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Abstract

The objective of this work is the evaluation of the antioxidant and antimicrobial activity of
extracts from Artemisia arborescens harvested in the region Cherchell, for two different

growth stages.

The phytochemical screening of the leaves and flowers of the species studied has revealed the

presence of alkaloids, glycosides and tannins with a higher output in flowering stage report.

The analysis of the essential oil by GC / MS of the aerial part of the plant harvested leafing
stage in the same region, showed the presence of a majority compound: beta-thujone

(45.635%), chamazulene (17.897%) and B eudismol (10.115%).

The antioxidant activity of the aqueous extract was evaluated by DPPH technique, The results
showed the existence of a more or less important activity for samples harvested at flowering

(IC50 =710 mcg / ml).

The antimicrobial activity of the extracts (essential oil and aqueous extract) of the plant was
tested by the disc diffusion method. The results proved the effectiveness of the plant on gram-
positive strains of E. faecalis and S. aureus (Z1 = 9.5 mm, 12.5 mm, respectively) as well as
E. coli and C. albicans strains ( ZI = 20 mm; 14 mm, respectively). This might justify the use
of essential oil of Artemisia arborescens in the treatment of various infections in traditional

medicine.

Keywords: Artemisiaarborescens, essential oil, GC / MS, antioxidant, antimicrobial.



Annexe I

Matériel non biologique

Appareillage

Verreries et autres

Réactifs et solutions

-Agitateur magnétique.
-Agitateur Vortex.

- Bain marie
-Balance analytique
-Bec bunsen

-Etuve

-Etuve d’incubation
- Hotte

-Moulin €lectrique
-Réfrigérant
-Spectrophotometre
-Autoclave
-Microscope optique

-hydro-distillateur

-Ballon de 500 ml

- Béchers

- Boites de pétri
-Burettes.

- Disques de papierwattman
(6mm)

--Ecouvillons
-Entonnoir
-Erlenmeyer
-Milieux de culture.
-Papier filtre

-papier aluminium
-Pince de laboratoire
-Pipettes pasteurs
-Pipettes graduées
-Micropipette 1000ul
-Poire

-Seringue.

-Spatule

-Tubes a essai stériles
-portoir des tubes
-les lames et lamelle

-Régle double décimeétre

-Eau distillée

-Eau physiologique

-Acide ascorbique.

-Acide chlorhydrique (HCL).
-Acide sulfurique
-Ammoniaque.
-Chloroforme.
-DPPH

-Eau de javel
-Ethanol

-FeCls
-Hydroxydede
(KOH).

potassium

-Magnésium (Mg )
-Alcool isoamylique
-Réactif de Drangendorff
-Rouge congo

-vert de méthyle




Annexe 11

Figure 17: Infusé de Artemisiaarborescens (stade floraison)

Figure 18: Résultats duscreening phytochimique



Annexe 111

Tableau 9: pourcentage d’inhibition des extraits aqueux et de la vitamine C.

Dilution (pg/ml) 200 400 600 800 1000
%EA floraison 43,61 41,42 48,96 51,74 55,71
% EA feuillaison 13,09 12,46 15,23 17,93 34,04
% Vit C 48,75 47,19 49,31 55,53 93,82




Annexe IV
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Figure 19 : Action des huiles essentielles ded. arborescenssur les souches microbiennes



E. coli

P. aeruginosa

C. albicans

Figure 20 : Action des extraits aqueux de deux stades ded.arborescenssur les souches

microbiennes.




Conclusion

Le présent travail est consacré a 1’évaluation de quelques activités biologiques des huiles
essentielles et des extraits aqueux de I’espece Artemisia arborescens récoltée dans la région
de Cherchell en deux stades phénologiques. Cette étude est complétée par une analyse
chimique dans le but de noter la relation entre sa composition chimique et ses activités

biologiques.

Les résultats du screening phytochimique effectu¢ sur D’extrait aqueux de Artemisia
arborescens ont montré la présence des alcaloides, des glucosides et une forte teneur en tanins

particuliérement pour les échantillons du stade floraison.

Les résultats de 1’activité anti-oxydante (par la méthode de DPPH), ont indiqué que I’extrait
aqueux de 1I’Armoise arborescente récoltée en stade floraison posséde une activité anti-

radicalaire plus importante par rapport a I’extrait de I’espece récoltée en stade feuillaison.

L’étude de ’activité antimicrobienne a montré que 1’huile essentielle des échantillons récoltés
en stade floraison présente un effet important vis-a-vis des souches : E.coli, S.aureus et C.

albicans.

D’autre part, ’extrait aqueux des échantillons de deux stades (floraison et feuillaison) a
exercé un pouvoir bactéricide faible sur les différentes souches. a I’exception de E.faecalis et

C. albicans.

L’¢étude cyto-histochimique a montré la localisation des métabolites secondaires (les tanins et

les alcaloides) au niveau des tissus de la tige.
Comme perspective, nous suggérons des études complémentaires afin :
¢ Etudier d’autres activités thérapeutiques de 1’espece (anti-spasmodique, cicatrisante,
hypoglycémiante etc...)
¢ Tester les activités biologiques en utilisant les extraits méthanoliques.
¢ FElargir la gamme des souches microbiennes pour 1’étude de I’effet antimicrobien.
¢ Une analyse chimique des extraits des échantillons récoltés en plusieurs stades
phénologiques.

¢ Etude de la toxicité de 1’huile essentielle et des extraits.




Conclusion

¢ Une ¢étude cyto-histochimique sur les autres organes de la plante (feuille, racine

etc....).
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Glossaire

Akéne : fruit sec indéhiscent ne contient qu’une seule graine
Anthelminthique : est une substance antiparasitaire

Anti-inflammatoire : qui fait dégonfler et diminuer I’irritation, La plus part des anti-

inflammatoires sont des analgésique.
Antimicrobien : prévenant ou combattant 1’infection microbienne.

Antioxydant : qui diminue l'oxydation d'autres substances chimiques et qui protége

'organisme contre les dommages causés par les radicaux libres.
Antiseptique : détruit les microbes et empécher leur développement.

Antispasmodique : Substance qui permet de lutter contre les spasmes, agit généralement en

empéchant les contractions des fibres musculaires des voies intestinales.

Antitussif : Qui calme ou prévient la toux.

Capitule : Inflorescence constituée de petites fleurs qui sont serrées les unes contre les autres.
Diurétique : qui favorise 1I’expulsion des urines

Emmeénagogue : stimule le flux sanguin dans la région pelvienne et ['utérus

Essence : Extrait concentré de certaines substances aromatiques ou alimentaires obtenue par

distillation.

Fébrifuge : Substance qui a la propriété de combattre la ficvre.

Hypoglycémiante : Se dit de tout ce qui peut abaisser le taux de glucose dans le sang
Stomachique : Facilite la digestion

Tonique : Stimulateur énergétique

Vermifuge : Provoque I’expulsion des vers intestinaux






Les extraits de plante

L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux des
composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs, traditionnellement I’eau, les huiles
végétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement impures sous
forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés a un usage oral ou externe.
Il s'agit de préparations connues comme les tisanes (extraits aqueux) et les huiles médicinales

(Handa, 2008)

A) les extraits aqueux
Les principes actifs d'une plante médicinale sont des agents chimiques capables d'une

activité. La présence des ces composants souvent en quantité extrémement faible dans la

plante impose des séparations, généralement, délicates.

La décoction, I’infusion et la macération sont les méthodes de séparation les plus utilisées

pour I’extraction globale des principes actifs et qui sont suivies par des série de séparation

chromatographique pour atteindre une maticre pure d’un principe actifs (Sophie et al., 2003)
% L’infusion : C’est la forme de préparation la plus simple, elle se prépare en versant de
I’eau bouillante sur les parties des plantes fraiches ou séchées et les bien tremper afin
d’extraire leurs principes médicinales. Elle convient pour 1’extraction de parties
délicates ou finement hachées des plantes: feuilles, fleurs, graines, écorces et racines,
ayant des constituants volatiles ou thermolabiles comme les huiles essentielles (Baba-
Aissa, 2000; Kraft et Hobbs, 2004)

« La décoction : consiste a faire bouillir dans de I’eau des plantes pendant 5 a 20
minutes. Si les drogues sont finement coupées, 5 minutes suffisent ; si elles sont dures
ou ligneuses, 20 minutes. (Schauenberg, 2005)

« La Macération : C’est une extraction aqueuse, opérée a la température ordinaire

pendant quelques heures, généralement de 2 a 12 heures. (Schauenberg, 2005)

= Les Activités biologiques des extraits aqueux
1. Activité hypoglycémiante

Sefi et al (2010), ont montré que I’extrait aqueux des feuilles d’Artemisia campestris,
diminue le taux de glucose dans le plasma des rats chez lesquels le diabéete est induit par

I’alloxane monohydrate.
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2. Activité larvicide

Une étude faite par Kemassi et al (2015), a montré que les extraits aqueux d’Euphorbia
guyoniana, a un effet de toxicité sur les larves du troisi¢éme stade de Culex pipiens. 1l a noté
que chez les larves du Culex pipiens traitées a 1’aide de D’extrait aqueux d’Euphorbia
guyoniana, le taux de mortalité varie en fonction de la concentration en extrait, cette action est
probablement liée a la concentration des extraits en molécules actives capable de tuer les
larves.
3. Activité antibactérienne

Toty et al (2013), ont étudie ’activité antibactérienne in-vitro des extraits aqueux des
¢corces de tronc de Harungana madagascariensis sur cinq bactéries multi résistantes : P.
aeruginosa, S. aureus, E. coli, P. mirabilis, S. Typhi. Toutes ces souches bactériennes testées
se sont révélées sensibles a I’extrait aqueux.
4. Effet anti-convulsivant

L’effet anti-convulsivant de I’extrait aqueux et ethanolique du cuminum cyminum, a été
étudié sur les rats. Dans le cas du test du pentylene-tetrazole, 1’efficacité¢ de 1’effet anti-
convulsivant de I’extrait aqueux (2,8 g/kg) et ethanolique (5g/kg), est similaire au
médicament Phenobarbital a une dose de 20mg/kg.
Dans le cas du test électrochoc, I’extrait aqueux (4g/kg), I’extrait ethanolique (5g/kg), font
diminuer la durée de la crise d’épilepsie de 37,6% ; 68,2% respectivement. Ces résultats
indiquent que les extraits du cuminum cyminum peuvent étre efficaces en cas d’épilepsie et

dans le cas de fortes crises (Hosseinzadeh et al., 2002)

)



Les extraits de plante

B) Les huiles essentielles

1. Définitions

Les huiles essentielles sont des substances volatiles non grasses sécrétées par des plantes
aromatiques comme la lavande, l'eucalyptus ou le thym. Elles sont constituées d'un mélange
souvent complexe des molécules organiques. Elles entrent dans la composition de parfums, de
cosmétiques, de produits d'entretien et elles sont utilisées en aromathérapie (Bachelot et al.,
20006)

Selon la Pharmacopée francaise 11e édition : « Les huiles essentielles médicinales sont
des huiles essentielles au sens de la Pharmacopée européenne, possédant des propriétés
médicamenteuses.

