthode des plans d’expériences permet de tirer d’un nombre d’essais donné un maximum
d’informations crédibles concernant I’influence des facteurs. Elle permet I’étude des
interactions entre facteurs, elle offre la possibilité de quantifier et de hiérarchiser les effets
d’un grand nombre de facteurs de systéme étudié, et cela avec un nombre d’essais
relativement faible, c’est-a-dire dans le minimum de temps et de coiits.

La valeur donnée a un facteur pour réaliser un essai est appelée niveau. Lorsqu’on

étudie I’influence d’un facteur, en général, on limite ses variations entre deux bornes :

- Laborne inférieure est le niveau bas, noté par -1

- La borne supérieure est le niveau haut, noté par +1
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Lorsque I’on attribue la valeur -1 au niveau bas d’un facteur et la valeur +1 au niveau
haut, on fait introduire des nouvelles variables que I’on appelle variables centrées
réduites(v.c.r.) : centrées pour indiquer le changement d’origine et réduites pour signaler

la nouvelle unité.

Le passage des variables d’origine A aux variables centrées réduites x, et inversement

est donné par la formule suivante : x=(A—-Ay)/pas
Ay est la valeur centrale en unités courantes ;

L’intérét des v.c.r. est de pouvoir présenter les plans d’expériences de la méme maniére
quels que soient les domaines d’étude retenus et quels que soient les facteurs. La théorie

des plans d’expériences présente ainsi une grande généralité.

L’ensemble de toutes les valeurs que peut prendre le facteur entre le niveau bas et le
niveau haut, s’appelle le domaine de variation du facteur, ou tout simplement, le domaine

du facteur.

La réunion des domaines de chaque facteur définit le « domaine d’étude » ; ce domaine
d’étude est la partie de I’espace expérimentale retenue par I’expérimentateur pour faire ses
essais [47].

I1.3.4. Présentation du plan de Box-Behnken (BBD)

Le plan d’expériences est un plan de Box et Behnken utilisé pour la modélisation des
surfaces de réponse, orienté vers |’optimisation de(s) réponse(s). Il permet de décrire
I’évolution de la réponse pour un nombre limité de facteurs. Les facteurs doivent étre tous
quantitatifs et continus et le comportement de la réponse sera représenté par une surface de
réponse. Le modéle peut permettre de localiser un extremum pour une réponse. Cette
méthodologie de surface de réponse a déja été utilisée avec succés pour I’étude et
I’optimisation de I’extraction des huiles essentielles [48].

Le plan Box et Behnken a été proposé en 1960 [49]. Ces plans qui permettent d’établir
directement des modéles du second degré. Tous les facteurs ont trois niveaux : —1, 0 et +1.
Nous introduisons ainsi trois niveaux par facteurs, le nombre total d’essais devant étre
menés, N, va dépendre du nombre de facteurs K étudiés et du nombre de répétitions au

centre du domaine,Cy

Le nombre total d’expériences est donnée par ’expression suivante : N= 2k(k-1)+C, [ 48].
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Au niveau du plan expérimental et sur la base des résultats expérimentaux a facteur

unique, trois paramétres ont été¢ confirmés comme les principaux facteurs d'influence. Un

BBD de trois facteurs et chaque facteur a trois niveaux a été effectué pour concevoir

l'expérience optimisée.

Le tableau présente la matrice des essais du plan d’expériences de Box-Benhken ; 12

essais factoriels, 5 répétitions du point central ; soit au total 17 expériences a réaliser avec

le procédé d’extraction par solvant.

Tableau 4 :Plan d’expériences de Box-Benhken 4 3 facteurs

Ne Temps Nombre Rapport
d’extraction d’extraction liquide/solide
1 -1 -1 0
2 -1 0 -1
3 -1 0 1
4 -1 1 0
5 1 -1 0
6 1 0 -1
) 1 0 1
8 1 | 0
9 0 -1 ol
10 0 -1 1
11 0 0 0
12 0 0 0
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
16 0 1 -1
17 0 1 1
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I1.3.4.1. Choix du domaine d’étude
Le domaine d’étude de chaque facteur a été déterminé sur la base des expériences
préliminaires. Les niveaux hauts et bas de chaque facteur sont définis comme I’indique le

tableau suivant.

Tableau S : Domaine d’étude des parametres opératoires par le plan Box-Benhken (en

coordonnées réelles et en coordonnées centrés réduites)

Niveau Temps d’extraction (H) | Nombred’extraction | Rapportliquide/solide
X1 X2 X3
-1 2 2 5
0 2,5 3 5,75
+1 3 4 6,5

I1.3.4.2. Choix de (s) réponse(s)

> Pour chaque essai réalisé dans le plan d’expériences, on enregistre le rendement

de I’extrait. C’est un paramétre quantitatif, Il est défini par la relation suivante:

_______________________________________________

massedel’ extrait(g)

(2]
[N
o
e ]

masse de la matiére végétale

IL.3. 5. Analyse statistique

L’exploitation des résultats a été réalisée a I’aide du logiciel STATGRAPHICS Plus.

Une série et une présentation de tests statistiques pourra juger la qualité du modéle.

Dans le cas de notre étude, on s’est intéressé a la relation qui relie la réponse
(rendement) en fonction des paramétres étudiés lors de I’expérimentation (temps
d’extraction, nombre d’extraction et le rapport liquide /solide) et variant dans le domaine
d’étude choisi avec pour but final, de modéliser mathématiquement les réponses étudides et
de les optimiser. Ainsi, nous avons fait appel aux plans pour surfaces de réponse. Ces plans

utilisent des modeles polynomiaux du second degré sous la forme :
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- Y:représente la réponse ou critére d’optimisation étudiée.
- Po:représente la moyenne des réponses obtenues.

- Bi et B; sont des constantes représentant les coefficients de régression du modéle

mathématique adopté (i, j= 1, 2, 3).

- X illustre les variables opératoires impliquées dans le modéle mathématique, X
représente le niveau attribué au facteur i (i=1, 2, 3) par ’expérimentateur afin de

réaliser un essai.

Ce plan de Box-Behnken 4 trois variables et & trois niveaux a été adopté se préte bien
au déroulement séquentiel d’une étude. Il permet d’évaluer les effets quadratiques et de

tracer les surfaces de réponses en fonction des paramétres opératoires.

Le logiciel statistique concédera la réalisation de différentes opérations fondées sur
I’analyse de la variance permettant de proposer un modéle polynomial comme présenté ci-
dessus. Cette analyse de la variance concédera la détermination des divers coefficients de
régression du modéle mathématique et permettra d’évaluer si une variable quantitative est
significativement influente ou non.

Pour chacun des paramétres, la significativité des effets linéaires, quadratiques et des
interactions intervenant entre les variables est ainsi testée puis représentée sur un
diagramme de Pareto. Ces tests permettront de juger de la pertinence des variables et de
modéliser au final la réponse étudiée sous la forme d’un modéle polynomial du 2nd degré
[50,51]. L’adéquation du modele par rapport aux mesures expérimentales pourra étre
exprimée a I’aide d’un coefficient de détermination R? (le modeéle sera d’autant plus adapté
que la valeur de R’ sera proche de 1). Enfin, le modéle mathématique pourra étre
représenté graphiquement a 1’aide de surfaces de réponses permettant de visualiser
I’évolution de la variable réponse étudiée, ainsi que les zones ou elle est maximale, en

fonction des effets des facteurs.
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IL.4. Isolation de I’huile essentielle & partir de I’extrait du solvant par entrainement 2
la vapeur d’eau (SE-SD)

Dans cette partie nous avons utilisé une combinaison de deux méthodes : I’extraction
par solvant et entrainement a la vapeur (SE-SD). Cette technologie de combinaison a été
déja utilisée dans D’extraction de I’huile essentielle de Cuminum cyminum et I’huile
essentielle de Tobacco [52, 53]. Cette technique repose sur I’isolation de ’huile essentielle
a partir de I’extrait par solvant par la technique entrainement a la vapeur d’eau. Cette
technologie de combinaison a montré D’efficacité en termes de rendement et la sélectivité
en termes de qualit¢ de I’huile essentielle. De plus, elle offre d’autre avantage : une

technologie simple.
ILS. Prétraitement enzymatique

Au cours des 50 derniéres années, des méthodes non-conventionnelles sont utilisées afin
d'améliorer le rendement sans modification des caractéristiques qualitatives des molécules
bioactives. Récemment une méthode alternative a été développée principalement pour
améliorer le rendement global et la sélectivité des composants bioactifs a partir de la

matiere végétale, c’est la méthode du prétraitement enzymatique.

