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Introduction

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I'hnomme, puisqu'il s'en sert

pour se nourrir, se soigner et parfois dans ses rites religieux.

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a I’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, 1’histoire des peuples montre que ces plantes

ont toujours occupé une place importante en médecine (Fellah et al., 2006).

Différentes plantes aromatiques sont caractérisées par la biosynthése de molécules

odorantes qui constituent ce qu’on appelle les huiles essentielles (El Kalamouni, 2010).

Les huiles essentielles des plantes ont trouvé leur place en aromathérapie, en pharmacie,
en parfumerie, en cosmétique et dans la conservation des aliments. Leur utilisation est liée a

leurs larges spectres d’activités biologiques connues (Amarti, 2010).

L'Algérie est dotée d'un patrimoine floristique tout aussi riche que varié, notamment
dans le domaine des plantes aromatiques. Cette richesse se doit aujourd'hui d'étre exploitée, et
plus particulierement en ce qui concerne I'extraction des huiles essentielles vu I'importance
économique qu'elles représentent du fait de leurs propriétés biologiques, thérapeutiques,
odoriférantes.....etc, de leur impact au niveau de l'environnement et de leurs multiples
utilisations dans diverses industries (pharmaceutique, cosmétique et alimentaire) (Bekhechi,
2008).

L’Artemisia herba alba, ou encore 1’armoise blanche désignée en arabe sous le nom de
« chih » de la famille des Asteraceae, pousse généralement en touffes de tailles réduite. C'est
une plante a différents usages. Elle se caractérise par sa richesse en huile essentielle; sa forte

valeur fourragére et son role écologique trés important contre 1’érosion et la désertification.

(Bouzidi, 2016).

Notre choix est portée sur cette plante aromatique, car elle est trés répandue en Algérie

et largement utilisée en médecine traditionnelle.

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de I’extraction des huiles essentielles et étude

de leur activité biologique notamment les activités antibactériennes et antifongiques.
Notre travail est réparti en deux parties :

» La premiere partie est relative a I’étude bibliographique subdivisée en 2 chapitres.
Dans le premier chapitre nous rappelons briévement les connaissances actuelles sur 1’espece
étudiée. Le deuxiéme chapitre élucide une généralité sur les huiles essentielles d’Artemisia

herba alba.



Introduction

* La deuxiéme partie est relative a 1’étude expérimentale présente deux chapitres. Le
premier chapitre est celui de matériel et méthode et le deuxiéme chapitre est celui des résultats

et discussion.
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Chapitre 1 Artemisia herba alba Asso

1.1. Les plantes aromatiques
La plante aromatique est une plante qui contient des molécules aromatiques volatiles ou
odorantes dans un ou plusieurs organes producteurs que sont les feuilles, les fleurs, les fruits,

les graines, I’écorce et les racines.

Les plantes aromatiques capables de synthétiser une essence sont peu nombreuses.
Parmi les 800000 espéces végétales, seules 10% en sont capables. Parmi les familles
aromatiques les plus représentatives : les Abiétacées, les Apiacées, les Astéracees (tanaisie,
inule, armoise,...),... (Zahalka, 2010).

1.2. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui auraient une activité
pharmacologique pouvant conduire a des emplois thérapeutiques et cela grace a la présence
d’un certain nombre de substances actives dont la plupart agissent sur I’organisme humain.

Elles sont utilisées en pharmacie humaine et vétérinaire, en cosmétologie (Badulka, 2007).

De fagon plus large, une plante médicinale et un végétale doué d’un effet thérapeutique

sur I’organisme sans étre toxique a dose normale (Debuigne et Couplan, 2009).
1.3. Armoise blanche « Artemisia herba alba »

1.3.1. Définition

Artemisia herba alba est une espéce steppique de la famille des Astéracées (Quezel et
Santa, 1963). C'est une plante essentiellement fourragére, tres appréciée par le bétail comme
paturage d'hiver. Elle présente une odeur caractéristique d’huile de thymol et un golt amer

d’ou son caractére astringent (Nabli, 1989).

Connue depuis des millénaires, I'Artemisia herba alba (armoise blanche) a été décrite
par I'historien grec Xénophon, dés le début du Ve siecle dans les steppes de la Mésopotamie
(Francis, 2001).

1.3.2. Classification botanique

Phylum: Angiospermeae

- Sous Phylum: Dicotylédones
- Ordre: Gampanulatae

- Famille: Asteraceae

- Sous-famille: Asterioideae
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Tribu: Anthemideae

Sous tribu: Artemisiinae

Genre: Artemisia

Espéce: Artemisia herba alba (Dupont, 2004).

1.3.3. Répartition géographique

Le genre Artemisia est un membre d’une grande variété de plantes appartenant a la
famille des Asteraceae (Compositae). Plus de 300 différentes de ce genre se trouvent
principalement dans les zones arides et semi arides d’Europe, d’Amérique, 1’ Afrique du nord
ainsi qu’en Asie. Qui abonde au Moyen-Orient, dans le sud Algérien et au Maroc, sur sable
profonds (Boullard, 2001).