D’apres la norme AFNOR NT 75-006 : « une huile essentielle est un produit obtenu a
partir d’une matiere premicére végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des

procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus, soit par distillation séchey.

2. Localisation et répartition
2.1. Localisation

Les huiles essentielles sont produites dans des cellules glandulaires spécialisées recouvertes
d’une cuticule. Elles sont alors stockées dans des cellules a huiles essentielles (Lauraceae ou
Zingiberaceae), dans des poils sécréteurs (Lamiaceae), dans des poches sécrétrices
(Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des canaux sécréteurs (Apiacieae ou Asteraceae). Elles
peuvent aussi étre transportées dans 1’espace intracellulaire lorsque les poches a essences sont
localisées dans les tissus internes.
Sur le site de stockage, les gouttelettes d’huile essentielle sont entourées de membranes
spéciales constituées d’esters d’acides gras hydroxylés hautement polymérisés, associés a des
groupements peroxydes. En raison de leur caractére lipophile et donc de leur perméabilité
extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement 1’évaporation des

huiles essentielles ainsi que leur oxydation a I’air (Bruneton, 1993 ; Anton et al., 2005).

2.2. Répartition

Les huiles essentielles sont largement répandues dans le régne végétal et surtout chez les
végétaux supérieurs, il y a 17500 especes aromatiques.
Les familles botaniques capables d'¢laborer les constituants qui composent les huiles

essentielles sont réparties dans un nombre limité des familles, Exemple : Myrtaceae (Girofle),
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Lauraceae (laurier), Rutaceae (citron), Lamiaceae (Menthe), Apiaceae (Coriandre),
Zingiberaceae(Gingembre)... etc. Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les
organes de la plante, par exemples : dans les sommités fleuries (Menthe, Lavande) les feuilles
(Eucalyptus, Laurier) les rhizomes (Gingembre) les fruits (agrumes, badiane, anis), les racines
(Vétiver), les graines (Muscades), bien que cela soit moins habituel dans des écorces

(Cannelier) (Belakhdar, 1997)

3. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles
En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles forment un

groupe trés homogene (Bernard et al, 1988 ; Bruneton, 1993), Les principales

caractéristiques sont :

% Liquides a température ambiante.

«» N’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.

¢ Volatiles et trés rarement colorées.

% Une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur en monoterpenes.

« Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en
dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indice éleve,
cependant une teneur €élevée en dérivés oxygénés produira I’effet inverse.

¢ Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des solvants
organiques mais peu solubles dans I’eau.

« Douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de composés
asymétriques.

s Tres altérables, sensibles a I’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu a
la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a 1’abri de la

lumiére et de ’air.

4. Composition chimique des huiles essentielles

Selon Bruneton (1999), Les HE sont des mélanges complexes et variables, de constituants
qui appartiennent de facon quasi-exclusive, a deux groupes caractérisés par des origines
biogénétiques distinctes : le groupe des terpnénoides d’une part, et le groupe des composés

aromatiques dérivés du phénylpropane (beaucoup moins fréquent), d’autre part.
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4.1. Les composés terpéniques
Dans les huiles essentielles, seuls seront rencontrés les terpénes les plus volatils. C'est a
dire, ceux dont la masse moléculaire n'est pas trop €levée: monoterpenes et sesquiterpenes
4.1.1. Les monotérpenes
IlIs peuvent étre acycliques (myrceéne, ocimmenes), monocycliques (o- et y- terpinene, p-
cymene) ou bicycliques (pinénes), ils constituent parfois plus de 90% de ’huile essentielle
(citrus), la réactivité des cations intermédiaires justifie 1’existence de nombreuses molécules
fonctionnalisées : alcools, aldéhydes, cétones, esters, éthers, peroxydes, phénols. (Bruneton,
1999)
4.1.2. Les sesquiterpénes
Ils comportent trois unités d’isopréne, leur formule est C15H24 soit une fois et demie (sesqui)
la molécule des terpenes (Belaiche, 1979). Les sesquiterpénes peuvent étre également,
comme les monoterpénes, acycliques (farnésol), monocycliques (humuléne, a-zingibéréne) ou
polycycliques (matricine, artéannuine, P,artémisinine). Ils renferment aussi des fonctions
comme alcools (farnésol, carotol, [-santalol, patchoulol), cétones (nootkatone, cis-
longipinane-2.7-dione, [-vétivone), aldéhydes (sinensals), esters (acétate de cédryle)

(Bruneton, 1999) ; (Laouer, 2004 in Lamamra, 2008)

4.2. Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane
Ils sont moins répandus que les précédents, se sont souvent des allylpénols quelque fois
aussi des aldéhydes tels 1’anéthol, 1’eugénol, la vanilline est assez fréquente parmi les

composées aromatiques (Roux et al., 2007)

4.3. Les composés d'origines diverses

Ce sont des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles entrainables
par la vapeur d'eau. Il s'agit de composés issus de la dégradation d'acides gras, de terpenes.
D'autres composés azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares. Enfin, il n'est pas rare
de trouver dans les concrétes des produits de masses moléculaires plus importantes non
entrainables a la vapeur d'eau, mais extractibles par les solvants homologues des

phénylpropanes, diterpénes, etc... (Bruneton, 1999)

=
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5. Facteurs influencant la composition chimique d'H.E

Une huile essentielle est trés fluctuante par sa composition chimique sur laquelle
interviennent un certain nombre de paramétre, les principaux facteurs de variabilité¢ de cette
composition sont d’origine intrinséque et extrinseéque : le génotype, I’environnement, 1’origine
géographique, la période de récolte, la température et la durée de séchage ainsi que le mode
d’extraction (Oussala et al., 2006 ; Fellah et al., 2006)

Le premier paramétre influengant la composition chimique d’une plante est sa biosynthése
et donc son profil génétique. C’est la raison pour laquelle, une méme espece peut présenter
plusieurs chémotypes de profils chimiques différents. Il existe de nombreux exemples d un tel
phénomene. Notamment chez le thym, la Sauge... (Thompson et al., 2003 ; Fellah et al.,
20006)

Un chémotype est une race chimique. En fait, une méme espéce végétale peut fournir des
huiles essentielles de compositions chimiques différentes. (Fellah et al, 2006), I’exemple le
plus marquant est celui de 1’espéce sauvage thymus vulgaris, Cette espece a sept chémotypes
différents : Thym a thymol, carvacrol, géraniol, linanol, a —terpinéol, myrcénol (EI abed et
Kambouche, 2003). Il est important de noter que des huiles essentielles a chémotypes
différents présenteront non seulement des activités différentes mais aussi des toxicités tres

variables (Franchomme et al., 1990)

6. Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et
antimicrobiennes. Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses,
antivirales, anti-oxydantes, et antiparasitaires. Plus récemment, on leur reconnait également
des propriétés anticancéreuses (Valnet, 2005)
L'activité biologique d'une huile essentielle est & mettre en relation avec sa composition
chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants. Sa valeur tient a son
«totumy ; c'est-a-dire, l'intégralité de ses constituants et non seulement & ses composés
majoritaires (Lahlou, 2004)
6.1. Activité anti inflammatoire

L’inflammation est une réaction de défense de 1’organisme a diverses agressions qui
peuvent étre d’origine physique, chimique, biologique ou infectieuse, le traitement actuel de
I’inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) et non
stéroidiens comme 1’aspirine. Ces molécules, bien qu’étant efficaces, présentent le plus

souvent des effets indésirables qui peuvent géner leur utilisation (Gaziano et al., 2006)

=
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Selon Khalil et al (2004), Les huiles essentielles possédant une activité anti-inflammatoire
qui pourraient constituer une alternative dans la thérapeutique anti-inflammatoire, du fait de
leur meilleure accessibilité et de leur moindre toxicité par rapport aux anti-inflammatoires
classiques. Cette activité¢ est liée selon Alessandra (2008), a la présence des aldéhydes,
contenus dans un grand nombre d’huiles essentielles, qui possédent la propriété de combattre
les inflammations.

Les huiles essentielles sont également utilisées en milieu clinique pour soigner des

potentiels inflammatoires tels que : les rhumatismes, I’arthrite ou les allergies (Edris, 2007)

6.2. Activité antioxydante

Les antioxydants sont des composés chimiques capables de minimiser efficacement les
rancissements et de retarder la peroxydation lipidique (Pokorny et al., 2001)
Des publications récentes ont rapporté que certaines huiles essentielles sont plus efficaces que
quelques antioxydants synthétiques (Hussain et al, 2010). Les effets antioxydants des huiles
essentielles sont dus principalement a la présence des groupes d’hydroxyle dans leur structure

chimique (Hussain et al., 2008)

6.3. Propriétés antiseptiques, antibactériennes et antifongiques

Les huiles essentielles peuvent rendre stérile une culture de microbes, signe d’une activité
antiseptique. Plusieurs études ont montré que les huiles essentielles sont capable de s’attaquer
aux microbes les plus puissant , comme le staphylocoque , le bacille de Kock(tuberculose) ou
le bacille typhique( typhoide).Le pouvoir d’action des huiles essentielles ne faiblit pas dans le
temps : s’il reste constant, c’est parce que 1’organisme humain ne s’habitue pas aux principes
actifs et qu’il réagit toujours apres une application (Moro buronzo, 2008).

Les huiles essentielles ont une double action contre les microbes : elles peuvent les tuer (effet
bactéricides) et elles peuvent arréter leur prolifération (effet bactériostatique) les plus
puissantes, pour cela sont celles qui contiennent des phénols (le thymol, par exemple),
lesquels sont utiles pour lutter contre les infections bactériennes, virales et parasitaires

On les trouve dans les huiles essentielles de thym, de citron, d’origan d’Espagne, de sarriette,
de cannelle (écorce), d’arabe de thé (tea-tree), de clou de girofle et de lavande (Moro

buronzo, 2008).