Les enzymes ont ét€ utilisées notamment pour le traitement de la matiére végétale
préalablement a des procédés classiques d'extraction. [54]. Ce sont des catalyseurs idéals
pour aider a I'extraction, la modification ou la synthése de complexes composés bioactifs
d'origine naturelle. Diverses enzymes telles que des cellulases, pectinases et hemicellulase
sont souvent nécessaires pour perturber et dégrader les parois cellulaires et les membranes,
permettant ainsi une meilleure libération des composés bioactifs [55,56]. La réaction des
enzymes (pectinase, cellulase) est souvent considérée comme une alternative a la

destruction thermo-mécanique des parois cellulaires.

Des études récentes sur les effets du prétraitement enzymatique de thym et de romarin
sur le rendement, la composition chimique et les activités antimicrobiennes [57] ont été
réalisées pour [I’extraction des huiles essentielles. Les résultats ont montré que le
prétraitement enzymatique pourrait étre utile pour améliorer le rendement et l'activité
antimicrobienne des huiles essentielles et peuvent avoir un bon potentiel pour une

utilisation dans les industries alimentaires et pharmaceutiques.

30



Une étude récente [58] a été réalisée sur le prétraitement enzymatique pour I'extraction
par n-hexane de I'huile a partir des graines de Silybum marianum . Les résultats ont montré
que le prétraitement enzymatique n'avait pas affecté les compositions en acides gras mais
pourrait causer la rupture de la structure des semences de S. marianum et accélérer une
libération supplémentaire de I’huile ce qui augmente le rendement en huile de 10,46% par

rapport a I’extraction sans prétraitement enzymatique pour une durée de 1,5H

D’autre étude [ 59] a montré que I’extraction de I’huile essentielle par entrainement a la
vapeur d’eau et par hydro-distillation de grains de céleri soumis & un prétraitement
enzymatique avec des enzymes cellulolytiques, seules ou en mélange a donné un meilleur
rendement et une légere différence dans les propriétés physico-chimiques et la composition

chimique de I’huile essentielle
IL.5.1. Choix de enzyme

L’enzyme utilisé et qui nous a été disponible pour ce prétraitement est 1’Hémicellulase.

1l est utilis€ comme enzyme de prétraitement des feuilles d’ Artemisia campestris.L
I1.5.2. Mode opératoire [57,60]
= Onplace 100g de feuilles séchées dans un bécher,

= On prépare une suspension enzymatique selon les proportions suivantes : 10mg
d’hémicellulase , on lui ajoute 500 ml d’eau distillée, cette suspension est versée
dans le bécher tout en agitant le mélange , ensuite en rajoute une a deux gouttes

d’acide acétique pour maintenir le pH entre 4,5 et 5

= La préparation ainsi obtenue est placée dans I’étuve est portée a une température de
45C° pendant une heure qui par la suite sera sujette & un entrainement a la vapeur

pour I’extraction de I’huile essentielle.
I1.6. Analyse microscopique

Dans le but d’une meilleure compréhension des phénoménes d’extraction et I’influence
de ’enzyme sur ’extraction et afin d’observer le comportement des cellules sécrétrices de
la feuille d’Artemisia campestris.L. Les échantillons ont été prélevés avec précaution, et
préalablement collés sur une bande de ruban adhésif double face, puis métallisés avec une

couche de carbone. Plusieurs photographies par microscope électronique a balayage ont été
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réalisées sur un microscope XL 30 (EDAX) (figure) sous les conditions opératoires
suivantes: sous vide d“air ; tension d*accélération 15 KV ; taille du spot : 5 ; distance de
travail 15 mm. Cette étude a permis d’observer I’état des cellules avant et aprés

I’extraction par les différentes techniques.

Figure 10 : microscope électronique a balayage

I1.6. Analyse de la composition chimique par chromatographie en phase gazeuse
couplée 2 la spectrométrie de masse (CG/MS).

L’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur avec et sans prétraitement ainsi
la fraction volatile isolé a partir de I’extrait d’ Artemisia campestris.L ont été analysées par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse, en utilisant un
chromatographe Hewlet packard série Agilent 6890 N, couplée 4 un spectrométre de masse
Hewlet packard, série Agilent 5973 dans les conditions opératoires suivantes :

Injecteur
Température : 250°C
Mode d’injection : Split 20 :1

Volume injecté : 0.2 pl

32



Colonne
Type : hp-5ms
Dimensions : long 30m * D int 250 pm * épaisseur film 0,25 pm
Phase stationnaire : diphényle (5%) — Diméthylarylénesiloxane
Température du four : 60°c pendant 8 min, 2°c/min jusqu’a 280°c, 10 min isoth
Gaz vecteur : Hélium pur 99,9998 %
Débit GV : 0.5 ml/min
Détecteur de masse
Température de I’interface : 280 °c
Type d’ionisation : électronique
Intensité du filament : 70 év
Type de I’analyseur de masse : Quadripdle
Température du quadripdle : 150 °c
Température de la source : 230 °c
Vide : 40 torr

L’identification des composés a été réalisée en comparant les temps et les indices de
rétention(indices de kovats) déterminés avec une série de n- alcanes de C5-C14 et avec des
composés standards injectés dans les mémes conditions ou avec les résultats publiés dans
la littérature. L’identification des composés est confirmée par comparaison de leur spectre
de masse ions-fragments caractéristiques obtenus expérimentalement & ceux cités dans la

littérature [61].
I1.8. Activités biologiques

I1.8.1 Etude de activité antimicrobienne d’HE d’artemisia campestris.L
Dans cette partie nous avons procédé a une méthode qualitative en vue de mettre en
¢vidence le pouvoir antiseptique de I’huile essentielle obtenue par les différentes
méthodes d’extraction. Cette méthode est tirée du principe du titrage des
antibiotiques « pharmacopées européenne 2002 », elle a été utilisée par plusieurs

auteurs [62, 63, 63, 65]
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I1.8.1.1. Technique en milieu solide : Méthode des aromatogrammes
L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée

antibiogramme [66][67]. Elle a I’avantage d’étre d’une grande souplesse dans le choix des
produits a tester et de s’appliquer & un grand nombre d’espéces bactériennes. [68][69]
Dans cette méthode, nous utilisons des disques de 9 mm de diamétre, imprégnés de 20 pl
d’HE. Nous déposons ces disques & la surface d’un milieu gélosé ensemencé en surface a
I’aide d’une suspension bactérienne, L’incubation est faite dans une étuve a 35°C pendant
24h. L’absence de la croissance microbienne se traduit par une zone circulaire claire
indemne de colonies, appelée « zone d’inhibition » autour du disque dont le diamétre est
mesuré et exprimé en millimétre. (figure 11) [70].

Plus le diamétre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a I’huile essentielle.

Plus il est petit, plus la bactérie est résistante

- Mesure de la zone d'inhibition |

(Culture bactérienne de la souche a tester
»btenuc aprés ensemencement d'un e e
inoculum standardisé

Disque

Figure 11 : Aromatogramme sur boite de pétri 4 diffusion linéaire & partir d’un disque

imprégné d’huile essentielle
I1.8.1.2. Microorganismes utilisés

Les souches utilisées dans notre étude sont référencées ATCC (American Type Culture
Collection) (voire tableau 6) et ont été choisis pour leurs contamination élevées sur les

denrées alimentaires et leur pathogénicité.

34



Les testes sont réalisés sur trois bactéries (Escherichia coli, Staphylococus aureus,
streptocoque) provenant du laboratoire de microbiologie de laboratoires de SAIDAL -
Filiale ANTIBIOTICAL- de Médéa ces souches ont été recues dans des tubes stériles

contenant 10ml de gélose de conservation puis conservées a une température de 4°C.

Tableau 6 : liste des souches microbiennes testées

Nom de la souche Gram Code
Escherichia coli - ATCC 10536
Staphylococcus aureus + ATCC 6538
streptocoque + -

I11.8.1.3. Milieux de culture
Nous avons utilisé¢ Muller Hinton comme milieux de culture pour les bactéries.

I1.8.1.4. Protocole expérimental
»> Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller Hinton stérile préte a I’usage a été coulée dans des boites de
pétrie stériles de 90 mm de diamétre. L’épaisseur de la gélose est de 2mm répartie
uniformément dans les boites. Ces derniéres doivent étre séchées 33 min A une

température ambiante du laboratoire avant leur emploi.
> Préparation de I’inoculum

A partir des cultures jeunes. On préléve 3 a 5 colonies bien isolées et identiques
dans 10 ml d’eau physiologique stérile, on agite au vortex pendant quelques
secondes. La standarisation de la suspension correspond & une concentration
optimale de 107 & 10® germes/ml, est réalisée a 1’aide d’un spectrophotomeétre réglé

sur une longueur d’onde de 620 nm

> Ensemencement: des boites de pétrie stériles préalablement coulées, sont
ensemencées par €talage a 1’aide d’un écouvillon stérile trempé dans la solution
bactérienne, I’ensemencement s’effectue de telle sorte & assurer une distribution

homogene des bactéries.
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> Dépbts des disques

A T’aide d’une pince stérile, les disques stériles de papier de Wathman 9 mm du
diametre, contenant I’huile essentielle d’Artemisia campestris.L sont déposés sur la
surface gélosé. Aprés diffusion de I'HE dans la gélose pendant 30min 2

température ambiante, les boites sont incubées a 37°C pendant 24 heures.