En commun avec plusieurs d’autre espéce de ce genre, I’Artemisia herba alba Asso,
plante caractéristique du moyenne-orient d’Afrique du Nord, est utilisée en médecine

traditionnelle pour traiter plusieurs maladies.

L’armoise blanche se développe dans les zones bioclimatiques qui vont de la partie

supérieure semi-arides a la partie inferieur Subsaharienne (Gharbi et Sand, 2008).

1.3.4. Description botanique

Artemisia herba alba Asso est une plante herbacée a tiges ligneuses et ramifiées, de
30 a 50 cm, tres feuillées avec une souche épaisse. Les feuilles sont petites, blanches et
laineuses et a aspect argenté. Les fleurs sont groupées en grappes, a capitules trés petites et

ovoides de 1,5 a 3 mm de diamétre (Bezza et al., 2010).

L'involucre est a bractées imbriquées, les externes orbiculaires et pubescentes. Le
réceptacle floral est nu avec 2 a 5 fleurs jaunatres par capitule toutes hermaphrodites (Pottier,
1981).

La saison d'automne est considérée comme une période trés favorable pour la bonne
croissance végétative de I'Artemisia herba alba Asso, la floraison commence en Juin et se

développe essentiellement en fin d'été (Gharabi et Sand, 2008).
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Figure 1. Artemisia herba alba (Messai, 2011).

1.3.5. Composition de la plante

Sa composition chimique est completement dépourvue d'alcaloides (Gseryra, 2011). La
plante est riche en composés polyphénoliques qui sont les meilleurs antioxydants, flavonoides
et tanins. Elle contient aussi des anthocyanes, des acides phénoliques et d’autres substances.
Les études phytochimiques ont montrés que ’ivette contient aussi des diterpénoides, des
iridoides et des saponosides acides (Boudjelal, 2013). Au Maghreb, I'Artemisia herba alba

constitue un fourrage particulierement intéressant.

Les plantes de la famille des Astéracées, ont fait l'objet de plusieurs études
phytochimiques par intérét économique surtout pour leurs huiles essentielles. Les molécules
identifiées sont les sesquiterpenes lactones, les coumarines et les hydrocarbures acétyléniques
(Da Silva, 2004).

1.3.6. Usage traditionnel de I’armoise blanche
Son histoire thérapeutique est trés diversifiée et connue depuis longtemps dans les
médications traditionnelles. L.’armoise blanche a été utilisée comme aromatisant dans le thé et

le café.

L’Artemisia herba alba est trés utilis€ en médecine traditionnelle lors d’un désordre
gastrique tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi utilisée en tant que

remede de I’inflammation du tractus gastro-intestinal (Gharabi, 2008).

De loin le plus fréquemment cité est l'utilisation de 1’Artemisia herba alba Asso dans le
traitement du diabéte sucré (Twaijha et Al-Badre, 1988). Plusieurs études scientifiques ont

également prouvées I’efficacité de 1’armoise blanche en tant qu’agent antidiabétique,
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antiparasitaire, antibactérien, antiviral, antioxydant, antimalarien et antihémorragique
(Boudjelal, 2013).

1.3.7. Toxicites

A forte dose, I'armoise est abortive, neurotoxique et hémorragique. La thujone constitue
la substance toxique et bioactive dans I'armoise et la forme la plus toxique est I'alpha-thujone.
Elle a des effets convulsivantes (Aouadhi, 2010).
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2.1. Définition
Le terme « huile essentielle » fut inventé par le médecin suisse Parasculus Von

Hohenheim afin de désigner le composé actif d’un remede naturel (Porter, 2001).

On les appelle couramment: essences, essences végetales, huiles ou essences

aromatiques, parfums, huiles volatiles.

La norme francaise AFNOR NF T75-006 définit I’huile essentielle comme « un produit
obtenu a partir d’une matiére premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit
par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par distillation a sec.

L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques »

(Bruneton, 1999).

2.2. Répartition botanique, localisation

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les
genres capablent d’élaborer les constituants qui composent les huiles essentielles sont répartis
dans un nombre limité de famille (ex : Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae...) (Anton et

Lobstein, 2005).

Les huiles essentielles sont retrouvées dans tous les organes de la plante racines,
feuilles, fleurs........ etc. Elles sont localisées dans le cytoplasme de certaines cellules
vegétales sécrétrices spécialisées, qui se situent dans un ou plusieurs organes de la plante
(Loupy, 2006).

2.3. Role écologique
Les composés organiques volatils des huiles essentielles permettent a la plante de
communiquer avec les plantes voisines et également entre ses propres organes. lls lui servent

également de moyen de défense (Dudareva et al., 2006).