=
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7. Domaine d’application des huiles essentielles
7.1. En alimentation

Les huiles essentielles jouent un role capital dans I’aromatisation des aliments. En effet,
elles donnent la flaveur aux condiments (poivre, gingembre) et aux aromatisants (menthe,
anis, oranger, thym, laurier).

A faible dose, certaines substances ont un effet favorable sur la digestion, ce qui explique
leur utilisation en liquoristerie (essence d’anis ou de badiane).

Les huiles essentielles entrent donc, pour leurs diverses propriétés, dans la composition des
ardmes employés de manicre fréquente aujourd’hui dans tous les produits alimentaires comme
les plats cuisinés ou préts a ’emploi (porter, 2001)

7.2. En parfumerie/ cosmétique

L’utilisation des huiles essentielles comme base dans la fabrication de parfums constitue
une pratique courante depuis des siécles dans la plupart des civilisations. L’Europe et les
Etats-Unis ont développé des industries importantes qui démarquent par leur haut niveau
d’exportation dans ce domaine. La consommation d’huiles dans ce secteur se caractérise par
le besoin d’une trés grande variété de produits, de quantités relativement faibles et de prix
souvent ¢levés (Grysole, 2004)

7.3. En médecine

Dans le domaine de la santé, il faut distinguer le secteur pharmaceutique de celui des
médecines douces. Dans ce deuxiéme secteur, les vertus thérapeutiques des huiles sont
reconnues et utilisées depuis des si¢cles dans beaucoup de pays. En effet, ce marché a donné
naissance a une industrie des produits naturels comme les produits homéopathiques. Cette
industrie, trés développée en Europe, bénéficie d’un attrait croissant de la part des
consommateurs non seulement en Europe mais aussi en Amérique du Nord. De plus, les
produits naturels avec effets thérapeutiques ont attiré D’attention des divers groupes
pharmaceutiques.

Les huiles a utilisation médicinale peuvent étre vendues pures en petits flacons ou sous
forme de vaporisateurs, de pastilles, de bonbons... ces huiles peuvent également étre utilisées
comme inhalant pour soulager les difficultés respiratoires, comme dentifrice (dans 1’eau),

ainsi que pour rafraichir ou soulager la gorge (Grysole, 2004)
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8. Utilisation les huiles essentielles
Les Huiles essentielles s’utilisent selon différentes voies. Nous pouvons les avaler, les utiliser

comme suppositoires ou les respirer (Francis, 2000).

> Voie Orale
Les huiles essentielles doivent toujours étre diluées car elles sont irritantes pour les
muqueuses digestives .elles peuvent étre ingérées en solution, fixées sur les poudres dans des

gélules ou mélanger avec de yaourt, du lait chaud, du miel... (Francis, 2000).

> Voie rectale
La voie rectale, avec I’emploi de suppositoires est le mode d’utilisation préconisé¢ dans les
infections broncho-pulmonaires. Cette voie permet une absorption rapide et efficace des

principes actifs des huiles essentielles en évitant le circuit digestif (Willem, 2002).

» Voie respiratoire

La diffusion aérienne d’huile essentielle est la voie la plus logique puisque les molécules
aromatiques sont volatiles. L’interface respiratoire est particulierement intéressante pour
traiter les pathologies pulmonaires mais également pour entrainer un état de relaxation

(Franchomme, 2003)

a) Inhalation séche
Les huiles essentielles étant trés volatiles, leur évaporation améliorera I’environnement
proche. Déposer quelques gouttes d’HE pures sur un mouchoir ; cette utilisation est
particulierement pratique a faire la journée (Francis, 2000).

b) Inhalation humide
I’inhalation humide consiste a respire les vapeurs dégagées par 3 ou 4 gouttes d’huile
essentielle ajoutées directement a un bol d’eau chaud ou diluées dans une cuillére a café
d’alcool a 90°.1a séance d’inhalation dure environ une dizaine de minutes et peut étre répétée

jusqu’a 3 fois par jour (Francis, 2000)

9. Méthode d’extraction et d’identification des composées des huiles essentielles
9.1. Méthode d’extraction

L’extraction des huiles essentielles est une opération capitale qui doit permettre d’obtenir
des produits volatils, particulierement fragiles, sans en altérer la qualité. De nombreux

procédés, peuvent étre utilisés pour leur extraction (Roux, 2008)
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9.1.1. L’hydrodistillation (fig. 4)

Ce mode d’extraction a été proposé par Garnier en 1891, c’est la méthode la plus utilisée
pour extraire les HE et pouvoir les séparer a 1’état pur mais aussi de fournir de meilleurs
rendements. Le principe consiste a immerger directement la mati¢re végétale a traiter dans un
ballon rempli d’eau qui est ensuite port¢ a ¢ébullition, les vapeurs hétérogénes vont se

condenser sur une surface froide et 'HE sera alors séparée par différence de densité

(Bruneton, 1993)
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Figure 4: Appareillage utilisé pour I'hydrodistillation de I’huile essentielle
(Lagunez Rivera, 2006)

9.1.2. Entrainement a la vapeur d’eau (fig. 5)

Dans ce type de la distillation, Le matériel végétal ne macere pas directement dans I’eau. Il
est placé sur une grille perforée a travers de laquelle passe la vapeur d’eau.
La vapeur endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules volatiles
qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la
qualité¢ de I’huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques : le matériel végétal

ne baignant pas directement dans I’eau bouillante (Franchomme et al., 1990)

=
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Figure 5 : montage d'entrailnement a la vapeur d'eau (Nait achour, 2012)

9.1.3. L’expression par solvant

La technique d'extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un extracteur un
solvant volatil et la matiére végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va se
charger en molécules aromatiques, avant d'étre envoy¢ au concentrateur pour y étre distillé a
pression atmosphérique. L'extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus
pratiquée. Les solvants les plus utilisés a l'heure actuelle sont I'hexane, le cyclohexane,
I'éthanol, le méthanol, le dichlorométhane et 1’acétone (Kim et al., 2002)
9.1.4. L’enfleurage

Cette méthode se rapproche quelque peu de ’extraction par solvants volatils mais dans ce
cas on utilise des graisses comme solvant, ces derniéres ayant elles aussi une forte affinité
avec les composés odorants, cette méthode peut étre réalisée a froid ou a chaud, et on obtient
ainsi des absolues de pommade (Lardry et al., 2007)
9.1.5. L'expression a froid

Le procédé d'extraction par expression a froid est assurément le plus simple mais aussi le
plus limité. Il est réservé a l'extraction des composés volatils dans les péricarpes des
hespéridés ou encore d'agrumes qui ont une trés grande importance pour l'industrie des
parfums et des cosmétiques. Cependant ce sont des produits fragiles en raison de leur
composition en terpenes. Il s'agit d'un traitement mécanique qui consiste a déchirer les

péricarpes riches en cellules sécrétrices. L'essence libérée est recueillie par un courant d'eau et
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recoit tout le produit habituel de l'entrainement a la vapeur d'eau, d'ou la dénomination d'huile
essentielle (Anton et al., 2005)
9.1.6. L’extraction par micro-ondes

Cette technique au méme principe que la distillation simple sauf que le chauffage du ballon
contenant la mati¢re végétale et le solvant se fait sous I'énergie micro-onde. L'avantage de

cette technique est de réduire considérablement le temps de distillation (Lahlou, 2004)

9.2. Méthodes d’identification des composés des huiles essentielles

L’analyse quantitative et qualitative des huiles essentielles fait appel a plusieurs techniques
et méthodes :

9.2.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composé€s gazeux ou
susceptibles d’étre vaporisés sans décomposition. C’est la technique de séparation la plus
utilisée pour les huiles essentielles (Audigie et al., 1995)

L’¢échantillon est vaporisé et injecté en téte de colonne. L’¢lution est assurée par un flux de
gaz inerte qui sert de phase mobile. La CPG est basée sur le partage de produit analysé entre
une phase gazeuse mobile est une phase (liquide ou solide) immobilisée sur la surface d’un
support inerte (Skoog et al., 2003). Les constituants des mélanges appelés généralement
« Solutés » sont inégalement retenus par la phase stationnaire lors du transit dans la colonne.
De ce phénomene appelé « rétention », les solutés injectés se déplacent avec une vitesse
inégale entre eux et inférieure a celle de la phase mobile, ceci les conduit a sortir de la
colonne les uns apres les autres. On enregistre d’abord un signal dit ligne de base en présence
du gaz vecteur seul, puis un pic au passage de chaque soluté séparé (Tranchant, 1995)

La CPG permet une évaluation quantitative et qualitative de la composition chimique des
huiles essentielles. Elle présente de nombreux avantages : facilité de mise en oeuvre, temps
d’analyse assez court et fiabilité des résultats (Bruneton, 1999).

9.2.2. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une méthode d’analyse a la fois quantitative et qualitative.
En effet, apres ionisation elle donne des renseignements sur la présence et la quantité relative
des ¢éléments (Molécules, atomes, radicaux...) présents dans l’échantillon a analyser. La
méthode permet de séparer les différents ions et d’évaluer leur abondance respective

(Benayad, 2008)

=
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9.2.3. Chromatographie en phase gazeuse/Spectrométrie de masse (CPG/SM)

C’est une technique de couplage entre la chromatographie en phase gazeuse et la
spectrométrie de masse (M.S) (Tranchant, 1995)

Le principe de cette méthode consiste a transférer par le gaz vecteur (phase mobile) les
composés séparés par chromatographie en phase gazeuse dans le spectrométre de masse au
niveau duquel, ils vont étre fragmentés en ions de masse variables dont la séparation sera en
fonction de leur masse. La comparaison informatique du spectre d’un pic inconnu avec une ou
plusieurs librairies de référence permet son identification a condition que la similitude des
spectres, inconnus et référence, soit suffisant et que les indices de rétention soient identiques,

dans des conditions opératoires comparables (Desjobert et al., 1997; Bruneton, 1999)

10. Toxicité des huiles essentielles

Alors que de nombreux ouvrages font référence a la toxicité de nombreux produits sur le
marché, la toxicité des huiles essentielles est moins investiguée. La plupart du temps, sous le
terme de toxicité sont décrites des données expérimentales accumulées en vue d’évaluer le
risque que représente leur emploi. Les interactions de ces produits avec les médicaments sont
aussi peu mentionnées (Pibiri, 2006)

Cependant quelques informations sur certaines toxicités sont décrites par la littérature :

En regle générale, les huiles essentielles d’usage commun ont une toxicité par voie orale
faible ou treés faible avec des DL50 supérieures a 5g/kg. En ce qui concerne la lavande la
toxicité est faible autour des 5g/kg (donnée observée chez I’animal) (Bruneton, 1993). Chez
I’homme des intoxications aigues sont possibles. Les accidents graves, les plus souvent
observés chez les petits enfants, sont provoqués par ’ingestion en quantit¢ importante
d’huiles essentielles. Les plus toxiques sont les huiles essentielles de Boldo (0,13 g/kg ;
convulsions apparaissant deés 0,07 g/kg), de Chénopode (0,25 g/kg), de Thuya (0,83 g/kg),
ainsi que I’essence de moutarde (0,34 g/kg) (Bruneton, 1999)

Certains auteurs (Franchomme et al., 1990 ; Mailhebiau, 1994) se basent sur la composition
des huiles essentielles et les toxicités relatives des familles biochimiques auxquelles elles
appartiennent.