> Lecture: la lecture s’effectue aprés 24h d’incubation par la mesure du diamétre de
la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’aprés la sensibilité des

souches vis-a-vis des HE [71].
= Non sensible(-) ou résistante : diamétre< 8mm
= Sensible(+) : diamétre compris entre 9 4 14 mm.
= Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 4 19 mm
= Extrememnt sensible (+++) : diamétre > 20 mm.
I1.8.2. Activités antioxydantes

11.8.2.1. Méthode de la réduction du fer FRAP
L’activité réductrice du fer de nos échantillons est déterminée selon la méthode décrite

par Oyaizu [72], basée sur la réduction du Fe’* présent dans le complexe K;Fe(CN) gen

+
Fe’

® Un millilitre de P’huile essentielle a différentes concentrations est mélangé avec
2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de

ferricyanure de potassium K3;Fe(CN) 4 a 1%.

= L’ensemble est incubé au bain marie & 50°C pendant 20 minutes ensuite 2,5ml

d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction ;
= Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 minutes ;

= 2,5ml du surnageant sont mélangés a 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution

de chlorure ferrique fraichement préparé a 0,1%.
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= La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait & 700nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplagant I’huile essentielle par de ’eau distillée qui

permet de calibrer I’appareil (UV-VIS spectrophotométre).

= Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ;
I’acide ascorbique dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que

les échantillons.
Remarque : Une augmentation de I’absorbance correspond 4 une augmentation du

pouvoir antioxydant.[73].
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

ITL.1 Extraction de I’huile essentielle d’ Artemisia campestris. L par entrainement a la

vapeur d’eau
III.1.2. Les parameétres influencant le rendement en HE

L’étude de certains paramétres pouvant influencer le rendement en huile essentielle a été
réalisée .
IIL.1.2.1. Influence de La partie utilisée de la plante

En premier temps, et dans le but de connaitre si les différentes parties de la plante
renferment de 1’huile essentielle, nous avons effectué des essais préliminaires dans les
mémes conditions (la méme masse et la méme durée d’extraction) sur la plante entiére

(partie aérienne), sur les feuilles et les tiges séparément pour déterminer la partie la plus

riche en cette substance. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau 6: Le rendement en huile essentielle en fonction de la partie utilisée.

La partie utilisée Partie aérienne | feuilles Tiges
Le rendement en | 0,2 0,53 0,02
HE(%)

Les résultats donnés dans le tableau 6 montrent que les huiles essentielles se trouvent dans
les deux parties de la plante : feuilles et tiges avec un rendement plus important dans les

feuilles (0,53%) que dans les tiges (0,02%)

Comparativement aux résultats donnés par Akrout [26] sur I’espéce Artemisia campestris
L. 11 a trouvé que les huiles essentielles de cette plante sont localisées principalement dans

les feuilles et que les tiges n’en contiennent pas.



II1.1.2.2. Influence du temps d’extraction

Pour cette étude nous avons pris la masse de la matiére végétale comme constante et le

temps d’extraction pour variable alors nous avons effectué cing manipulations. Les

résultats sont mentionnés sur le tableau suivant :

Tableau 7 : variation du rendement en fonction du temps d’extraction

Temps d’extraction (H) R(%)
1 0,10
2 0,22
3 0,43
4 0,56
5 0,53

D’aprés ce tableau on remarque que le rendement augmente progressivement jusqu’a

atteindre un taux de 0,56% au bout de 4h

II11.1.2.3. Influence de la masse végétale

Afin d’étudier ’influence de la masse végétale, nous avons effectué différents essais ou

le temps d’extraction pour chaque essai est considéré constant.

représentés par le graphe suivant :
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Figure 12 : influence de la masse de la matiére végétale sur le rendement en huile

essentielle
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D’apres les résultats, on constate que le rendement en HE varie en fonction de la
masse de la matiere végétale. Il atteint le maximum lorsque la masse est égale a 70g, au-
dela il diminue. Ces variations du rendement sont probablement liées au degré de
tassement de la matiere, quand cette derniére est insuffisante ou en excés. Il impose a la
vapeur d’emprunter des chemins préférentiels. De ce fait, & certains endroits ; la vapeur

n’entre pas en contact avec la matiere végétale et en conséquence le rendement diminue.
IIL.1.3. Evolution du rendement en HE selon la durée d’extraction (cinétique)

La durée d’extraction est théoriquement le temps nécessaire a la récupération de la
totalit¢ de I’huile contenue dans la matiere végétale. Or en pratique, il est difficile de
récupérer toute I’huile. Ce temps correspond alors au moment pour lequel nous
n’observons plus d’huile dans le distillat. Il détermine la fin du processus. Lors de cette
étude, un suivi cinétique a été réalisé sur ’extraction de I’huile essentielle de la matiére
végétale (la partie utilisée : feuilles) par EV.Pour cette étude nous avons choisi les
paramétres qui ont donné le rendement le plus élevé c’est a dire (70g de feuilles
d’Artemisia campestris.L , et le temps d’extraction de 4h) la courbe ci dessous montre la

cinétique d’entrainement a la vapeur de I’HE.
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Figure 13: cinétique de I’extraction de I’HE par entrainement a la vapeur
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L’étude de la cinétique d’extraction montre I’existence de trois étapes :

o L’étape 0 correspond au temps mort il est de I’ordre de 30 min, cette étape durant

laquelle aucune extraction d’huile essentielle ne se produit

o La premiére étape rapide désigne par une ligne presque droite croissante,
représentent une extraction plus ou moins rapide. Celle-ci correspondrait a

I’extraction de I’HE superficielle (sites exogéne).

La 3 éme étape correspond a une ligne horizontale qui enregistra la fin d’extraction et au
cours de cette étape la courbe tend vers un pallier qui correspond au rendement maximal
possible de I’ordre de 0.82%. Cette valeur est supérieure a celle obtenue sur ’espéce de

Boussaéda (0.66%) et celle provenant du la Turquie (0.7%) [8].
IIL.1.4. Caractérisation de I’huile essentielle de I’artemisia campestris L.

Les propriétés organoleptiques et physico-chimiques constituent un moyen de vérification

et de controle de la qualité de I’huile essentielle.
II1.1.4.1. Propriétés organoleptiques

L’huile essentielle des feuilles d’Artemisia campestris L obtenue par entrainement a la

vapeur présente les caractéres organoleptiques regroupés dans le tableau suivant.

Tableau 8 : Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle d’Artemisia campestris.L

Aspect Couleur Odeur

Liquide Jaundtre Aromatique caractéristique de la plante

Figure 14: Huile essentielle de I’armoise champétre
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II1.1.4.2. Propriétés physico-chimiques de I’huile essentielle d’Artemisia campestris L
Les résultats des analyses physico-chimiques sont donnés par le tableau

Tableau 9: Propriétés physico-chimiques I’huile essentielle d’Artemisia campestris.L

Densité 0.92

Indice de réfraction 1,55 a29.7°C
Indice d’acide 1,79

Indice d’ester 20,65

Indice de saponification | 22,44

e I’indice d’acide nous donne un apercu sur la qualité de I’huile essentielle, en effet, il
représente la concentration totale en acide gras libre. un IA inférieur 3 2 est une
preuve de bonne conservation de I’essence (faible quantité d’acide libre) [74] . Donc

plus I’indice d’acide est élevé mois bonne sera I’huile essentielle.

e L’indice de saponification nous révéle la longueur des chaines hydrocarbonées des
acides gras, il caractérise le poids moyen de la matiére grasse auquel il est
inversement proportionnel : plus le poids moléculaire est élevé, plus I’indice de

saponification est faible.

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape nécessaire mais demeure
non suffisante pour caractériser I'HE. Il sera primordial de déterminer le profil

chromatographique de I'HE.
II1.2.Extraction par solvant

Dans le but de choisir le meilleur solvant d’extraction nous avons sélectionné quatre
solvants a différentes polarités hexane, éther de pétrole, acétate d’éthyle et éthanol. La

figure représente 1’effet du solvant sur le rendement en extrait.
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Figure 15: effet du solvant sur le rendement en extrait

L’éthanol a été choisi comme le meilleur solvant d’extraction avec un rendement de 1’ordre

de 15,40 %.