2.4. Composition chimique des huiles essentielles

Pour la Pharmacopée francaise, les huiles essentielles sont des produits de composition
généralement assez complexe renfermant plusieurs centaines de molécules chimiques
differentes. Les plus freqguemment rencontrés sont les alcools (phénols et sesquiterpénes), les
cétones, les aldéhydes terpéniques, les esters, les éthers, les terpenes et les oxydes. Ces
principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la
préparation (Baghdad, 1988).
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2.5. Facteurs influengant la composition des huiles essentielles

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant divers
condition: I'environnement, le génotype, l'origine géographique, la période de récolte, le
séchage, la température et la durée de sechage, les parasites, les virus et les mauvaises herbes
(Olle et Bender, 2010).

2.6. Propriétés des huiles essentielles

2.6.1. Propriétés physico-chimiques
- Ce sont généralement des liquides a température ordinaire.

- La coloration varie de I’incolore au jaune pale.

- La densité est en général inférieure a celle de 1’eau (de 0,850 a 0,950).

- Leur point d’ébullition varie de 160° a 240° C.

- Les huiles essentielles sont solubles dans les graisses et les solvants apolaires.
- Elles sont altérables et trés sensibles a 1’oxydation (Jacques et Paltz, 1997).

2.6.2. Propriétés antimicrobiennes

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles sont différentes en fonction de la
matrice a laquelle elles sont ajoutées, ou du fait du contact avec les macromolécules comme
les lipides ou les protéines qui protégent les micro- organismes de 1’action des huiles
essentielles (Malecky, 2008).

2.6.2.1. Activité antifongique
Les huiles essentielles agissent sur un large spectre de moisissure et de levure en
inhibant la croissance des levures et la germination des spores, I’¢longation du mycélium, la

sporulation et la production de toxines chez les moisissures.

En effet, les composés terpéniques des huiles essentielles et plus précisément leurs
groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes réagissent avec les enzymes
membranaires et dégradent la membrane plasmique des levures (Knobloch et al., 1989). Ils
ont constaté également que les alcools et les lactones sesquiterpéniques avaient une activité

antifongique.

2.6.2.2. Activité antibactérienne
Les huiles essentielles ont deux sortes d’activités sur les microorganismes, une activité

Iétale (bactéricide) et I’autre inhibitrice de la croissance (bactériostase) (Kunle et al., 2003).
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D’une manicre générale, 1’action des huiles essentielles se déroule en trois phases :

» Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation

de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires

» Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire
et la synthese des composants de structure
> Destruction de matériel génétique, conduisant la mort de la bactérie (Burt, 2004).
2.7. Méthodes d’extraction et d’analyses des huiles essentielles
2.7.1. Hydrodistillation
Selon 1’Association Frangaise de Normalisation (AFNOR) et la pharmacopée
européenne I’hydrodistillation est la méthode la plus indiquée pour I’extraction d’une huile

essentielle et le contréle de sa qualité (Selles, 2012).

Elle consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter (intact ou
¢ventuellement broy¢) dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté¢ a ébullition. Les

vapeurs hétérogeénes sont condensées sur une surface froide et 1’huile essentielle se sépare par

différence de densité (Bruneton, 2009).

2.7.2. Distillation par entrainement a la vapeur d’eau
Le matériel vegétal est placé sur une grille perforée a travers 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 (Hellal, 2010).

2.7.3. Hydrodiffusion
La vapeur d'eau est pulsée a travers la masse végeétale, du haut vers le bas. Le flux de
vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux techniques

classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant (Chemat, 2009).

2.7.4. Expression a froid

Le procédé est simple mais ne s’applique qu’aux agrumes dont 1’écorce des fruits
comporte des poches sécrétrices d’essences. Son principe consiste a rompre mécaniquement
les poches a essences. L'huile essentielle est séparée par décantation ou centrifugation.
D'autres machines rompent les poches par dépression et recueillent directement I'huile
essentielle, ce qui évite les dégradations liées a I'action de I'eau. Le produit ainsi obtenu porte

le nom d’essence (Roux, 2008).
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2.7.5. L’extraction par solvants

Cette technique est utilisée pour les plantes fragiles qui sont plongées dans une
préparation chimique provoquant la dissolution des substances aromatiques Apres séparation
du solvant par distillation, le produit doit étre dissout avec de 1’alcool (Lardry et Haberkorn,

2007).

2.8. Toxicité des huiles essentielles

D’apres la confédération de Suisse certaines substances naturelles peuvent présenter
des effets néfastes pour I'nomme au méme titre que certaines substances de synthese. Les
huiles essentielles contenant surtout des phénols et des aldéhydes peuvent irriter la peau, les

yeux et les muqueuses.

De plus, certaines huiles essentielles peuvent provoquer des réactions cutanées

allergiques (Meynadier et Raison-Peyron, 1997).