Certaines huiles essentielles se révelent cytotoxique selon la phase dans laquelle elles sont
mises en contact la toxicité du thym est augmentée par contact en phase liquide et réduite en

phase gazeuse, alors que c’est I’inverse pour la lavande (Inouye, 2003).

&
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Au travers des ages, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base : nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. (Gurib-Fakim,

2006)

Les plantes médicinales ont été pendant longtemps le principal, voire 1’unique recours de la
tradition pour soigner les pathologies, en méme temps que la matiere premicre pour la
médecine moderne (Jean et al, 1983 in Ould el hadj et al., 2003), elles constituent une
source naturelle des molécules chimiques telles que les métabolites secondaires qui
représentent une variété treés large de composés organiques sans fonction directe dans la

croissance et le développement des plantes (Combrinck et al., 2007 ; Cowan, 1999).

Selon Rate (2001), plus de 80 % de la population des pays en voie de développement ont
recour presque exclusivement a la médecine traditionnelle pour ses besoins de santé primaire.
En plus dans le monde, pres de 25% des prescriptions sont a base de plantes et 60% a 70 %

médicaments antibactériens et anticancéreux sont des substances d’origine naturelle.

L’ Algérie, par sa vaste étendue terrestre du nord au sud et de 1’est a I’ouest, et par sa variation
climatique, posséde une flore abondante, riche et variée dans laquelle il a été dénombré de
nombreuses especes aromatiques susceptibles de fournir des huiles essentielles (Belouad,

2001)

La famille des astéracées est la plus vaste de toute les plantes a fleur, (1000 genres et 19000
especes) (Roland et al., 2008). Le genre Artemisia est un des plus importants de la famille
des asteraceaes, utilis¢é en grande partie pour les propriétés médicinales de ses huiles

essentielles. (Tan et al., 1998)

L’armoise arborescente ou Artemisia arborescens est une espéce abondante dans le nord
d’Algérie, elle est utilisée depuis des décennies pour I’ornementation, ses feuilles sont
connues pour leurs effets calmant des douleurs abdominales (Afkir, 2011 in Houmani et al.,
2007). Cette plante est utilis¢ dans la médecine traditionnelle pour son effet antidiabétique,

antipyrétique et anti-inflammatoire (El beyrouthy et al., 2011)

Cette espece a été déja étudiée par saddi et al (2007), qui ont testé I’activité antivirale de son
huile essentielle. D’autres auteurs (Baykan et al., 2012) ont ¢tudié son activité

antimicrobienne de I’huile essentielle et de 1’extrait aqueux de 4.arborescens.
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En Algérie, les travaux réalisés sur 4. arborescens ont porté surtout sur I’évaluation du
rendement en huile essentielle selon le stade phénologique (Afkir, 2011; Zeddam, 2012).
Peu d’étude ont porté sur I’analyse chimique de I’huile essentielle de cette espece

(Benmokadem, 2002).

L’analyse physico-chimique et 1’évaluation de quelques activités des huiles essentielles de
I’espece récoltée a Cherchell en stade feuillaison a été déja réalisée (Ouldtabet et Ghettas,

2015).

Une étude complémentaire de cette plantes serait intéressante pour sa valorisation, Nous nous
sommes intéressées a évaluer les effets antimicrobiennes et antioxydantes de 1’huile
essentielle et de 1’extrait aqueux de A. arborescens récoltée selon deux stades phénologiques

(feuillaison et floraison).
Nos objectifs sont :

» Détermination des différentes classes chimiques par le test de screening
phytochimique pour les deux stades.

» Etude de I’effet antioxydant de 1’extrait aqueux.

Y

Etude de I’effet antibactérien de I’huile essentielle et I’extrait aqueux.

» Etude cyto-histochimique de la tige de plante Artemisia arborescens. L

Notre travail débutera par une étude bibliographique. Nous envisagerons par la suite le
matériel d’étude et les méthodes utilisées, les résultats et les discussions seront traités dans un

autre chapitre, nous terminerons par une conclusion.
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Liste des abréviations

A. arborescens : Artemisia arborescens

AFNOR : Association Francaise de Normalisation

ATCC: American Type Culture Collection

CPG: Chromatographie en phase gazeuse

CPG/SM: Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrophotométrie de masse
CRAPC : Centre de Recherches et Analyses Physicochimiques
HECT : Huile essentiel chémotypée

DPPH: 2, 2- diphenyl-1- picrylhydrazyl

HE : Huile essentielle

EA : Extrait aqueux

IC50: Concentration inhibitrice a 50%.

71 : Zone d’inhibition

DLS50 : Dose létale médiane

MRSA : Staphylococcus Aureus Résistant a la Méthicilline.
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Matériel et Méthode

Notre Travail a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche des plantes aromatiques et
médicinales du département de biotechnologie, université de Blida 1. Ce travail a duré quatre
mois de février a mai.

Le travail consiste a :
e [’extraction de I’huile essentielle et préparation de I’extrait aqueux.
e Tests de screening phyto-chimique.
e [’¢tude des effets antibactériens et antioxydant de 1’huile essentielle et de 1’extrait
aqueux de la plante étudiée.

e L’¢tude cyto-histochimique.

1. Matériel
1.1. Matériel non biologique (Annexe I)
Le matériel non biologique englobe tous la verrerie de laboratoire et les réactifs chimiques
utilisés au sein de I’étude expérimentale.
1.2. Matériel végétal
Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne de I’espece A. arborescens L. récolté

au niveau de la région Cherchell « Tipaza » (Fig 6)

Figure 6 : Artemisia arborescens de la localité ou région de Cherchell
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1.2.1. Présentation du site de récolte
» Localisation géographique

Le territoire de la commune de Cherchell est situé a I'ouest de la wilaya de Tipaza
(Figure 7), Cherchell est une ville cotiere de la mer Méditerranée, située a environ 90 km a
I’ouest d’Alger, a 20 km a I’ouest de Tipaza. Le site de récolte est caractérisé par une altitude

26m et une latitude 30°36' nord et longitude 2°11' est.

Figure 7 : Carte géographique montrant la localisation de la région de Tipaza.

* : Wilaya de Tipaza

» Caractéristiques climatiques

La station de cherchell est caractérisée par un climat méditerranéen a un seul étage
bioclimatique sub-humide.

Les précipitations moyennes enregistrées par la station de Bou Haroun font ressortir une
pluviométrie moyenne annuelle de 624,9 mm. Les températures varient entre 33°C pour les
mois chauds de 1'été (juillet, aotit), a 5,7 °C pour les mois les plus froids (décembre a février).

(http://www.dcwtipaza.dz/fr/index)
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1.2.2. Récolte et séchage
Les échantillons des plantes ont été récoltés en deux stades différents :
- Stade feuillaison (Mois de février).
- Stade floraison (Mois de mai).
Les plantes fraiches sont mises dans une chambre aérée, a 1’abri de la lumiére et de la
poussiére a une température ambiante. Ils ont été étalés sur papier journal et retournés de
temps en temps pour I’aération et pour éviter tout risque de fermentation. Le séchage a duré
un mois.
Les échantillons ainsi séchés ont été mis dans des sacs en papier propre jusqu’au moment de
I’extraction.
1.3. Les souches bactériennes

Ce sont des souches référenciées qui ont €té fournies par le laboratoire de microbiologie de

I’hopital FRANTZ FANON, Blida (Tableau 2)

Tableau 2: Les Souches microbiennes testées

Souches Références Gram Maladie provoqué

Escherichia coli ATCC 25922 Une infection aigue ulcéreuse du
gros intestin (Baylis et al., 2006),
diarrhée aqueuse (Nataro, 2007)

Enterococcus faecalis ATCC 29212 + | Cause des infections des voies

urinaires, des plaies et des tissus

mous (Ryan, 2004)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 + Responsable d’intoxication
MRSA+ alimentaire, apparition brutale de

nausées, de vomissements, de
douleurs abdominales, de crampes
et de diarrhée (Murray et al.,
2003)

Pseudomonas aeruginosa | ATCC 27853 Cause des toxines extracellulaires,
notamment 1’exotoxine A et des

entérotoxines (Liu, 1974)

&
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Candida albicans ATCC 90028 levure | Candidose, infection fongique
(Ouraini et al., 2007)

2. Méthodes d’étude
2.1. Préparation des extraits aqueux

La préparation de 1’extrait aqueux a été faite par une infusion de 5 g de poudre végétale
(broyée par un moulin de café¢) dans 100 ml d’eau distillée bouillit puis laissée 30 min pour
infusion avec agitation de temps en temps. L’extrait aqueux obtenu est ensuite filtré sur papier

filtre de type wattman n°4. (Figure 16, annexe II)

2.2. Extraction des huiles essentielles
L'extraction de I'huile essentielle a été effectuée par hydro distillation en utilisant l'appareil

de clévenger (Fig 8)

Figure 8 : Dispositif de I’hydro distillation.

2.2.1. Principe

L’hydrodistillation consiste & immerger directement le matériel végétal a traiter dans un
alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a 1’ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont
condensées sur une surface froide et ’huile essentielle se sépare par différence de densité.

(Bruneton, 1999)
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2.2.2. Mode opératoire

On introduit 90 g des échantillons de la partie aérienne de 4. arborescens dans un ballon
de 1000 ml, imprégné de 300 ml d’eau distillée, I’ensemble est porté a 1’ébullition pendant
deux heures et demi a trois heures. Les vapeurs chargées d’huile essentielle se condensent
dans un serpentin apres refroidissement. L’opération est répétée 4 fois.
2.3. Caractéristiques des huiles essentielles
L’étude analytique de I’huile essentielle a concerné 1’é¢tude de ses caractéristiques, a savoir

I’aspect, la couleur et I’odeur qui ont tout simplement été notées.