II1.2.1. Effet des différents paramétres d’extraction sur le rendement en extrait

Dans cette partie nous avons étudié P’effet du temps d’extraction, nombre d’extraction et

le rapport liquide/solide sur le rendement de I’extrait, les résultats sont représentés dans les

graphes suivant.
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Figure 16 : ’effet du rapport ml/g sur le rendement de I’extrait
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Figure 17 : Effet du temps sur le R(%)

Le temps d'extraction a également eu une influence importante sur I'extraction. Comme on
peut le voir dans la figure 17, il y avait une corrélation notable entre le temps d'extraction

et le rendement d'extraction. Le rendement de I'extrait est passé de 4% a 8% lorsque le

temps d'extraction augmente de 1 a 3 h.
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Figure 18 : Effet du nombre d’extraction sur le R(%)

L’observation de la figure 18 montre que le rendement est une fonction croissante avec le

nombre d’extraction jusqu’a ce qu’il atteint un équilibre au nombre égale a 4.

D’aprés les résultats obtenus nous avons déterminé le domaine de variation des paramétres
opératoires expérimentalement et avons procédé a 1’optimisation de ces trois parametres

par la méthodologie des plans d’expérience
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IIL.2.2. Optimisation des conditions expérimentales par la méthodologie des plans

d’expériences

II1.2.2.1.Expérimentation

Le tableau présente les différents niveaux des trois facteurs en coordonnées centrés

réduites et les rendements en extrait de I’Artemisia campestris obtenus comme réponse

pour chacune des vingt expériences du plan BBD.

Tableau 10 : expériences réalisées dans le plan expérimental et rendement obtenus

N° Temps Nombre Rapport R(%)
d’extraction d’extraction liquide/solide
1 -1 -1 0 15,10
2 -1 0 -1 19,59
3 -1 0 1 25,25
4 -1 1 0 22,38
5 1 -1 0 14,16
6 1 0 -1 20,81
7 1 0 1 13,21
8 1 1 0 20,35
9 0 -1 -1 15,30
10 0 -1 1 12,33
11 0 0 0 13,75
12 0 0 0 14,30
13 0 0 0 14,45
14 0 0 0 13,96
15 0 0 0 13,65
16 0 1 -1 20,22
17 0 1 1 20,35

L’examen du tableau montre que dans le domaine d’étude des parameétres opératoires

choisi, les rendements en extrait varient de 12,33 425,2% .
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11.2.2.2.Etude de influence des parameétres opératoires sur le rendement

L’étude de I’influence des parametres sélectionnés sur le rendement permet de déterminer
la combinaison des facteurs qui permettraient d’améliorer le rendement. Les résultats du
plan BBD ont été analysés par le logiciel statistique statgraphics. Cette analyse a pour but
de déterminer les effets simples de chaque paramétre, leurs effets quadratiques, les
interactions entre eux ainsi que I’élaboration du modéle empirique décrivant le

comportement du systéme étudié.
11.2.2.2.1.Analyse de la variance

Une analyse de la variance a &té réalisée sur les résultats obtenus (Tableau 11). Cette
analyse permet de tester la pertinence des variables impliquées dans le modéle étudié et de
représenter graphiquement I’importance de chaque facteur sur la réponse étudiée, en

I’occurrence le rendement en extrait.

L’analyse de la variance permet de tester et évaluer la signification statistique de chaque
effet des parameétres étudics, linéaires, quadratiques et interactions entre facteurs. Cette

analyse permet aussi de déterminer si le modéle sélectionné est adéquat.

Les effets des parametres sont estimés par le test de Fisher (F-ratio) ; ou F représente le
rapport des carrés moyens de chaque effet par rapport au carré moyen de l’erreur

expérimentale.

F(effet) = ( carré moyen de de I’effet) /(carré moyen des écarts expérimentaux)

A coté de la valeur du rapport F, le logiciel associe la valeur de probabilité P.

Les valeurs de P montrent qu’a un niveau de confiance de 95 %, les effets statistiquement
significatifs sont ceux qui ont uniquement un P < 0.05. Ainsi, les effets inférieurs & 0.05

dans la colonne de P sont significatifs [7 5].
e Si val-P >0.05 : L’action sera déclar¢e comme non significative.
e Sival-P<0.05: L’action sera déclarée comme significative.

e Sival-P<0.01:L’action sera déclarée comme hautement significative.
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I1.2.2.2.2. Analyse graphique des résultats
a) Diagramme de Pareto

Le diagramme de Pareto présenté dans la figure est un diagramme a barres qui représente
I’effet linéaire, quadratique et interaction entre facteurs. Dans ce diagramme, la longueur
de la barre est proportionnelle a la valeur absolue des effets estimés avec un niveau de
confiance de 95 %. Chaque effet qui traverse la ligne verticale avec un risque d’erreur de

5% est considéré significatif vis-a-vis de la réponse.
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CcC

A:Temps dextraction
BC

»-rapport liquide solide
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AB

I’_
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6 8 10 12
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N
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Figure 19 : diagramme des effets standardisés sur le rendement

Suite aux résultats obtenus de I’analyse de la variance et au diagramme des effets
standardisés, on a pu rassembler les conclusions suivantes dans le domaine expérimental

étudié :

= L’effet d’interaction du couple « temps d’extraction- rapport liquide /solide » est

plus significatif sur le rendement.

= L’effet quadratique du «temps d’extraction » est plus significatif que I’effet
quadratique du « nombre d’extraction » alors que I’effet quadratique du « nombre

d’extraction » est trés faible.
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Tableaull : analyse de la variance du rendement en extrait

Source Somme des | Degrés Carrés Ratio- F | Valeur - P
carrés de moyens
liberté

A:Temps d’extraction 17,3755 1 17,3755 20,82 0,0026
B: nombre d’extraction 87,186 1 87,186 104,49 0,0000
C: rapport liquide /solide 0,96605 | 0,96605 1,16 0,3176
AA 53,6703 1 53,6703 64,32 0,0001
AB 0,297025 1 0,297025 0,36 0,5695
AC 31,6969 1 31,6969 37,99 0,0005
BB 0,691484 1 0,691484 0,83 0,3929
BC 2,4025 1 2,4025 2,88 0,1335
ccC 28,9634 | 28,9634 34,71 0,0006

Erreur pur 5,84086 7 0,834408 - -

Total 235,168 16 - - -

R*=97,52%

Les valeurs de P montrent qu’a un niveau de confiance de 95 %, les effets statistiquement
significatifs sont ceux qui ont uniquement un P < 0.05. Ainsi, les effets inférieurs a 0.05
dans la colonne de P sont significatifs. Cela est confirmé par le digramme de Pareto dans la
figure 19, lequel révéle cinq coefficients significatifs qui affectent (dans le domaine
choisi), & savoir le temps d’extraction, le nombre d’extraction, I’interaction entre les
facteurs (temps d’extraction, rapport liquide/solide) et I’effet quadratique des facteurs

(temps d’extraction) et (rapport liquide/solide).

La valeur du coefficient de détermination R? est 97,52%, cette valeur indique une meilleure
relation entre l'expérimental et le modéle choisi. Il indique le degré d’ajustement du
modeéle Y={(X) ; plus ce coefficient est proche de 100% plus le niveau de confiance vis-a-
vis du modele proposé est grand et le modéle sera de plus en plus satisfaisant (plus R* est

proche de 1, meilleur est ’ajustement).

48




s [’effet simple de «nombre d’extraction » est la variable quantlté;Vp pi‘esentant

’influence la plus 1mp01“tante sur le rendement par 1app01\{ au KL temps

Avec lequel il révele cinq coefficients significatifs qui affectent dans le domaine choisi.
b) Les effets simples

La figure illustre I’action des effets simples des paramétres sur le rendement en extrait
(%). Les effets simples de chaque variable représenté permettent d’évaluer leur action
lorsque le parametre passe de son niveau bas 4 son niveau haut. Les deux autres

parametres étant fixés au centre de leur domaine expérimental (valeur centrée).
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Figure 20 : effet simples des parameétres opératoires sur le rendement

Selon cette figure :

= Le temps a une influence sur le rendement, il est maximal 2 T=120 min ensuite il
décroit de facon continue, il passe par un minimum dans I’intervalle [150, 160] puis

il augmente légerement pour un T=180 min.