Les huiles essentielles qui sont utilisées en parfumerie peuvent se comporter en irritant
des muqueuses respiratoires et favoriser le déclenchement de crises d’asthmes pour les
asthmatiques. Une ingestion accidentelle d’huile essentielle peut, selon la sorte et la quantité,

générer une toxicité élevée voir un coma et méme la mort.

10



Partie
Experimentale



Chapitre 3
Materiel et méethodes



Chapitre 3 Matériel et méthodes

3.1. La matiere végétale
3.1.1. Zone de I’étude

L’espéce Artemisia herba alba sur laquelle nous avons travaille a été recolté de la

région d’Ain Zaatout, située dans la wilaya de Biskra.
3.1.2. Lareécolte

Les parties aériennes de 1’armoise blanche ont été recueillies en fin du mois décembre
(28.12.2018).

Figure 2. Artemisia herba alba (photo originale).
3.1.3. Séchage

La plante a été nettoyée et séchée a 1’aire libre, a I’ombre et a température ambiante. La
période de séchage a duré un mois. Apreés séchage les parties aériennes ont été broyées (200g)

pour extraire 1’huile essentielle (figure 3).

(a) (b)

Figure 3. Artemisia herba alba : a) plante séchée; b) plante séchées et broyée.
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3.2. L’extraction des HE d’Artemisia herba alba
3.2.1. Dispositifs d’extraction

Deux méthodes d’extraction des essences végétales ont été appliquées dans le présent

travail.

3.2.1.1. Hydrodistillation

Dans cette méthode, I’extraction des huiles essentielles a été effectuée a I’aide d’un
appareil de type Clevenger. 200g des parties aériennes de la plante ont été introduites dans un
ballon de 2 litre, imprégné dans 1700 ml d’eau distillée, 1’ensemble est porté a ébullition
pendant 5 heures. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les HE se séparent de
I’hydrolysat par simple différence de densité, I’HE étant plus 1égere que 1’eau, elle surnage
au-dessus de I’hydrolysat. On obtient ainsi deux phases non miscibles que 1’on peut séparer

par décantation (Degryse et al., 2008),(Figure 4).

Figure 4. Montage d'extraction par hydrodistillation (Photo orignale).

3.2.1.2. Entrainement a la vapeur d’eau
Dans cette méthode, ’extraction a été durée 5 heures de temps et a porté sur 200g de
matiere végétale séchée.
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La matiere végétale est placée dans une ampoule relier a un ballon de 2L remplir d’eau
(montage Clevenger). La vapeur d’eau endommage la structure des cellules végétales et libére
ainsi les HE qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. La décantation du distillat donne
deux phases : une phase organique sous forme d’une huile essentielle et une phase aqueuse
(Figure 5).

Figure 5. Montage d'extraction par entrainement a la vapeur d’eau (Photo originale).

3.2.2. Conservation des huiles essentielles
L’HE extraite est conservée a I’abri de la lumiére et d’oxygene dans un flacon en verre
fermé hermétiqguement pour éviter toute dégradation du produit, la conservation a éeté

effectuée a une température de +4°C.

3.2.3. Rendement de I’extraction
Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’huile essentielle
obtenue et la masse du matériel utilisé pour cent. Apres récupération d’huile essentielle, le

rendement est calculé par la méthode suivante (AFNOR, 2000).
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@(%)z M/MO@

RHE : Le rendement en huile essentielle (%).

M : la masse de I’huile essentielle en gramme.
MO : la masse de la plante en gramme.
3.3. Etude de Pactivité antibactérienne

Pour mettre en évidence 1’activité antibactérienne in vitro de I’HE d’Artemisia herba
alba, nous avons utilisé la méthode de diffusion sur disques (aromatogramme) pour tester la
sensibilité des souches et ensuite par la méthode de microdilution pour déterminer les valeurs
de CML.

> Les souches bactériennes testées
L’activité antibactérienne d’huile essentielle d’Artemisia herba alba a été évaluée sur

six souches bactériennes dont trois a Gram négatif et trois & Gram positif (Tableau 1).

Parmi les six souches testées, quatre sont des souches de référence de type ATCC,
fournies par le laboratoire microbiologique 1’Hopital Hakim Saadan Biskra, et deux souches
cliniques SARM (Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline), isolées du pus de certains
malades par le laboratoire microbiologique de 1’Hépital de Tolga. Les souches bactériennes
choisies pour cette étude sont des bactéries pathogénes impliquées fréquemment dans diverses

pathologies humaines et animales et multi-résistantes aux antibiotiques.

Tableau 1. Souches bactériennes testées.