2. 4. Tests du Screening phytochimique
Le but de ces tests est de connaitre la composition en métabolites secondaires, ils ont été
effectués soit sur la poudre, soit su I’infusé (préparé précédemment).
Les réactions du screening phytochimique que nous avons effectué ont été décrites par
(Bouyer, 1996).
» Identification de quelques métabolites secondaires
¢ Les anthocyanes
A 5 ml d’infusé, sont ajoutés quelques gouttes d’ammoniaque 5.
L’apparition d’une couleur rouge, indique la présence des anthocyanes.
¢ Les tanins
A 5 ml d’infusé, sont ajoutés quelques gouttes d’une solution de F.CL; a 5%.
La réaction donne une coloration bleue noir en présence des tanins.
¢ Les flavonoides
A 5 ml d’infusé, sont additionnés 5 ml d’HCL, un copeau de Mg et 1 ml d’alcool
isoamylique.
La réaction donne une coloration rouge orangée en présence des flavonoides.
¢ Les alcaloides
Introduire 1g de poudre végétale dans un tube a essai, et ajouté 10 ml d’acide sulfurique
(10%). Agiter énergiquement pendant 2 mn et filtrés, ajouter 2 gouttes de réactif de
Dragenodorff.
Résultat : apparition d’une précipitation rouge oranger indique la présence d’alcaloide.
¢ Les glucosides
A 2 g de poudre végétale, sont ajoutées quelques gouttes d’acide sulfurique (H2SO4)
La formation d’une coloration rouge brique ensuite violette indique la présence des

glucosides.
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¢ Les quinones
4+ Les quinones libres
2 g de poudre végétale humectée par HCL a 1N, sont mis en contact pendant 3 heures
dans 20 ml de chloroforme, puis filtrer. Le filtrat est agité avec 5 ml d’ammoniaquel/2.
La formation d’une coloration rouge indique la présence des quinones libre.
¢ Les mucilages
On introduit 1 ml de I’infusé dans un tube et on lui ajoute 5 ml d’éthanol absolu,

I’obtention d’une précipitation floconneux indique la présence des mucilages.

2.5. Les activités biologiques
2.5.1. Evaluation de P’activité antioxydante

Pour évaluer I’activité antioxydante, nous avons utilisé¢ la méthode du DPPH (2.2diphenyl-
1-picryl hydrazyl)
2.5.1.1. Principe

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine par un composé
propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L’intensit¢ de la couleur est
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons

(Sanchez-Moreno, 2002).

2.5.2.2. Mode opératoire

Le test de DPPH est réalisé en suivant la méthode décrite par Sanchez et al/ (1998).0u 50ul
de chaque solution méthanolique des extraits aqueux a différentes concentrations (200, 400,
600, 800 et 1000 pg/ml) sont ajoutés a 5 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,004%).

En Paralléle, un controle négatif est préparé en mélangeant 50 ul de méthanol avec 5 ml de
la solution méthanolique de DPPH.

La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a
517 nm apres 30 min d’incubation a ’obscurité et a la température ambiante.
Le contréle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide
ascorbique dont 1I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et

pour chaque concentration le test est répété trois fois.
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Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%)

1% = [(ADbs controle — Abs test)/ Abs controle] x 100

Abs Controle : absorbance du controle

Abs test : absorbance de 1’échantillon testé

Calcul des IC50

Appelée aussi EC50 (Efficient concentration50), c’est la concentration de 1’échantillon
testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.
Les IC50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de

différentes concentrations des extraits testées (Torres et al., 2006)

2.5.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne

Pour mettre en évidence I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et de 1’extrait
aqueux, nous avons utilisé¢ la méthode de diffusion sur milieu gélosé (Aromatogramme)
% La méthode d’aromatogramme

L’aromatogramme est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien et
antifongique des huiles essentielles et des extraits aqueux. Cet examen est donc 1’équivalent

d’un antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par des extraits. (Raynaud, 2006).

2.5.2.1. Principe

L’activité antibactérienne a été testée par la méthode de diffusion sur Agar (Bagamboula,
2004; Mighri et al., 2010). Les inoculums ont été ensemencés sur des plaques de gélose. Les
disques ont ¢été préparés a partir du papier filtre (6 mm de diamétre). Ces derniers sont
imprégnés de I’huile essentielle testée a raison de 10 pl. Les boites de pétri traitées sont
laissées durant 1 4 2h a une température de 4 °C. Ensuite, elles sont incubées a 37 °C pendant
24h. L’activité antibactérienne a été évaluée par la mesure du diametre de la zone d’inhibition

autour du disque (Figure 9)
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Milleu de culture gélosé
(Augar)

- Disque imbibe
d"hike
essentielie

Croiss ance
microbie nne

Figure 9: Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri (Pibiri, 2006)

2.5.2.2. Mode opératoire

a) Préparation de I’inoculum

Réaliser une suspension microbienne a partir d’une culture jeune de bactéries (18-
24h), ou de levure (48 h), prélever quelques colonies isolées et incorporer dans 5 ml
d’eau physiologique.

Agiter et homogénéiser la suspension manuellement.

5 tubes correspondant aux 5 souches utilisées ont été préparés

Incuber les suspensions bactériennes et fongiques respectivement dans 1’étuve a 37°C

et 25°C et ce pendant 20 a 25 mn.

b) Préparation de milieu de culture

Liquéfier les milieux de culture Muller Hinton (Bactéries) et Sabouraud (levures)
dans un bain marie a 95°C et garder la surfusion dans une étuve a 45°C.

Sous hotte a flux laminaire, verser aseptiquement les milieux de culture gélosé sur les
boites de Pétrie en raison de 15ml par boite.

Laisser refroidir et solidifier a température ambiante et conserver dans des conditions

¢vitant toute modification de leur composition.

¢) Ensemencement

Imbiber aseptiquement un écouvillon avec la suspension microbienne.
Essorer I’écouvillon en pressant fermement et entourant sur la paroi interne du tube,

afin de décharger du surplus de suspension.
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= Ensemencer aseptiquement une boite de Pétrie en frottant délicatement 1’écouvillon
sur la surface de la gélose en stries serrées, répéter I’opération trois fois, en entourant
la boite a 60° de facon a croiser les stries, finir ’ensemencement en passant
1I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.
d) Dépot des disques
= Prélever aseptiquement un disque stérile de 6 mm de diameétre avec une pince stérile.
= Mettre en contact le bout de disque avec huile essentielle pure et extrait aqueux, qui va
étre absorbée par le disque par capillarité.
= Déposer le disque ainsi imbibé d’huile essentielle et extrait aqueux a la surface de la
gélose. au centre de la boite de Pétri.
= Laisser diffuser sur la paillasse pendant 30 minutes.
= Incuber les boites a 37°C durant 24 h pour les bactéries et a 25°C durant 48h pour les
levures.
Nb : le travail s’est effectu¢ prés d’un bec Bunsen (pour stériliser les instruments en les
passants dans la flamme).
e) Lecture
= (QObserver I’absence ou la présence de la zone claire autour des disques.
= Mesurer avec précision le diametre de la zone d’inhibition a ’aide d’un pied a
coulisse.
Les résultats sont exprimés par le diameétre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par
des signes d’aprées la sensibilité des souches vis-a-vis des huiles essentielles. L’évaluation de
la sensibilité ou de la résistance a été faite selon le suivant :
o Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8 mm.
o Sensible (+) : diamétre compris entre 9 et 14 mm.
o Trés sensible (++) : diametre compris entrel5 et 19 mm.

o Extrémement sensible (+++) : diameétre > 20 mm. (Ponce et al., 2003)

2.6. Etude cyto-histochimique

Afin de mettre en évidence la localisation histologique des métabolites secondaires, nous
avons réalisé une étude histologique sur les tiges fraiches et un screening cyto-histo-chimique.
2.6.1. Préparation des coupes
A T’aide d’un bistouri ou une lame, on prépare des coupes transversales a main levée. Les

coupes obtenues ont été soumises a la technique de double coloration qui est une technique
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classique permettant de connaitre la nature chimique de la paroi cellulaire (lignine, subérine,
cellulose...), cette technique se fait selon les étapes suivantes :

- Trempage des coupes dans I’hypochlorite de sodium (eau de javel) pendant 15 min afin
d’¢liminer le contenu cellulaire et n’avoir que les parois squelettiques.

- Laver soigneusement les échantillons a I’eau de robinet pour éliminer 1’exces d’hypochlorite
et laisser dans 1’eau pendant 5 a 10 min.

-Trempage des coupes dans l'acide acétique pendant 1 & 3 minutes, pour préparation a la
coloration.

-Lavage pendant 5 a 10 min.

-Trempage des coupes dans le vert de méthyle pendant 10 & 15 min. Les parois lignifiées se
colorent en vert et les parois suberfiées se colorent en marron.

- Ringage des coupes a I’eau de robinet et puis laisser les coupes dans I’eau pendant 5 a 10
minutes

-Trempage des coupes dans la solution de rouge du Congo (5 a 10 min).les parois de nature
pectocellulosique se colorent en rose pale ou rose foncé

-Apres le dernier ringage, le montage se fait en déposant une coupe entre lame et lamelle

pour observation au microscope photonique.

2.6.2. Révélation cyto-histo-chimique
Les composés recherchés lors de notre expérimentation sont mis en évidence par des
révélateurs chimiques. (Tableau 3)

v' Révélation des constituants
Des coupes fraiches (sans coloration) sont mises pendant quelques minutes (5 a 10 min) au
contact du révélateur, une observation au microscope photonique est réalisée pour détecter le

composé révélé. La couleur spécifique obtenue pour chaque type de composés est notée.
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Tableau 3 : Composés révélés dans la plante et leur fluorescence au microscope photonique

Tanins

Chlorure de fer (III)

Bleu noire

Trease et Evans,
1987

Alcaloides

Dragendorff

Brun chocolat

(Langeron, 1949) in
(chellat et ouldsaid,
2015)

Subérine

Soudan IV

Rose a rouge

Southerton et
Deverall 1990
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Artemisia arborescens

1. Généralité

Les astéracées ou composées constituent 1’'une des familles botaniques les plus importantes
des plantes médicinales dans les peuplements méditerraniens (Pappas et Sheppard-Hanger,
2000).

Le genre Artemisia est parmi les plus importants et les plus largement distribués genres de
la famille des Astéracées (Baykan et al., 2012), Il comprend 200 a plus de 400 especes (El
beyrouthy et al., 2012), Ce sont des herbes ou petites arbrisseaux, fréquemment aromatiques
(Nezhadali et al., 2010), Ce genre est largement répandu dans 1’hémisphére nord (Younes et
al.,2012)

Selon Stray (1992) plus de 300 espéces du genre Artemisia sont connus, et réparties dans
les steppes et les régions semi-désertiques d’Asie Centrale, d’Afrique du Nord et de
Californie.