° Le rendement augmente de maniere proportionnelle avec le nombre
d’extraction avant de stabiliser, mettant ainsi en évidence un maximum lorsque le

nombre est égale a 4.
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o Concernant I’effet du rapport liquide/solide, le meilleur rendement est obtenu pour un
rapport de 5 :1, il diminue pour un minimum 5,75 :1 puis il augmente pour un rapport

6,5 :1.
c) L’effet d’interaction

Les effets d’interactions impliqués dans le modele sont représentés sur la Figure suivante.
Cette représentation permet de faire ressortir I’influence d’une variable, lorsqu’elle évolue
de son niveau bas « -1 » 4 son niveau haut « +1 », sur une seconde variable (les signes « +
» et « - » correspondent aux niveaux hauts et bas du second paramétre impliqué en
abscisse) alors que le troisiéme parametre est fixé a sa valeur centrale (niveau 0). On étudie
ainsi les variations du rendement en fonction des interactions des paramétres impliqués.
Graphiquement, les interactions sont définies comme significatives lorsqu’elles ne varient

pas dans le méme sens a leurs nivaux hauts et bas.
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Figure 21 : effets d’interaction des paramétres opératoires sur le rendement

L’examen de cette figure confirme la conclusion tirée lors de I’appréciation du diagramme
Pareto. L’interaction entre le « temps d’extraction » et « nombre d’extraction » est non
significatifs, I’effet d’interaction entre les variables « nombre d’extraction » et « rapport
liquide/solide » est faible par contre en remarque que les deux courbes présentant les
facteurs « temps d’extraction » et « rapport liquide/solide » se croisent et il ne varient pas

dans le méme sens & leurs deux niveaux haut et bas. Cet effet est jugé comme significatif .
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IIL.2.2.2.2.3 Détermination du modéle mathématique

L’extraction par solvant peut étre représentée sous la forme d’une équation polynomiale du

second degré dont les effets estimés de chaque coefficient sont représentés dans le tableau

Tableau 12 : effets estimés de coefficients

Coefficients Estimate
Constant 167,043
X, :Temps d’extraction -29,554
X,:Nombre d’extraction -3,709
X3:Rapport liquide/ solide -38,417
XX 14,281
XX -0,545
Xi1X3 -7,5066
X2Xs 0,405
XX 1,033
X3X3 4,662

Les effets estimés nous permettent d’exprimer le rendement sous la forme d’une équation
polynomiale du second degré relative au domaine expérimental défini et impliquant les

trois facteurs étudiés.
Le modéle en variables codées s’écrit alors :

Rendement = 167,043 - 29,5542%X; - 3,70942*X, - 384173*X; + 14,281*X,° -
0,545*X,.X> - 7,50667*X,. X3+ 0,40525*X,” + 1,03333*X,X; + 4,66267%X5’
Ou

o X, Xy, X3, sont respectivement les coefficients linéaires des variables quantitatives
« temps d’extraction », « nombre d’extraction », « rapport liquide/solide ».

o X% X3 X2, représentent les effets quadratiques des variables.

o XXy, Xi X3, Xy X3, représentent les interactions entre variables.
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I11.2.2.2.4. Définition des conditions optimales
a) surfaces de réponse

Les surfaces de réponse sont des représentations graphiques en trois dimensions de la
réponse du systéme étudié en fonction de deux paramétres opératoires, le troisicme est pris
3 son niveau central. Le tracé de ces courbes de surfaces de réponse permet de rechercher

des régions expérimentales pour laquelle la réponse est optimale.
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Figure 22: Surface de réponses correspondant au couple temps d’extraction- nombre

d’extraction pour un rapport liquide/solide = 5,75

La figure22 illustre la surface des réponses des effets combinés de « temps d’extraction».et
du « nombre d’extraction » sur le rendement en extrait, alors que le rapport liquide/solide
est fixé & son niveau centralla réponse diminue de fagon légére lorsque le temps
d’extraction évolue vers son niveau supérieur mais elle marque une augmentation lorsque

le nombre d’extraction est au niveau supérieur +1.
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Figure 23 : Surface de réponses correspondant au couple temps d’extraction- rapport

La Figure 23

du rapport liquide/solide sur le rendement, alors que le nombre d’extraction est fixé a son
niveau centré. Le rendement diminue lorsque le temps passe vers son niveau supérieur. On

constate un rendement plus important lorsque les niveaux hauts des deux variables sont

combinés.

liquide/solide pour un nombre d’extraction= 3,00

illustre les surfaces de réponses des effets combinés du temps d’extraction et

Temps destraction=2.5
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Figure24 :

Surface de réponses correspondant au couple nombre d’extraction- rapport

liquide/solide pour un temps d’extraction=2,5H




La courbe représentée sur la Figure 24 met en relation les effets combinés du « nombre
d’extraction» et de « rapport liquide/solide » obtenues pour la réponse étudiée, alors que la
variable « temps d’extraction » reste fixée au centre du domaine expérimental. L’effet
lindaire du nombre d’extraction est clairement significatif comme explicité précédemment
lors de I’étude du diagramme de Pareto. La réponse augmente de fagon linéaire lorsque
I’on passe de son niveau bas & son niveau haut. L’influence de la variable « rapport
liquide/solide » est moins importante, on constate cependant un rendement plus important

lorsque les niveaux hauts des deux variables sont combinés.

L’étude de ces différentes surfaces confirme les conclusions tirées des analyses de variance
et du diagramme de Paretro. De ce fait, les différentes surfaces nous laissent prédire que le
rendement en extrait présente un maximum lorsque les deux variables« nombre
d’extraction » et « rapport liquide/solide » tendent vers le niveau superieur 1 et la variable
temps d’extraction soit au niveau bas -1. Le tableau 13 rassemble les conditions optimales

d’extraction( en valeurs codées et réelles).

b) Conditions optimal

Les valeurs des paramétres opératoires optimisés sont présentés dans le tableau suivant (en

valeur codée et réelle).

Tableau 13 : les conditions optimales d’extraction par solvant

Facteurs Valeur codée | Valeur réelle
Temps d’extraction -1 2h
Nombre d’extraction 1 4 fois
Rapport liquide/solide 1 6,5/1

Aprés avoir fixé les conditions optimales nous avons obtenue un rendement de 26,42%

d’extrait

Figure 25 : extrait de /’Artemisia campestris. L
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IT1.3.Isolation de la fraction volatile a partir de I’extrait par solvant par entrainement

a la vapeur d’eau (la technique de combinaison SE-SD)

La fraction volatile isolée par la technique de combinaison SE-SD a donné un rendement
de Pordre de 0,52%. Elle présente les mémes propriétés organoleptiques que celle de

I’huile essentielle ; un liquide jaune d’une odeur caractéristique de la plante.

Figure 26 : la fraction volatile d ’Artemisia campestris L.
IIL.4. Evaluation des effets du prétraitement enzymatique de la matiére végétale

Afin de voir I’effet de I’enzyme sur la matiere végétale, nous avons procédé a un
prétraitement enzymatique de I’armoise champétre pour I’extraction de I’huile essentielle
par entrainement a la vapeur d’eau et pour I’extraction par solvant. Les résultats obtenus
ont vérifié une augmentation du rendement de 0,37% a 0,41% en huile essentielle et une
augmentation en extrait de 0,52% a 0,80% Le tableau suivant résume les différentes
valeurs du rendement obtenu avec les différentes techniques d’extraction sans et avec un

prétraitement enzymatique.

Tableau 14 : Comparaison du rendement des différentes techniques d’extraction sans et

avec un prétraitement enzymatique.

Technique d’extraction R(%)
Entrainement a la vapeur d’eau 0,37
Entrainement 4 la vapeur avec prétraitement enzymatique 0,41
Extraction par solvant 0,52
Extraction par solvant avec prétraitement enzymatique 0,80
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stress thermique induit par un chauffage, la pression interne dans les glandes peut excéder

leur capacité d’expansion.

e S L 1E

Figure 28 : La structure de la feuille d’artemisia campestris observée au microscope

électronique a balayage aprés extraction par EV

Par ailleurs, la micrographie de I’extraction des feuilles d’Artemisia campestris L par le
prétraitement enzymatique (figure29) montre que les parois cellulaires sont également
endommagées. En effet nous pouvons observer que pour chaque poil, la poche contenant
les essences, se retrouve vidée de son contenu. Cela peut s’expliquer effet de i’enzyme

sur les parois cellulaires.

Skl B y e 1 Erern iEES S BT

Figure 29 : La structure de la feuille d’artemisia campestris observée au microscope

électronique a balayage apres extraction par EV avec prétraitement enzymatique
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Figure30 : La structure de la feuille d’artemisia campestris observée au microscope

électronique a balayage aprés extraction par solvant (A) et par extraction par solvant avec

prétraitement enzymatique(B)

L’observation des deux figures (A) et (B) illustre les changements observés sur la
micrographie des feuilles qui ont subi I’extraction par solvant sont différents selon la

technique d’extraction utilisée.

IIL.7. Analyse de I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse couplée a

la spectrométrie de masse.