Bactéries a Gram positif Bactéries a Gram négatif

Deux souches S. aureus résistant a la | Pseudomonas aeruginosa ATCC 1028

méthicilline (SARM) Escherichia coli ATCC 1825

Staphylococcus aureus ATCC 1253 Escherichia coli ATCC 25922
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3.3.1. Préparation des pré-cultures

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant
de la gélose nutritive préparer précédemment (voir annexe 1) et incuber pendant 24 h & 37°C

afin d’obtenir une culture jeune des bactéries et des colonies isolées (Figure 6).

Figure 6. Préparation des pré-cultures (photo originale).

3.3.2. Préparation de I’inoculum

A l'aide d’une anse de platine nous avons prélevée quelques colonies bien isolées et sont
mises en suspension dans 10ml du bouillon Mueller Hinton (BMH) préparer précédemment et
stériliser (voir annexe 1). Puis cette suspension est ajustée au standard Mc Farland 0,5 a I’aide
d’un spectrophotomeétre, correspondant a une densité optique DO entre 0,08 a 0,13 lue a 625
nm, ce qui correspond & une suspension contenant environ 10® UFC/ ml (CA-SFM, 2013),
(Figure 7).

Figure 7. Inoculum préparé et standardisé & 108 UFC/ ml (DO = 0.08-0.13), (photo originale).
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3.3.3. Méthode de diffusion des disques sur milieu solide

Cette méthode est appelée aussi méthode de I’aromatogramme, ou technique de
I’antibioaromatogramme ou encore méthode de Vincent (Pibiri, 2005). Cette méthode nous
permet la détermination de la résistance ou la sensibilité de ces bactéries vis-a-vis de cette

huile essentielle.
> Principe

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage avec 1’inoculum préparé (CA-SFM,
2013). A I’aide d’un écouvillon stérile, introduit dans la suspension bactérienne et essoré
contre la paroi interne du tube, réaliser des stries paralleles et aussi serrées que possible a la
surface d’une boite de Pétri préalablement coulée avec la gélose de Mueller- Hinton. Répéter

I’opération trois fois en tournant la boité 60° et en tournant 1’écouvillon sur lui-méme.

Des disques stériles de papier filtre N° 3 de 6mm de diamétre, imprégnés de 10 ul de huile
essentielle (HE) a tester, ont été déposés d’abord sur la face interne du couvercle pendant 1-2
min afin d’évaporer le surplus de I’HE, ensuite transférés a la surface de la boite de Pétri

ensemencée. L opération a été répétée deux fois (Figure 8).

Pour chaque bactérie a tester, des essais témoins (disque sans huile essentielle) ont été
réalisés. Les boites de Pétri ont été laissées sur la paillasse au moins 15 min pour une pré-
diffusion des huiles avant d’étre incubées a 37°C pendant 18 h (Djenane et al., 2012).

Figure 8. Application des disques de papier Wattman (photo originale)
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3.3.4. Lecture

La lecture des résultats a été faite par la mesure, a 1’aide d’une régle graduée, du
diamétre de la zone d’inhibition formée autour du disque, en prenant la moyenne des deux

essais effectués (Gulluce et al., 2007).

L’appréciation de 1’efficacité de I’HE a été faite selon le critére de Poncé et al. (2003) in
Sanogo et al. (2016) et la sensibilité¢ a I’huile essentielle a été classée par le diametre des
halos d'inhibition :

*La bactérie est non sensible (-) ou I’HE est dite inefficace si le diamétre d’inhibition

moins de 8mm ;

*La bactérie est sensible (+) ou I’HE est dite efficace si le diamétre est compris entre 9

et 14 mm;

*La bactérie est trés sensible (++) ou I’HE est jugée tres efficace lorsque le diamétre est

compris entre 15 et 19 mm;

* La bactérie est extrémement sensible (+++) ou I’HE est jugée extrémement efficace si

le diamétre est supérieur a 20 mm.

Les bactéries montrant une sensibilit¢ a 1’huile essentielle sont sélectionnées pour

déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), (Bouguerra, 2012).
3.3.5. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice en milieu liquide

La CMI ou concentration minimale inhibitrice est la concentration la plus petite d’HE
qui empéche les bactéries de se multiplier. C’est le paramétre le plus utilisé pour mesurer in

vitro I’activité d’un antibiotique (Fauchere et Avril, 2002).

La détermination de la CMI est réalisée par la technique de microdilution en milieu
liquide, en utilisant une microplaque stérile de 96 puits (8 x 12 puits). Une gamme de
concentration allant de 4% a 0,008%, (qui est I’équivalent de 8ul HE/200ul a 0.0156pul/

200ul) a été préparée par la méthode de double dilution.

Déposer stérilement, 8ul de I’HE d’Artemisia herba alba, 2l DMSO a raison de 1% et
190 pl du Bouillon Mueller Hinton (BMH) stérile dans le puits 1. Ensuite déposer 100ul de
(BMH) stérile dans le puits 2 a 10.