Les espeéces d’artemisia sont distinguées par la présence d’huile essentielles, poly-
acétyléniques ainsi que les lignanes, les lactones sesquiterpéniques, les flavonoides
(Radoslaw et al., 2007), les coumarines et les stérols (Kundan et Anupam, 2010)

Les industries pharmaceutiques ont aussi exploit¢ de nombreux composés extraits de
différentes armoises, comme les thujones (4. absinthium), l'artemisinine (4. annua) ou la

verlotorine (4. verlotiorum) (Chier et al., 2002)

2. Artemisia arborescens. L
2.1. Origine et répartition

Artemesia arborescens est Originaire d’Europe Méridionale, d’Asie Mineure et d’Afrique
du Nord, cette plante est cultivée un peu partout dans les jardins Marocains (Boullard, 2001).

En Algérie, ou elle est souvent appelée Chiba, elle est trés commune sur les coteaux et les
rivages maritimes, dans les rocailles et les broussailles du littoral (Ait Youssef, 2006)

Selon Quezel et Santa (1983), Elle se trouve a Médéa et Théniet El-had.
Garecia et al (2006), ont révélé que cette espece se trouve aussi dans la région de Blida a 1'état
naturel, et au jardin d'essai EL Hamma (Alger), aux parcs nationaux de Gouraya (Tipaza) et

de Bejaia a 1’état cultivé.
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2.2. Classification

Artemisia arborescens

Bernard (2010), a donne la classification suivante (Tableau 1) :

Tableau 1 : Classification de la plante Artemesia arborescens

2.3. Caractéristiques Morphologiques

Reégne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Artemisia
espece Arborescens
(Bernard, 2010)

L Artemisia arborescens est un arbrisseau de 40cm a 1 métre de haut (Figure 1). L odeur de

toute la plante est particulicre, trés accusée et trés aromatique et sa saveur est fortement amere

et aromatique (Ait Youssef, 2006), elle est caractérisée par des tiges semi-ligneuse.

Figure 1: Plante de Artemesia arborescens (Afkir, 2012)




Artemisia arborescens

Les feuilles sont vert grisatre (Militello, 2009), persistantes, a pétiole articulé (figure2),
soyeuses, et finement découpées ; elles sont portées par des rameaux dressé€s et rapprochés,

les feuilles inferieurs trois fois divisé en lobes étroits et allongés, les supérieurs un ou deux
fois (Rameau et al., 2008)

Figure 2 : Alternance des feuilles sur le pétiole de Artemesia arborescens

(Pappas et Sheppard Hanger, 2000)

Les fleurs a corolle glabre sont de couleur gris jaunatre en été, ¢’est une espéce hermaphrodite
(Baba Aissa ,1991). Les capitules sont disposés en grappes (Figure 3). La pollinisation se

fait par le vent. Les fruits sont des akénes glanduleux (Rameau et al., 2008).

Figure 3 :

Inflorescence de A. arborescens (Franck le Dirant, 2011)
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2.4. Composition chimique

D’aprés Lamharrar et al (2005), Artemisia arborescens contient des amers tels que
labsinthine, 1’artémisine, les acides malliques et succiniques, les sels de potassium et le
magnésium.

Selon Ait Youssef (2006), A. arborescens contient une huile essentielle, de couleur bleue
qui renferme surtout :

e [-thuyone (39 a 74%), Camphre (2 a 21%).
e Différents carbure terpénique : dont de 1’ I’a-pinéne, B-cubébéne, du Myrcéne du

terpinene-4-ol, du cinéolé-1,8 ; de chamazuleéne 0,6 a 6%.

Selon Younes et al (2012) I’analyse chimique de I’HE de Artemesia arborescens récolté

en Algérie présente une richesse en camphre avec une teneur variait entre 81,8 a 90,2%.

2.5. Usage traditionnelle et thérapeutique

En Algérie la plante Artemisa arborescens était employée, en usage interne comme remede
antihelminthique et en Egypte, comme vermifuge. (Ait Youssef, 2006) Au Maroc, la plante
¢tait employée en usage interne, comme vermifuge et le rameau y est encore employé sous
forme d’infusé (un petite rameau dans un théic¢re), comme remede antispasmodique, tonique
et réchauffant (Ait Youssef, 2006). Ainsi en infusion, elle jouit d’une réputation de
« panacée » : apéritive, cholagogue, digestive, diurétique, emménagogue, fébrifuge

(Boullard, 2001) et abortive (Bnouham et al., 2002)

Les huiles essentielles de Artemisia arborescens sont conseillées pour soulager les troubles
de la digestion et les lourdeurs d’estomac (Lamharrar et al., 2005). La présence du
chamazuléne lui donne des propriétés anti —inflammatoires et antipyrétiques (Sacco et al.,

1983)

L’armoise arborescente est antiallergique, antihistaminique et anti- inflammatoire
(particulierement indiquée contre 1’asthme, et le rhume des foins), elle est calmante du
systéme nerveux parasympathique, décongestionnant veineux. En usage externe, les feuilles
fraiches pilées sont utilisées en cataplasme pour cicatriser les blessures et traiter les morsures

de serpentes et les piques des scorpions; elle est antitussif, antispasmodique,
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hypoglycémiante, diurétique, lithonriptiques (calcaire rénaux) ; mélangée a I’huile d’olive ;

elle permet une soudure rapide d’os fracturés. (Arnold et al., 1993)
2.6. Toxicité de Artemisia arborescens

C’est une plante dont 1’'usage devient dangereux, dés que les doses thérapeutiques sont
dépassées (Bellakhdar, 1997), 12 grammes d’huile essentielle suffisent a provoquer des
convulsions, la constriction des machoires (ou trismus) et I’apparition d’écume aux levres.
(Ait youssef, 2006). La présence des thuyones dans I’huile essentielle d’armoise arborescente

la classe comme contre-indique chez la femme enceinte (Chaintreau et al., 2003).
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Résultats et discussion

1. Caractéristiques des huiles essentielles
Les caractéristiques des huiles essentielles de A.arborescens récoltée de la région de

Cherchell sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Propriétés des huiles essentielles

Forte Bleu foncé Peu mobile Liquide (plus ou
Caractéristique de (Figure 10) moins visqueuse)
I’espece

Selon Ait youcef (2006), la couleur bleu de I’huile de A.arborescens est dii a la présence de
Chamazuléne. La présence de ce composé a été vérifié et confirmé par plusieurs auteurs et
pour diverses origines de cette espece (Sacco et al., 1983 ; Lai et al.,2007 ; Benmokadem,

2002).

Figure 10:I’huile essentielle de 4. arborescens

2. Le screening phytochimique

Les tests phytochimques consistent a détecter les différentes familles de composés
existantes dans la partie étudiée de la plante par les réactions qualitatives de caractérisation.
Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration par des

réactifs spécifiques a chaque famille de composé.
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Les résultats des tests phytochimiques effectués sur 1’extrait aqueux et la poudre de la partie

aérienne de Artémisia arborescens sont regroupés dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Résultats des différentes réactions screening phytochimique

Métabolites secondaires Stade

Anthocyanes

Flavonoides

Glucosides ++ ++

Quinones : Quinones libres

(+++) : Fortement positif (++) : Moyennement positif (-) : Négatif

Les résultats obtenus (tableau 5), montrent ce qui suit:

e les tanins existent avec un rapport plus élevé pour 1’échantillon du stade floraison.

e les glucosides sont présents avec un taux moins élevé.

e Les alcaloides et les mucilages sont faiblement présents.

e Absence totale des anthocyanes, des flavonoides et des quinones.
Les tanins sont définis comme étant des composés poly-phénoliques, hydrosolubles qui ont
une action antiseptique se traduit par des effets antibactériens et antifongiques, ainsi qu’ils ont
la capacit¢ de piéger les radicaux libres comme tous les polyphénols (propriétés
antioxydantes) (Djahra, 2014). En outre, les tanins ont de grandes capacités antioxydantes
dues a leurs noyaux phénols (Peronny, 2005). De méme il a été démontré in vitro que les

tanins sont plus actifs que les vitamines.

En revanche, beaucoup d’alcaloides sont des molécules complexes qui peuvent avoir une

grande toxicité, méme a des doses tres faibles. (Lebreton ,1982)

Zee Cheng (1997), ont montré que les alcaloides renferment un effet détoxifiant et possédent

une treés bonne activité antifongique.
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D’une maniére générale, les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes
pour leurs activités pharmacologiques trés variées ainsi que par leur toxicité Ils agissent en
tant que: analgésique (cocaine), anti-cholinergique (atropine, scopolamine, galanthamine),
anti-malaria (quinine), anti-hypertensive (réserpine), antitussive (codeine), dépressant
cardiaque, stimulant centrale (caf€ine), diurétique, anesthésiant local (cocaine), narcotique

(morphine), anti-tumeur, sympathomimétique (ephedrine), etc... (Bhat et al., 2005)

La présence des alcaloides a été déja détectée chez les espéces du genre Artemisia.
Makhloufi et al (2014), ont noté la présence des tanins, des saponosides et des alcaloides

chez Artemisia herba alba asso.

Juteau et al (2002), ont révélé que la partie aérienne de Artemisia compestris est riche en

métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides et les tanins.

Au terme des ces résultats nous avons noté la richesse des échantillons récoltés en stade
floraison par les tanins, cette différence quantitative selon les stades phénologiques a été déja
notée chez d’autres especes. Asteriscus graveolens subsp.odorus et Asteriscus imbricatus
récolté de deux stades. Les résultats de screening phytochimique a montré la présence des
alcaloides, des coumarines, des tanins et des terpénes. En outre, les saponines et les quinones
libres sont présentes chez les fleurs des deux plantes étudiées et absentes chez les feuilles de

ces deux plantes (Alilou, 2012)

3. Activité antioxydante
3.1. Détermination du pourcentage d’inhibition

Nous avons réalisé la méthode de DPPH pour 1’évaluation de I’activité antioxydante de
I’extrait aqueux de A. arborescens. Les résultats sont montrés dans la figure 11 et le tableau 9

(Annexe III).
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Figure 11: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par I’acide ascorbique

et I’extrait aqueux de A.arborescens

Il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec I’augmentation de
la concentration soit pour la vitamine C ou pour I’extrait aqueux de A. arborescens.