L’huile essentielle extraite par entrainement a la vapeur d’eau sans prétraitement et avec
prétraitement, a ét€ ensuite, analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse. Les conditions opératoires sont détaillées précédemment. Les
tableaux 15 et 16 regroupent la composition qualitative et quantitative de I’huile

essentielle.
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Tableau 15: Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles d’artemisia

campestris extraite par entrainement a la vapeur d’eau sans prétraitement

1 B-Myrcéne C10H16 13,74 0,073%
2 cis-Ocimene C10H16 16.96 0.071%
3 3,4-Diéthylphénol CoHO 37.07 0.061%
4 a-Copaéne C15H24 40.21 0.192%
3 B —bourbonéne C15H24 40.782 0.337%
6 2,5-cyclohexadien-1-yl benzéne CI12H12 41.191 0.826%
¥ Calaréne C15H24 42.960 0.376%
8 NI / 43.574 0.146%
? B —Cubébéne C15H24 44.529 0.102%
10 o.—Humulene C15H24 45.064 0.114%
1 B —Farnésene o Gl 45.542 0.130%
12 D-Germacréne C15H24 47.047 8.591%
13 1h'cy‘;‘f’tlr’i’fr‘r’lthayﬂ‘fnmeegf;fe}ﬁro'1 ! C15H24 47218 0.090%
14 1-Hexadécene Cl6H32 47.598 L0
i B-Germacrene C15H24 47.788 0.335%
| oA dimeiti-omeietde | 804 i
17 E,E- o-farnésene il 5Hz4 48.630 0.426%
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Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-oct

18 ahydro-7-methyl-4-methylene-1-(1- "
methylethyl)-, (1.alpha.,4a.beta.,8 ClRHa 42850 025l
a.alpha.)-
19 5-Cadinéne C15H24 49.429 0.457%
o Nérolidol CI5H260 51.943 0.109%
2 (+) spathulénol C15H240 52.694 1.241%
22 Ethyl-o-xyléne C10H14 52.8403 0.153%
B Cargophylicne C15H24 53.005 0.120%
24 Tricyclo[4.4.0.02,7]dec-3-ene-3- .
methanol, 1-methyl-8-(1-methylethyl) C1ok240 w2l 0.143%
25 salvial-4(14)-en-1-one C15H240 53.468 0.129%
1H-Cycloprop[e]azulene, decahydro- 54.321
26 1,1,4,7-tetramethyl-, [1aR- C15H26 0.085%
(laa,4p,4apB,7B,7aB,7bo)]- ’
& Humuléne C15H24 54.691 0.197%
28 Longipinane, (E) C15H24 54.852 0.194%
29 o —Longipinene C15H24 55.485 0.116%
30 Cyclopropane, 1-(2-methylene-3- C12HI18 55928 0.076%
enyl)-1-(1-methylenepropyl)- ) ’
31 Bicyclo[4.4.0]dec-1-ene, 2-isopropyl- C15H24 56.338 0.561%
5-methyl-9-methylene- ) )
2-Naphthalenemethanol, decahydro-. 56.766
32 alpha.,.alpha. 4a-trimethyl-8- C15H260 0.931%
methylene-, [2R-(2 a,4a. o.,82 .p)]-
33 o —Cadinol C15H260 57.054 1.012%
34 7-éthyl cycloheptabenzéne C15H24 57.565 0.261%
35 7-ethylcycloheptabenzéne C15H26 57.819 0.832%
36 (3E,5E,8E)-3,7,11-Triméthyl-1,3,5, C15H22 58,820 1.453%

8,10-dodecapentene
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37

I-Gurjunenepoxide-(1) C15H260 60.591 0.083%
38 salvial-4(14)-en-1-one Ci4H»,0 61.253 0.135%
39 Ttalicene C15H24 61.477 0.230%
4l a-Longipinene C15H24 61.750 0.079%
41 Aromadendrenepoxide C15H240 62.564 0.080%
2 Bicyclo[3.1.0]hexan-3-0l, 4-
methyléne-1-(1-methyléthyl)-, [1S- C10H160 62.871 0.223%
(1.alpha.,3.beta.,5.alpha.)]
43 3-(1,5-Dimethyl-hex-4-enyl)-2,2-
diméthyl-cyclopent-3-enol CI5H260 63.976 0.356%
44 {1 5-Dimengl-hig-totiyia 2= C15H260 64.425 0.276%
dimethyl-cyclopent-3-enol
45 Vulgarol B C15H240 67.830 0.312%
46 6-Phenyl-2-tetralone C16H140 70.26 50.055%
47 2-Cyclohexen§-1—mel‘hanol, 2,6,6- C10H180 70.602 0.105%
trimethyl-
48 3-Methyl-2-phenyl-2H-azirine CYHON 71.908 0.251%
49 NI / 76.117 0.247%
sl o ~Gurjunene C15H24 76.833 0.116%
51 (2,2,6-Trimethyl-bicyclo[4.1.0]hept-1- C11H200 79 400 0.068%
yl)-methanol
52 Tricyclo[5.4.0.02,8]undec-9-ene C15H24 79 566 0.164%
,6,6,9-tetramethyl-
33 Pentacosane C25H52 95.545 0.192%
L Heptacosane C27H56 102.902 0.249%
- 0.244%
Triacontane C30H62 109.756

NI : Non Identifié
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L’analyse de I’huile essentielle extraite a partir des feuilles d’Artemisia campestris sans
prétraitement enzymatique s’est révélée étre trés riche puisqu’elle contient plusieurs
classes de composés chimiques. Cette huile essentielle est largement dominée par des
sesquiterpénes hydrocarbonés avec 27 composés (44.26%) tel que le Germacrene D
(8.59%) et le (3E,5E,8E)-3,7,11-Trimethyl-1,3,5, 8,10-dodecapentaene (1.45%).suivi par
les sesquiterpénes oxygénés avec 14 composés(22,95%) tel que (+) spathulenol (1,24%) et
le o —Cadinol(1,01%). Les monoterpénes (hydrocarbonés et oxygénés) occupent une

fraction importante, puisqu’ils représentent environ 9,83%,

Les hydrocarbures et les composés aromatiques occupent 11,47% de la composition
globale, notamment les cétones. Le composé majoritaire obtenu pour cette huile est une

cétone avec une teneur de 50.055%.

®s.Hydro
Hs.oxyg

@ M.Hydro

B M.oxyg

NI

" Hydrocarbur

“1Cétone

Figure 31: composition chimique d’ Artemisia campestris L
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Tableau 16 : Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles d’Artemisia

campestris L traité par I’enzyme.

Ordre Nom du composé Formule Temps de % de
d’élution moléculaire rétention(mn) Iaire
1 Hexen-1-ol, (Z)- C6H120 6.5293 0.026%
2 a-pinéne C10H16 10.100 0.071%
3 Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethy 1-2- C10H16 12.667 0.158%
methyléne-, (1S)
4 B-Myrcéne CI10H16 13.676 0.156%
5 2-méthyl-1,4-Pentadiene C6H10 13.987 0.066%
6 0-Cyméne C10H14 15.882 0.040%
7 a —Limonéne C10H16 16.141 0.074%
8 o —terpinoléne C10H16 21.509 0.076%
9 Benzeneethanol C8H100 22.591 0.123%
10 Bicyclo[3.1.1]heptan-3-ol, 6,6-dim ethyl-2- C10H160 24.101 0.110%
methylene
11 trans-Verbenol C10H160 24.632 0.120%
12 Bicyclo[2.2.1]heptan-3-one, 6,6-di CI10H16 25.665 0.057%
methyl-2-methylene-
13 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1- CI10H180 26.854 0.083%
methylethyl)-
14 p-Cymen-8-ol C10H140 27.682 0.062%
15 a .terpinéol C10H180 27.969 0.280%
16 Myrtenol C10H160 28.398 0.117%
17 Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-one,4,6,6-trimethyl C10H140 29.031 0.052%
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18 trans-Mentha-1,8-dien-6-ol C10H160 30.030 0.043%
19 Ethanone, 1-(1-cyclohexen-1-yl)- C8H120 32.320 0.052%
20 Thymol C10H140 36.607 0.069%
21 3-Methyl-cis-3a,4,7,7a-tetrahydroindan C10H16 37.683 0.045%
22 Eugenol C10H1202 39.379 0.494%
23 o —Copaene C15H24 40.188 0.102%
24 B-bourbonéne C15H24 40.767 0.071%
25 1,4-Dimethylnaphthaléne C12H12 41.225 0.574%
26 trans-Caryophylléne C15H24 42.935 0.092%
27 (-)-.a.-Neoclovene C15H24 44.504 0.030%
28 D-germacréne C15H24 46.901 0.998%
29 o —curcumeéne .C15H22 47.144 1.178%
30 a —Cubebene C15H24 47.773 0.088%
31 2-éthenylNaphthalene CI12H10 47.948 0.116%
32 E,E-. a —farnéséne C15H24 48.659 0.107%
33 6-bis(1,1-dimethylethyl4methylphenol C15H240 48.9812 1.023%
34 delta.-Cadinéne C15H24 49.444 0.223%
35 Benzenemethanol, .alpha.,4dimethyl-, C9H120 49.648 0.060%
36 2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro- C11H1602 49.819 0.111%
4.4, 7a-trimethyl-
37 Phenol, 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-methyl- C15H240 50.043 0.200%