Une série de dilution de raison géométrique 2 (ou des dilutions au facteur %) a été

réalisée extemporanément dans le bouillon Mueller Hinton a partir de la solution mére du
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puitsl, par le transfert de 100ul de puits en puits jusqu’au puits 10 (le 100ul du dernier puits a
jeter). 1l faut bien mélanger le contenu du puits.

Du fait de la non miscibilité des H.E. a I'eau et donc au milieu de culture, la mise en
émulsion dans le DMSO a été réalisée afin de favoriser le contact germe/HE. Le choix de la
dilution dans le DMSO (diméthylsulfoxide), a été fait, parce que, le DMSO selon Gachkar et
al. (2006) in Bouguerra (2012) n'a aucun pouvoir antibactérien puissant.

Enfin, déposer 100pl de I’inoculum préalablement dilué au 1/100 (environ 10° UFC/mlI)

dans chaque puits pour avoir une concentration finale de 5. 10° UFC/ml.

La 11leme colonne de la plaque qui contient uniqguement le milieu Mueller Hinton
(200ul) sert de témoin négatif.

La 12éme colonne qui contient 192ul de I’inoculum et 8ul DMSO sert de témoin positif.

Les différents échantillons de bactéries ont été espacés par des lignes de puits vides.
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Série de dilution au facteur 1/2

Figure 9. Méthode de détermination de la CMI par une microplaque.
La microplague est couverte et incubée a 37 °C pendant 24h (Figure 9), (Mann et
Markham, 1998). La lecture est effectuée a I’ceil nu et la CMI est la plus faible concentration

de I’huile a laquelle aucun trouble n’est observé (Eloff, 1998 ; EUCAST, 2003).
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3.3.6. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
La CMB est définie comme étant la plus faible concentration de I'huile essentielle qui

détruit 99,9% de la concentration cellulaire finale.

Aprés la détermination de la CMI, les puits contenant les concentrations en huile

essentielle strictement supérieures a la CMI ont servi pour la détermination de la CMB.

Pour ce faire, un échantillon de 15uL de chaque puits (ne présentant pas de croissance)
sont transférés dans des boites de Pétri contenant 20ml du Mueller Hinton Agar (annexe 1).
Les boites sont incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures. Cette technique nous

permet de Vérifier si les cellules sont viables et cultivables (EUCAST, 2003).

Le rapport CMB/CMI est calculé, il permet de déterminer le pouvoir antibiotique de
I’huile essentielle. Lorsque ce rapport est inférieur ou égal a 4, on dit que I’extrait est

bactéricide et lorsqu’il est supérieur a 4, I’extrait est qualifié de bactériostatique (Eberlin,

1994).

2.4. Etude de P’activité antifongique
Pour étudier I’activité antifongique on a adopté la méthode de contacte directe décrite

par Mishra et Dubey (1994) rapporté par Tatsadjieu et al., (2010).
> Les souches fongiques testées

Les souches fongiques testées pour I’activité antifongique des huiles essentielles
d’Artemisia herba alba, ont été isolées par I’é¢tudiante Ben-Achour Aya, (2019) a partir des
aliments de bétail. Ceci dans le cadre de 1’obtention d’un diplome Master académique, option

Biochimie, Université Mohammed Khider -Biskra-.

Il s’agit de quatre espéces: Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Alternaria

alternata, Penicillium spp.

2.4.1. Test antifongique

Dans des tubes a vis contenant chacun 20 ml du milieu de culture PDA, on ajoute 500
pL d'huile essentielle et du 100ul DMSO. Aprés agitation des tubes, les milieux sont coulés
dans des boites des Pétri. Apres solidification des milieux, un disque mycélien de diameétre
¢gal a 6 mm d’une pré-culture de 7 jours est prélevé et aseptiquement déposé au centre de la

boite. Dans chaque cas, des essais témoins (milieu de culture sans HE) ont été réalisés.

19



Chapitre 3 Matériel et méthodes

Les boites ont été placées a I'étuve a 25°C pendant 7 jours. Les diametres de croissance
mycélienne sont mesurés et comparés a celui des témoins. Les résultats obtenus ont permis de

calculer le Pourcentage d'Inhibition (PI) selon la formule décrite par (Kumar et al., 2007) :

PI (%) = (D-Di)/D

D : diametre de la croissance mycélienne dans un milieu sans huile essentielle (t¢émoin).
Di : diametre de la croissance mycélienne en presence d'huile essentielle.

2.4.2. Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices

La détermination des CMI a concerné uniquement les concentrations en HE ayant
montré un Pourcentage d’Inhibition (PI) égal a 100%. Elle a été réalisée par la méthode
décrite par Billerbeck et al. (2001).