Nous remarquons que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour des échantillons des
deux stades est inférieur a celui de la vitamine C. Pour une concentration de 1000pug/ml, les
deux extraits ont révélé un pourcentage d’inhibition de DPPH de 55,71% (floraison) et
34,04% (feuillaison), Pour la vitamine C ce pourcentage est de (93.82%).

Nous rappelons qu’une étude de I’activité antioxydant de I’H.E de la méme espéce provenant
de la méme région récolté en stade feuillaison a donné un résultat de (49,17%) a la dose de

(1000 pg/ml) (Ouldtabet et Ghettas, 2015)

A partir de ces courbes nous pouvons déterminer les pourcentages de réduction obtenus en
fonction des concentrations utilisées, ainsi la valeur d’IC50 définit la concentration efficace
du substrat qui cause la perte de 50% de ’activit¢ de DPPH, cette derniére est déterminée

graphiquement.
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Les valeurs de ICsy des extraits sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 6: Les ICsode’acide ascorbique et de nos extraits

Extrait Acide ascorbique EA (feuillaison) EA (floraison)

ICsp (ng/ml) 420,61 <50 710

Plus la valeur de ICsy est faible, plus ’activité anti-radicalaire est ¢levée (Pokorny et al,
2001), nous concluons que les extrait aqueux des especes pour les deux stades de récolte
(Feuillaison et Floraison) semblent avoir un effet réducteur faible sur le radical de DPPH
(CI50=710png/ml) par rapport a I’acide ascorbique (420,61 pug/ml).

D’autre part, I’extrait aqueux des échantillons récoltés au stade floraison montre une

meilleure activité antioxydante par rapport a I’extrait des échantillons du stade feuillaison.

L’¢étude réalisée par Younes (2014), menée sur I’activité antioxydant des trois extraits de
Artemisia arborescens prevenant de la wilaya de Tlemcen, a montré que le plus grand
pourcentage de réduction de DPPH a été détecté par 1’extrait aqueux des feuilles (94.73% a la
dose de 1,80 mg/ml). Les autres extraits dichlorométhanique et éthanolique ont montré des
pouvoirs anti-radicalaires avec des pourcentages de réduction plus faibles, de 66.88 % et
91.28%, respectivement. Ce résultats est supérieur a nos résultats, ceci est due a la différence
de taux de composés phénoliques des extraits de la plante A. arborescens, qui peut étre
attribuée a la différence de la solubilité¢ des composées due a la polarité de solvants choisis et
la nature chimique de composé.

Concernant les extraits de la tige, ce méme auteur a noté, un effet antiradicalaire plus
important pour I’extrait éthanolique 93,32% par rapport a I’extrait aqueux. Cela nous laisse
penser que le choix de la méthode d’extraction et la partie de la plante jouent un role tres

importante dans quantification des polyphénoles.

Selon Hertog et al (1993) ; Djeridance et al (2006), I’activité antioxydant de I’extrait de
la plante est essentiellement attribuée aux composés phénoliques. En effet 1'étude comparative
sur la capacité de réduction du DPPH par des produits différents a prouvé que les composés
phénoliques montrent des capacités antioxydantes supérieures au non phénoliques (Jukic et

al., 2005)
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Cette activité peut s’expliquer par la présence des tanins. L’analyse phytochimique a montre
la présence des tanins dans les 1’extraits aqueux surtout pour les échantillons récolté en stade
floraison. Cela peut expliquer la différence de 1’activité antioxydante selon les stades. En
effet, et selon nos résultats c’est I’extrait des échantillons du stade floraison qui montre une
meilleure activité antioxydante.
D’aprées Diallo (2005), les tanins sont des piégeurs des radicaux libres.

Selon De Pooter et schamp (1986), il a ét¢ démontré que les molécules antioxydantes
telles que I’acide ascorbique, tocophérol, flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le

DPPH en raison de leur capacité a céder I’hydrogéne.

4. Activité antimicrobienne

La méthode de diffusion des disques (aromatogramme), nous a permis de mettre en
¢vidence le pouvoir antimicrobien des extraits des parties aériennes de A. arborescens L. vis-
a-vis de quatre bactéries et une levure potentiellement pathogenes sur I’homme. Cette étude
est basée sur la mesure du diamétre des halos d’inhibition des disques imprégnés des huiles
essentielles et des extraits aqueux. Les résultats obtenus sont montrés dans le Tableau 7 et les
figures 18 et 19 (Annexe V)

Tableau 7: Diametres des zones d’inhibitions des huiles essentielles et de 1’extrait aqueux

Souches
E. coli E. faecalis | S. aureus P. Candida
MRSA" aeruginosa | albicans

HE (stade | Diametres Z1 | 20+6,02 | 9,5+0,54 | 12,5+0,54 | Inférieur a 14+5,47

floraison) (mm) 8

Interprétation | (+++) (+) (+) (-) ()

EA (stade | Diamétres ZI | 8,5+0,54 | Inférieur a 9+3,28 9,5+0,54 Inférieur a

floraison) (mm) 8 8
Interprétation (+) (-) (+) (+) (-)

EA (stade | Diametres Z1 | 9,5+£0,54 | Inférieur a 8+2,19 9+0 Inférieur a

feuillaison) (mm) 8 8
Interprétation (+) (-) () (+) (-)

(-) résistante (+) sensible (+ +) tres sensible Extrémement sensible (+++)
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D’apres le tableau 7 et les figures 18, 19, nous remarquons que les diameétres d’inhibition

varient d’une souche a une autre.

L’extrait aqueux de A. arborescens n'a pratiquement aucune activité sur les deux souches :
E.faecalis et C.albicans. Les diameétres de la zone d'inhibition (mm) sont nuls, les souches
résistent. Les bactéries FE.coli, P.aeroginosa et S.aureus sont légérement sensibles aux
extraits (H.E et E.A) des échantillons des deux stades (floraison et feuillaison) avec des zones
d’inhibition de (8,5 ; 9,5 mm), (9,5 ; 9mm) et (9 ; 8mm) respectivement. On peut supposer
que I’activité inhibitrice de I’'EA de A4 .arborescens est due a la présence des tanins et des

terpenes.

L’effet antimicrobien des extraits aqueux de plantes médicinales a été déja montré par
d’autres espéces. Daoudi et Kkeriati (2009), ont enregistré une activité antibactérienne
remarquable avec les extraits aqueux et alcoolique de Lantana camara, Laurier nobilis et
Mentha pulegium avec des zones de 19 mm sur S. aureus, 27 mm sur P. aeroginosa et 39

mm sur £.coli

L’huile essentielle de A.arborescens provenant de la région de Cherchell et récoltée en
stade floraison exerce une activité inhibitrice vis-a-vis de souches testées : une forte inhibition
a été notée pour E.coli avec un diametre de 20 mm. L’activité est moyenne pour S.aureus et
C. albicans avec des zones d’inhibitions de 12,5 et 14 mm, respectivement, et faible sur E.

faecalis (Z1=9,5).

La souche P.aeruginosa, montre une résistance totale vis-a-vis de 1’huile essentielle étudiée

avec un diameétre d’inhibition inferieur a 8 mm.

Nos résultats ont montré que I’huile essentielle appliquée sur les souches microbiennes
possede un pouvoir antibactérien et antifongique plus ou moins important sur la majorité des

souches testées.

Une ¢étude réalisée par Ouldtabet et Ghettas, (2015), sur ’activité antibactérienne de I’HE de
la méme espece récoltée en stade feuillaison (Cherchell), a montré I’efficacité des huiles
essentielles vis-a-vis des souches Enterococcus faecalis et Staphylococcus aureus. Ces huiles
essentielles n’ont présenté aucun effet inhibiteur contre la souche : Escherichia coli. De méme

la souche P. aeroginosa, a montré aussi une résistance vis-a-vis a cette huile essentielle.
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Les résultats de Bezzaouya (2013), ont montré que I’HE de la méme espéce récoltée a
Cherchell en stade feuillaison posseéde une faible activité anti bactérienne. Cependant 1’HE
des échantillons récoltés a Cap Djanet ont montré une activité antibactérienne plus ou moins
importante sur I’ensemble des souches testées (E.coli, K.pneumoniae, S.pneumoniae, S.aureus
MRSA+ et S.aureus MRSA). Exception faite pour la souche P.aeruginosa qui est revenue

résistante (diametre d’inhibition est inférieur a § mm).

D’aprés Younes (2014), 1’étude réalisée sur la méme espéce récoltée au niveau de trois
stations différentes de Tlemcen (Béni Snous, Bidar et Chetouane), a montré que 1’huile
essentielle de I’échantillon de Bidar a une faible activité antibactérienne par rapport aux autres
¢chantillons de Béni snous et chetouane (ZI =10 mm sur E. faecalis). Les échantillons de
Chetouane montre un effet plus fort (ZI=22 mm sur E. faecalis, suivi de la souche
Staphylococcus aureus Z1=15 mm). L’HE des échantillons de la région de Béni Snous est
active vis-a-vis les souches Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis

avec des ZI, respectivement de 14, 15, 16.5 mm.

D’apres El beyrouthy et al (2011), les huiles essentielles de A.arborescens de Liban

possedent une faible activité antibactérienne.

Une autre étude a été réalisée par Baykan et al (2012), sur ’activité antibactérienne de I’huile
essentielle et de I’extrait méthanolique de A. arborescens récoltée en stade floraison de la
région de Turque. Les résultats obtenus ont montré que P.aeroginosa est fortement inhibée
par huile essentielle avec un diamétre d’inhibition de 18 mm. Ces résultats sont contradictoire

aux nos résultats. Cela peut étre expliqué par la différence de 1’habitat.

La résistance de la souche P. aeruginosa aux huiles essentielles n’est pas surprenante ; cette
bactérie possede une résistance intrinséque aux agents biocides, qui est en relation avec la
nature de sa membrane. Cette derniére est composée de lipopolysaccharides qui forment une

barriére imperméable aux composés hydrophobes (Zouari et al., 2010).

Zaika (1988), Ali Shtayeh et al., (1988) ont affirmé que les bactéries a Gram+ sont plus
résistantes aux extraits végétaux par rapport aux bactéries & Gram—.D’autres auteurs ont noté

le contraire (Marino et al., 1999 ; Inouye et al., 2002) en montrant que les bactéries a Gram

=
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positif sont généralement plus sensibles aux huiles essentielles que les bactéries a Gram

négatif .

D’autres résultats sont confirmés par de nombreuses expériences (Cosentino et Tuberoso,
1999, De-Billerbeck, 2002) ayant montré que les bactéries a Gram— sont plus résistantes aux

extraits végétaux que les bactéries a Gram+. Ces résultats est contradictoires a nos résultats.