(CAS)
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56 m-Mentha-4,8-diene, (1S,3S)-(+)- C10H16 57.667 0.199%
57 d-Nerolidol C15H260 58.018 0.234%
58 m-Mentha-4,8-diene, (1S,3S)-(+)- C10H16 58.154 0.255%
59 Dehydroaromadendréne C15H22 58.549 0.417%
60 (3S,4R,58,6R,7S)-Aristol-9-en-3-ol C15H240 59.012 1.480%
61 1,3,3-Trimethyl-2-hydroxymethyl-3,3- C15H260 59.255 0.324%
dimethyl-4-(3-methylbut-2-enyl)-
cyclohexéne
62 Valerenol C15H240 59.806 0.125%
63 NI / 60.624 0.155%
64 NI / 61.307 0.145%
65 Tricyclo[4.4.0.02,7]dec-3-ene-3-me thanol, 1- C15H240 62.724 0.258%
methyl-8-(1-methylethyl)
66 13-Epitorreferol C20H3402 63.051 1.072%
67 1,2-Longidione C15H2202 63.455 0.194%
68 B-vulgarol C15H240 64.005 0.111%
C10H140
69 2-methyl-5-(1- methylethenyl)-2-Cyclohexen- 64.459 0.110%
1-one
70 {2-Methyl-4-(1',2',2'- C14H240 64.692 0.116%
trimethylbicyclo[3.1.0]hex-3'-yl)but-2-en-1-ol
71 Dihydro(-)-Neoclovene-(I) C15H26 67.435 0.583%
72 CYCLOISOLONGIFOL-5-OL C15H240 68.117 0.172%
73 6-Phenyl-2-tetralone C16H1302 70.485 19.807%
74 NI / 71.371 25.342%
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75 NI / 71.518 5.075%
C15H2402
76 1,8-dimethyl-8,9-epoxy-4-isopropyl- 71.674 0.179%
Spiro[4.5]decan-7-one
17 2,7-Ethanonaphth[2,3-b]oxirene, 1a,2,7,7a- CI12H120 71.903 0.162%
tetrahydro-,
(la.alpha.,2.alpha.,7.alpha.,7a.alpha.)-
78 4-acetyl-2-methylnaphthalene-1,3-diol C13H1203 72.502 0.048%
79 Isopropyl-phenyl-acetylene CI11HI12 74.061 0.073%
80 Aciden-Hexadecanoique C16H3202 74.431 0.055%
81 2,3-dihydro-1,1,5-trimethyl-1H-Indene CI12H15 75.732 0.193%
82 1-Phenyl-1-nonyne C15H20 76.370 0.255%
83 Eicosane C20H42 79.113 0.056%
84 (Z,Z,Z)-9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl C19H3202 79.239 0.072%
ester
85 6,6,9-tetramethyl-Tricyclo[5.4.0.02,8 Jundec- C15H24 80.009 0.043%
9-ene
86 Tricosane C23H48 83.453 0.064%
87 Tetratriacontane C34H70 87.663 0.072%
88 3-ethyl-2-methyl-2H-naphtho[2,3-b] pyran- C20H2003 90.069 0.034%
5,10-dione
89 Tetracosane C24H59 91.711 0.106%
90 Pentacosane C25H52 95.608 0.223%
91 Bis(2-ethylhexyl) phthalate C24H3804 97.474 0.455%
92 Triacontane C30H62 99.316 0.075%
93 Nonadecane (CAS) C19H40 102.984 0.411%
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94 Docosane, 11-decyl- (CAS) C32H66 106.394 0.067%
95 Nonadecane C19H40 109.844 0.461%
96 Docosane, 11-decyl- (CAS) C32H66 116.177 0.049%

L’huile essentielle extraite a partir des feuilles d’Artemisia campestris L. traitées avec
I’enzyme  s’est révélée trés riche par rapport a I’huile essentielle extraite sans
prétraitement. On remarque que cette huile essentielle contienne plus de composés par

rapport a la premiére.

Cette huile essentielle est largement dominée par des sesquiterpénes hydrocarbonés et
oxygéné avec 19 composés pour chaque classe (18.81%) ol le composé majoritaire de
cette classe est le 1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-trimethyl-4-methylene-,
[lar-(1a.alpha.,4a.alpha.,7.beta., 7a.beta.,7b.alpha.)]- avec (2,03%) suivi par le beta.-
Eudesmol (1,81) .

Les monoterpénes oxygénés présente (12,87) par contre les monoterpénes hydrocarbonés

occupent (8,91%)

On note aussi la présence des diterpéne sous forme des traces et des hydrocarbures, alcool,

des acides et des cétones

m s .hydro
H 5.0Xyg

@ M.hydro
| M.oxyg
diterp

' hydrocar
7 alcool

‘cetone

A.gras

Figure 33: composition chimique de I’HE d’ Artemisia traité par ’enzyme
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IT1.8.Activités biologiques

II1.8.1.Evaluation de I’ Activité antibactérienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien de trois échantillons ; I’huile essentielle
sans et avec prétraitement enzymatique et la fraction volatile d’Artemisia campestris.L par
la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé (Muller Hinton)

(Aromatogramme).

L’activité antibactérienne de nos échantillons est mesurée

en diamétre de la zone

d’inhibition autour des disques contenant les échantillons a tester vis-a-vis de trois germes

pathogeénes (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptocoque

weeweer) apres 24 h

d’incubation a une température de 37° C. Les résultats qualitatifs sont représentés dans le

tableau 17

Tableau 17: diamétre des zone d’inhibition d’Artemisia campestris .L

Les bactéries Gram | Huile essentielle Huile essentielle | Fraction volatile
(prétraitement)

Escherichia coli - 29 mm 17 mm 23 mm

Staphylococcus aureus 12 mm 25mm 20mm

Streptococ 10 mm 11mm 10mm

Figure 35 . Aromatogramme de E. Coli avec les 3 échantillons.
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Figure36. Aromatogramme de Staphylococcus aureus avec les 3 échantillons.

Figure 37 Aromatogramme de Streptococ avec les 3 échantillons

Aprés D’incubation, on remarque I’apparition des zones d’inhibition avec des
diametres différents qui entourent les disques imprégnés de I’huile essentielle 1 et 2

et la fraction volatile ; cela s’explique par le fait que les souches bactériennes :
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Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococ, sont sensibles vis-a vis nos

échantillons.

La bactérie Escherichia coli est extrémement sensible a I’'HE et a la fraction
volatile, avec une zone d’inhibition de 29mm, 23mm respectivement. Elle présente
aussi une sensibilité vis-a-vis I’huile essentielle avec le prétraitement enzymatique

avec un diameétre de ’ordre de 17mm.

Staphylococcus aureus est moyennement sensible a ’HE qui a donné une zone
d’inhibition de 12 mm. Elle est aussi trés sensible vis-a-vis la fraction volatile avec
une zone de 20mm. Par contre elle est extrémement sensible vis-a-vis I’huile

essentielle extraite a partir de la plante traitée avec I’enzyme dont le diamétre

d’inhibition est de I’ordre de 25mm.

La bactérie Streptococ est moyennement sensible pour les trois échantillons avec

un diametre presque identiques entre 10 et 1 1mm.

L’histogramme suivant présente le comportement de I’huile essentielle avec et sans

prétraitement enzymatique ainsi que la fraction volatile vis-a-vis les souches

bactériennes.
35 |
j B Huile essentielle
30 | B Huile essentielle 2
@ : Fractionvolatile
= 25 |
N |
] j
= ;
2% |
2= !
2 10 |
= |
!
5 ;
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{

E.COLI STAPH STREPTO

Figure38 : Histogramme des diametres des zones d’inhibition des bactéries
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I11.8.2.Evaluation de I’activité antioxydante (Réduction du fer Frap

La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe3+ présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe 2+, la réaction est révélée par le virement de couleur jaune de
fer ferrique (Fe3+) en couleur bleu vert du der ferreux(Fe2+), I’intensité de cette coloration

est mesuré par spectrophotométrie & 657 nm.

Figure 39 : virement de la couleur jaune de fer ferrique en couleur bleu vert du fer ferreux.

Dans ce travail I’acide ascorbique est utilisé comme contréle positif de I’évaluation de

I’activité antioxydante. Le tableau regroupe les résultats obtenus :

Tableau 18: résultats expérimentaux de I’activité antioxydante :

[c](mg/ml) Vitamine C HE1 HE2 FvV
0 0 0 0 0
1 1,95 0,14 0,18 0,23
2 2,6 0,21 0,22 0,32
3 2,8 0,40 0,46 0,53
4 - 0,50 0,68 0,81
5 - 0,70 0,89 1,08

La figure39 représente le pouvoir réducteur de I’huile essentiel 1,2 et la fraction volatile

d’Artemisia campestrisL
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Figure 39: activité antioxydante d’ Artemisia campestris L

Les résultats obtenus montrent que tous les échantillons d’artemisia campestris L ont un
pouvoir réducteur et ils présentent une activité antioxydante, mais qui est nettement
inférieure a celle de la référence (acide ascorbique)

En comparant nos échantillons, la fraction volatile présente le meilleur pouvoir réducteur
par rapport aux deux autres échantillons avec une densité optique maximale de 1,08 & une
concentration Smg/ml. Il est & signaler le prétraitement enzymatique a augmenté le pouvoir

antioxydant de I’huile essentielle.
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CONCLUSION




Conclusion

Cette étude a été réalisée a fin de mieux connaitre une des plantes les plus utilisées
dans la pharmacopée traditionnelle Maghrébine, c’est I’ Artemisia compestris.L. Nous
nous sommes intéressés a [’extraction de I’huile essentielle, utilisation de la
méthodologie de plans d’expérience Box-Behnken pour étudier les effets des
paramétres opératoires de 1’extraction par solvant. L’évaluation des effets du
prétraitement enzymatique de la matiere végétale sur I’extraction de I’huile essentielle
et sur I’extraction par solvant et son impact sur le rendement,la composition chimique

et I’activité antibactérienne et antioxydante.