Le milieu de culture utilisé est le milieu PDA (annexe 1). Elle a consisté a incorporer
I’HE a des concentrations variables dans le milieu de culture en fusion. En effet, différentes
concentrations d’huile essentielle : 5, 10, 25, 50 et 100ul ont été testées par leur addition au
20ml du milieu de culture. Ce mélange est coulé dans des boites de Pétri puis agitées et
laissées refroidies pendant 30 min & température ambiante pour permettre une meilleure
solidification. Ensuite un disque mycélien de 6 mm de diamétre de la moisissure a tester a été
transplanté sur les milieux pré-coulés a différentes concentrations. Ces boites ont été incubées

a 25°C pendant 5 jours.

20



Chapitre 4

Reésultats et discussion



Chapitre 4 Résultats et discussion

4.1. Extraction des huiles essentielles

Nous rappelons que I’huile essentielle a été extraite des parties aériennes séches

d’Artemisia herba alba récolté de la région de Ain Zaatout, wilaya de Biskra.

L’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur d’eau sont deux méthodes que nous
avons pratiqué pour extraire les huiles essentielles de la plante étudiée. L’extraction a été faite
sur 2 cycles de 200g chacun. Chaque cycle d’extraction a duré 5 heures de temps. A la fin de
chaque cycle, le distillat est récupéré et conservé dans un flacon hermétiquement fermé, a

I’abri de la lumiére (Figurel0).

(@) (b)
(@) : HE extraite par hydrodistillation.
(b) : HE extraite par entrainement a la vapeur d’eau.
Figure 10. Huile essentielle d’Artemisia herba alba.
4.2. Caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle extraite

Les huiles essentielles de la plante étudiée sont trés aromatiques. Elles sont liquides

huileux et d’une couleur jaune foncé.
4.3. Rendements des huiles extraites

Les rendements en huiles essentielles issues de 1’hydrodistillation et I’entrainement a la
vapeur d’eau, ont été calculés en fonction de la maticre végétale seéche des parties aériennes

d’Artemisia herba alba utilisées dans 1’extraction.
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Le rendement d’extraction exprimé en pourcentage, est calculé par le rapport de la
quantité d’HE extraite sur la quantité de la plante. Les résultats de calcul des rendements

obtenus sont présentés dans le tableau 2.

Tableau 2. Rendement en huiles essentielles d’A. herba alba.

Méthodes Masse de la plante seche | Masse des HE Rendements (%0)
d’extraction 9) (9)
Entrainement a la 200 2.9 1.45
vapeur d’eau (EVE)
Hydrodistillation 200 2.1 1.05
(HD)

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 11.

R%

1,6

1,4 -

1,2

EEVE
mHD

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

EVE HD

Figure 11. Rendement en huile essentielle d’A. herba alba des deux méthodes d’extraction.

Les rendements en huile essentielle d ’Artemisia herba alba obtenus par entrainement a la

vapeur d’eau et par hydrodistillation sont de 1.45% et 1.05% respectivement.

D’apres la figure 11, on constate que le rendement en HE obtenu par entrainement a la

vapeur d’eau (1.45%) est 1égérement supérieur a celui obtenu par hydrodistillation (1.05%).
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Des résultats proches de ceux que nous avons trouvés dans notre travail ont été signalées

par plusieurs auteurs a travers le monde.

Les rendements en huiles essentielles que nous avons enregistrés (1.45 %, 1.05%) sont
inférieures a celui enregistré dans les etudes algériennes faite par Makhloufi et al. (2011)
1,92% ; Soltani et Rounia, (2012) 2,09%. Bezza et al. (2010) ont obtenus un rendement par

entrainement a la vapeur d’eau inférieur a celui que nous avons trouvé (0.95%).

Nos résultats sont inferieurs également a ceux rapporté en Espagne par Salido et al.
(2004) 2,30%.

Haouari et Ferchichi, (2009) ont trouvés un rendement qui varie entre 0,68% et 1,93%
lors d’une étude portée sur 18 échantillons d’A. herba alba. Zouri et al. (2010), a partir
d’échantillons d’armoise blanche récoltés au Sud-Ouest de la Tunisie au stade de floraison
ont trouvé un rendement de 1,45% identique a celui que nous avons trouvé par la méthode

d’entrainement a la vapeur d’eau.

En Espagne, Salido et al. (2004), ont trouvé un rendement en HE de 1’armoise blanche,
au stade de floraison, qui varie de 0,41% a 2,30%, 1’étude a porté sur 16 échantillons de 4

provenances.

Au Maroc oriental, Ghanmi et al. (2008), ont remarqué une variabilité du rendement en
HE d’ A .herba alba de la région de Guercif selon la date de récolte. Les rendements en HE
obtenues en Avril, Juin et Septembre (2008) sont respectivement de 0,86%, 1,23%, et 0,56%.
Imelouane et al. (2010), ont collecté et séché les parties aériennes d’A. herba alba aux régions
climatiques dans I’Est du Maroc (Taforalt) et calculé le rendement en HE. Ils ont obtenus un

rendement de 1,0%.