Ces affirmations n’ont cependant pas été confirmées par d’autre travaux, la susceptibilité des
bactéries est en effet indépendante du Gram (Dorman et Deans, 2000), on dépend des
extraits utilisées (Dean et Ritchie, 1987). Nos résultats pour les autres especes (E.faecalis, S.

aureus) corroborent cette derniére affirmation.

Nous remarquons aussi, que les souches S.aureus, E.faecalis (Gram") sont sensibles a ’action
des HE. Cela peut étre attribuée a la présence d'une forte concentration de camphre (Younes
et al., 2012 ; Baykan et al., 2012), de chamazuléne et de  —thujone (Militello et al., 2012),
qui ont ¢été signalés a poser des propriétés antimicrobiennes (Bozin et al., 2008 ; Tabanc et
al., 2001 ; Bourkhis et al., 2007).0On pense que les composés monoterpéniques, tels que ceux
trouvés dans I’'HE de A. arborescens, peuvent s’accumuler dans la membrane bactérienne et
provoquent une perte de 1'intégrité, de la fuite du contenu cytoplasmique, la perturbation de la

force motrice de protons, la lyse et la mort des cellules (Faleiro, 2011).

D’aprés Younes et al (2012), l'activité antibactérienne des huiles essentielles d'Artemisia
arborescens serait liée a leurs composants oxygénés des monoterpenes (B thujone, a thujone,

terpinen-4,0l ...).

L’étude de l’activité¢ antifongique & montré que, Candida albicans est sensible a nos huiles
essentielles. Ces résultats concordent avec ceux trouvés par (Baykan et al, 2012), qui ont
montré que les HE de Artemisia arborescens agissent de facon active contre la souche
C.albicans, ces mémes résultats ont été trouvés par Lopez-lutus et al (2008) pour I’espece

Artemisia absinthium (diametre d’inhibition de 13mm).

L’efficacité optimal d’un extrait peut ne pas €tre due a un constituant actif principal, mais a
I’action combinée (synergie) de différents composée de 1’origine de cet extrait (Essawi et

Srour, 2000).
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5. Analyses chromatographiques

Des analyses chromatographiques (CG/MS) des HE de Artemisia arborescens récoltée en
stade feuillaison dans la région de Cherchell ont été déja réalisée par Ouldtabett et Ghettas
(2015), nous avons jugé utile d’utiliser les résultats obtenus pour une interprétation
complementaire. Les résultats obtenus ont révélé la présence de plusieurs composées, les

plus importants sont montrés dans le tableau 8

Tableau 8: Principaux composants chimique des huiles essentielles de Artemisia arborescens

N° Principe actif T.R Teneur(%)
01 a Thujone 21.725 1.784
02 B Thujone 23.460 45.635
03 Terpinen-4,0l 27,277 2,588
04 B eudismol 57,480 10,115
05 Chamazuléne 61.996 17.897

T.R : temps de rétention

D’aprés le tableau 8, nous remarquons que les huiles essentielles sont composées,
principalement de B-thujon (45.635%) et de Chamazulene (17.897%).
D’autres constituants plus ou moins importants, dont la teneur est plus faible, sont présents

tels que : B Eudismol (10.115%), Terpinen-4, ol (2,588%), et a Thujon (1.784 %).

Selon Msaada et al (2015), Le Camazuléne est identifié comme étant le constituant

majoritaire dans 1’huile essentielle de Artemisia absintium, originaire de la Tunisie (39,93%).

William et a/ (2011), ont montré que les huiles essentielles de Artemisia rutifolia récoltée de

deux régions de Tadjikistan est riche en 3 thujone (47,3% et 36,1%), respectivement.

El beyrouthy et al (2012), ont détectés 43 composés dans I’huile essentielle de A4.
arborescens L. récoltée au Liban parmi lesquels B-thujone (68.5%), chamazulene (12.3%) qui

sont les plus abondants.

L’¢tude de la composition chimique de I’huile essentielle de I’espéce provenant des USA, a
permis d’identifier une vingtaine de composés représentant un pourcentage d’identification de

99.09%. Les composés majoritaires sont: Chamazuléne (39.60%), camphre (16.71%),
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germacrene D (7.15%), myrceéne (5.05%), B-caryophylleéne (3.56%) (Pappas et Sheppared-
Hanger, 2000).

Cependant, I’HE de A4. arborescens L. collectée au Turquie est caractérisée par sa richesse

en Camphre (33.39%), Chamazuléne (21.05%) (Baykan et al., 2012).

Les travaux de Fransesco et al (2006), Militello et a/ (2012) sur 1’huile essenticlle de A.
arborescens L. récoltée de deux régions d’Italie (Sardaigne et Sicile) ont montré, la présence
de B-thujone (23.97%, 45.04% respectivement,), Camphre (35.73%, 6.78% respectivement),
et le Chamazuléne (7.66%, 22.71% respectivement).

Une autre étude sur I’huile essentielle de 4. arborescens L., provenant de trois stations de
Sud de I’'ltalie (Sicile, Calabre et I’Ile de Lipari), a été réalisée par Lo Presti et al/ (2007). Les
résultats obtenus ont révélé la présence de 42 composés. Les plus majoritaires sont
respectivement: le camphre (21.4%, 39.5%, 20.1%) et le chamazuléne (37.6%, 27.1%,
34.6%).

L’huile essentielle de I’espéce marocaine est composée principalement de [B-thujone
(30.06%), Camphre (21.67%), Myrcéne (9.10%) et e Chamazuléne (1.45%) (Pappas et
Sheppared-Hanger, 2000)

En Algérie 1’¢tude de I’huile essentielle de A. arborescens L. effectuée par Abderrahim et al
(2010) a permis I’identification de deux composés majoritaires: chamazuléne (30.2%) et -

thujone (27.8%).

D’autre part Benmokadem (2002), a montré que Artemisia arborescens L récoltée a Blida
renferme neuf composés chimiques dont : sabinene (1.02%), myrcene (1.48), linalol (1.42%),
B-thuyone (47.52%), camphre (10.93%), borneol (2.66%), spathulenol (4.10%), - eudesmol
(4.15%), chamazuléne (3.97%).

Au terme de ces résultats et de la littérature nous pouvons dire que I’HE de 4. arborescens

représentant des chémotypes différents selon les régions. En effet, il semble que la race
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chimique de I’espéce de Cherchell est 4. arborescens a B-thujone. Ce méme résultat est
obtenu pour ’espéce de I’Italie et de Maroc.
La race chimique de I’espéce des USA est A. arborescens a Chamazuléne. Celle de la Turquie

est A. arborecens a Camphre.

Nous remarquons dans 1’ensemble que se sont souvent les deux composées B-thujone et

chamazuléne existants dans 1’huile essentielle de A. arborescens.

Selon Younes (2012), il y a plusieurs facteurs qui influent sur la composition chimique et
le rendement des huiles essentielles tels que : le lieu et la date de récolte, la méthode
d’extraction choisie, la partie de la plante utilisée, le stade phénologique, les facteurs

¢cologiques et environnementaux et les facteurs génétiques.
6. Etude cyto-histochimique

L’étude cyto-histo-chimiques, permet de connaitre les sites accumulateurs des quelques
métabolites secondaires. Les coupes transversales de la tige de Artemisia arborescens sont

mentionnées dans les Figures : 12, 13, 14 et 15.

=]
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Figure 12 : Coupe transversale de la tige observée au microscope photonique. G : 250%

= La coupe transversale de la tige, montre la présence d’une poche dans le parenchyme
corticale entourée par plusieurs assises des cellules aplaties. Cette poche (Figure 12) peut
étre le site d’accumulation de 1’huile essentielle Cette étude doit étre confirmée par des

révélateurs.

= L’observation du parenchyme médullaire et cortical montre la présence d’oxalate de

calcium. (Figure 13)

44
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Figure 13: Parenchyme médullaire observé au microscope photonique. G : 250 x

L’incorporation de Fecls; a montré la présence des tanins sous formes des taches foncés au

niveau des cellules du parenchyme (Fig 14).

Figure 14 : Observation des tanins au niveau du parenchyme cortical d’une coupe

transversale de la tige de A.arborescens au microscope photonique. G : 400 x

E
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= L’incorporation de réactif de dragendorff a montre la présence des alcaloides a la

périphérie de la coupe (Fig 15).

Figure 15 : Coloration en rouge par le réactif de dragendorff au niveau du parenchyme

cortical de la tige observée au microscope photonique. Gr : 250%

Ces observations ont confirmés 1’analyse de la poudre et de 1’extrait aqueux par screening.
Nous notons la présence des alcaloides a la périphérique de la tige, les tanins sont localisés
dans les tissus les plus internes. Ces résultats peuvent nous aider dans le choix de la méthode

d’extraction de 1’un ou des deux métabolites secondaires (Alcaloides, tanins).

= Latige traitée par soudan IV, a montré 1’absence des subérines.

E



Résumé

L’objectif de ce travail est 1’évaluation de ’activité antioxydante et antimicrobienne des
extraits de Artemisia arborescens récoltée dans la région de Cherchell, en deux stades

phénologiques différents.

Le screening phytochimique des feuilles et des fleurs de 1’espece étudiée a révelé la présence
des alcaloides, glucosides et des tanins avec un rapport plus élevée pour les échantillons du

stade floraison.

L’analyse de I’huile essentielle par CG/MS de la partie aérienne de la plante récoltée en stade
feuillaison dans la méme région, a montré la présence des composées majoritaires : B-thujone

(45,635%), chamazuléne (17,897%) et 3- eudismol (10,115%).

L’activité antioxydante de 1’extrait aqueux a été évaluée par la technique de DPPH, Les
résultats obtenus ont montré 1’existence d’une activité plus au moins importante pour les

¢échantillons récoltés en stade floraison (ICsp= 710 pg/ml).

L’activité antimicrobienne des extraits (huile essentielle et extrait aqueux) de la plante a été
testée par la méthode de diffusion du disque. Les résultats ont prouvé 1’efficacité de la plante
sur des souches gram positif E.faecalis et S.aureus (Z1=9,5 mm ;12,5 mm, respectivement)
ainsi que sur les souches E. coli et C.albicans ( ZI= 20 mm ;14 mm, respectivement) . Ceci
pourrait justifier 1’utilisation de Huile essentielle de Artemisia arborescens dans le traitement

de diverses infections en médecine traditionnels.

Mots clés : Artemisa arborescens, huile essentielle, CG/MS, effets antioxydants, effets

antimicrobiennes.
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