» L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée par entrainement a la vapeur d’eau a
I’échelle laboratoire. L’étude de certains parametres influengcant le rendement de
I’huile essentielle nous a permis de donner un meilleur rendement de I’ordre de

0,82%.

» L’optimisation des parametres opératoires de [’extraction par solvant («temps
d’extraction », «nombre d’extraction », «rapport liquide /solide» par plan
d’expériences Box Behnken a montré que ces paramétres influent sur le rendement en
extrait de fagon significative a savoir : les effets simples, les effets quadratiques et les
effets d’interaction. Ainsi que la valeur du coefficient de détermination R? qui est
égale a 97,52%, indique une meilleure relation entre l'expérimental et le modele

choisi

> Une augmentation du rendement a été observée aprés ['utilisation de I’enzyme
« Hémicellulase » pour un prétraitement de la matiére végétale, de 0.37% a 0.41%pour
’extraction par entrainement a la vapeur d’eau et de 0.52% a 0.80% pour I’isolation

de la fraction volatile en utilisant la technique de combinaison SE-SD.

> L’observation des feuilles d’ Artemisia campestris L. par la microscopie €lectronique a
balayage nous a permis d’observer I’état des cellules avant et aprés I’extraction de
I’huile essentielle de cette plante qui sont localisé dans des poils sécrétrices ainsi que

de comprendre I’effet de I’enzyme sur les structures de la feuille.

> L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse

(CG/SM) a permis I’identification de la composition chimique de I’huile essentielle
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d’Artemisia campestris L. sans prétraitement enzymatique extraite par entrainement
la vapeur d’eau. Cette derniére est composé principalement par des sesquiterpénes
hydrocarbonés avec 27 composés (44.26%) tel que le D-Germacréne(8.59%) et le
(3E,5E,8E)-3,7,11-Trimethyl-1,3,5, 8,10-dodecapentaene (1.45%), suivi par les
sesquiterpenes oxygénés avec 14 composés(22,95%) tel que (+) spathulenol (1,24%)
et le o —Cadinol(1,01%). Les monoterpénes (hydrocarbonés et oxygénés) occupent
une fraction importante, puisqu’ils représentent environ 9,83%. Le composé

majoritaire obtenu pour cette huile est une cétone avec une teneur de 50.055%.

L’huile essentielle extraite a partir des feuilles d’ Artemisia campestris L. traitées avec
I’enzyme s’est révélée trés riche par rapport a I’huile essentielle extraite sans
prétraitement. Cette huile essentielle est largement dominée par des sesquiterpénes
hydrocarbonés et oxygéné ou le composé majoritaire de cette classe est le 1H-
Cycloprop[e]azulen-7-ol,décahydro-1,1,7-trimethyl-4-methylene-,[ 1ar

(la.alpha.,4a.alpha.,7.beta., 7a.beta.,7b.alpha.)]- avec (2,03%) suivi par le beta.-
Eudesmol (1,81%). Les monoterpénes oxygénés présentent (12,87%) par contre les

monoterpenes hydrocarbonés occupent (8,91%).

Les tests d’activités antibactériennes effectués sur I’huile essentielle et la fraction
volatile ont montré qu’ils avaient des actions inhibitrices contre « Escherichia coli,
Staphylococcus aureusy.avec des zones qui dépassent 20 mm. Par contre la bactérie
Streptocoque s’est révélée assez résistante.

Le pouvoir antioxydant de I’huile essentielle et la fraction volatile testée par la
méthode de FRAP ont montré que la fraction volatile est la plus active mais ils sont un

pouvoir antioxydant faible par rapport a I’acide ascorbique.
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ANNEX A
Caractérisation de ’huile essentielle

Caractéristiques physiques de I’huile essentielle :
e Densité relative :

La densité relative d20 d’une substance est le rapport entre la masse d’un certain volume de

cette substance a 20°C et la masse d’un volume égale d’eau 4 la méme température.

La masse volumique pyp d’un corps est le quotient de sa masse par son volume a 20°C, elle

est exprimée en Kg/m™

Mode opératoires:

Au moyen d’une balance de précision, on pése 1 ml d’HE de I’ Artemisia campestris puis on

pése le méme volume (1ml) d’eau distillée.
Méthode de calcul :

La densité relative d’HE de I’A.campestris est donnée par la formule suivante :

d20= p2oHE)/ P20(can)

Ou:

p20uE) : La masse volumique de I’huile essentielle de I’ Artemisia campestris a 20°C
P20(cau) : La masse volumique de 1’eau distillée 4 20°C
d20 : La densité relative de I’huile essentielle de I’ A.campestris a 20°C.

Détermination de ’indice de réfraction :

. . r . T .1 \ A r .
L’indice de réfraction 4 , d’un milieu homogene, transparent, peut étre défini comme

le pouvoir que posséde ce milieu pour dévier un rayon arrivant sur la surface selon British

pharmacopeia. La détermination de I’indice de réfraction se fait a I’aide d’un réfractométre.



Figure : réfractométre

- Mode opératoire :

On met de I’HE dans la cellule de mesure en moyennant une micropipette, puis on referme le
couvercle. Au bout de quinze secondes (le temps nécessaire pour que ’appareil soit stabilisé a

20°C) on régle I’appareil jusqu’a la localisation du trait au centre de la cellule, on lit alors la

T
valeur de Iindice de réfraction g3 ,

Caractéristiques chimiques de I’huile essentielle
- Détermination de I’indice d’acide

L’indice d’acide I4 est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité d’hydroxyde de
potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres présents dans un gramme de 1’huile

essentielle.
Méthode de calcul

L’indice d’acide est exprimé selon la formule suivante :

5.61V
Ij= "m

Ou:
14 : L’indice d’acide

V : Le volume de KOH (0.1M) consommé en ml.

m : La masse de la substance & examiner en g




Mode Opératoire

On introduit 0,5 g de I’huile essentielle dans 25 ml d’éthanol et 5 gouttes de phénolphtaléine
comme indicateur coloré, et on neutralise la solution avec I’hydroxyde de potassium contenue

dans la burette.

Figure : Différentes étapes de la détermination de I’indice d’acide
Détermination de I’indice d’ester

C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libérés par
I’hydrolyse des esters contenus dans 1g d’huile essentielle. L’hydrolyse des esters présents
dans I’huile essentielle se fait par chauffage, dans des conditions définies, en présence d’une
solution d’hydroxyde de potassium éthanolique et dosage en retour de I’excés d’alcali par une
solution d’acide chlorhydrique HCI. La figure 10 illustre les différentes étapes de la

détermination de I’indice d’ester.

Méthode de calcul

IE=%°—5(VO-VI) - IA

IE : Indice d’ester ;

Vo : est le volume, ml, de la solution de HCI utilisé pour I’essai a blanc ;
Vi : est le volume, ml, de la solution de HCI utilisé pour la détermination ;
m : est la masse, en grammes, de I’huile essentielle ;

IA : est la valeur de I’indice d’acide déterminé selon la norme NF T 75-103
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ANNEX B

Tableau : influence de la masse de la matiére végétale sur le rendement en huile essentielle

Masse végétale (mg) Rendement(R %)
30 0,59
40 0,78
50 0,8
60 0,82
70 0,56
80 0,52
90 0,42

Tableau : Evolution du rendement en HE selon la durée d’extraction (cinétique)

Temps (min) Rendement (R%)
0 0
30 0
60 0,2
90 0,39
120 0,51
150 0,66
180 0,77
210 0,81
240 0,81
270 0,80

Tableau : variation du rendement d’extrait en fonction du temps d’extraction

T H) Essais 1

1 4,14
2 7,14
3 8,75
4 8,78
5 8,80




Tableau : variation du rendement en fonction du nombre d’extraction

nbr Essais 1
1 7,24
2 11,61
3 15,75
4 20,07
5 20,24

Tableau : variation du rendement en fonction du rapport ml/g

V /M Essais 1
4 7,18
4,5 7,88
5 9,98
5,5 10,77
6 10,88
6,5 10,99
7 11,05