En Tunisie, Akroute, (1999), chez la méme espéce récoltée dans la chaine montagneuse
des Matmatas (région de Matmata) au cours du mois d’Avril 1999 a trouvé un rendement en

HE d’Artemisia herba alba (0.65%), inférieur a celui que nous avons obtenus.

Zouri et al. (2010), a partir d’échantillons d’armoise blanche récoltés au Sud-Ouest de
la Tunisie au stade de floraison ont trouvé un rendement identique que nous avons trouvé
(1,45%).

Boukrich et al. (2007), en Tunisie (Sud-Est, Centre, Nord-Est), montrent que le
rendement en HE de I’armoise blanche, originaire de 4 régions différentes, varient de 0,63% a

4,29%.
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4.4. Evaluation de I’activité antibactérienne de I'HE
4.4.1. Méthode d'aromatogramme

L’¢étude de cette activité antibactérienne a été réalisée par la technique de diffusion sur
disques. C'est une technique qualitative basée sur la mesure des diamétres d’inhibitions, en
mm autour du disque de papier imprégné des huiles essentielles étudiées. Cette technique
nous a permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien de I’HE vis-a-vis de Six

bactéries.

D’apres (Ponce et al., 2003), un germe est considéré « non sensible » pour un diameétre
inférieur ou égale a 8 mm, « sensible » pour un diamétre compris entre 8 et 14 mm, « trés
sensible » pour un diamétre entre 14 et 20 mm, et « extrémement sensible » pour un diametre

supérieur ou égale a 20 mm.

Les diamétres des zones d’inhibition (DZH) observées autour des disques d'HE testées

sont présentés dans le tableau 3 et la figure 12.

Tableau 3. La moyenne du diamétre des zones d’inhibition (mm) des souches bactériennes

testées de I’HE d’A. herba alba aprés 24h d’incubation a 37°C.

. ) DZH 10ul (HE Témoin — Evaluation
Souches bactériennes testées _
pure) (disque sans
HE)
16+0* - ++
E. coli (ATCC 1825)
27+4.24* - oo
P. aeruginosa (ATCC 1028)
15+0* - ++
S. aureus (ATCC 1253)
13+1.41* - +
S. aureus (SARM 1)
12.5+0.71* - +
S. aureus (SARM 2)

+: Sensible ; + +:tréssensible; + + + : Extrémement sensible

*: Moyenne de deux répétitions (mm) + écart type.
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Les résultats obtenus a partir de l'aromatogramme ont montrés que les huiles
essentielles pures d’A. herba alba possedent une bonne activité antibactérienne contre les
souches sélectionnés dans le cadre du protocole entrepris. Seulement, il faudrait mentionner

que la sensibilité des souches est variable a 1’égard de I’huile essentielle testée.

Suivant ces résultats, ’huile essentielle d’A herba alba est active sur les différentes
souches testées: E. coli (ATCC 1825), P. aeruginosa (ATCC 1028), S. aureus (ATCC 1253),
SARM (1) et SARM (2) avec des diamétres d’inhibition de 16 mm, 27mm et 15mm, 13mm,

12.5mm respectivement.

Les diamétres d’inhibition pour I’HE varient de 12.5 mm - 27 mm. Le diameétre le plus
élevé est obtenu avec P. aeruginosa (27 mm) et le plus faible avec S. aureus SARM 2 (12.5

mm).

Selon le classement effectué par Ponce et al, (2003), les résultats obtenus montrent que
I’HE d’A. herba alba posséde une activité antimicrobienne sur les souches testées. Les
souches sensibles a I’HE d’A. herba alba enregistrés sont : SARM 1 (13mm) et SARM 2
(12.5mm). Les souches trés sensibles a I’HE sont E. coli (16mm) et S. aureus (15mm). La

souche extrémement sensible a I’HE est P. aeruginosa (27mm).

Donc I’HE d’A. herba alba a un spectre d'activité antibactérienne éleve sur les bactéries

Gram- (P. aeruginosa, E. coli) que sur les bactéries Gram+ (S. aureus, SARM 1 et 2).
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Figure 12. Diameétre des zones d’inhibition de I’HE extraite d 'A. herba alba sur quelques

souches bactériennes testées.
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Tout d’abord, nos résultats sont en parfait accord avec ceux trouvés par Magraoui et
Zahaf, (2017), qui ont étudié I’effet antibactérien des extraits d’HE d’A. herba alba et ont
trouvés des diamétres d’inhibition variables en fonction des souches : S. aureus (15mm), E.
coli (16.66mm). Par contre la souche P. aeruginosa a enregistré une résistance vis-a-vis

I’huile essentielle d 4. herba alba qui ne montre aucun zone d’inhibition.

D’aprés les résultats obtenus, I’HE d’A. herba alba Asso présente un effet antibactérien
particulierement considérable sur la souche SARM, les mémes résultats ont été observés et

prouvés par les travaux de Benouda et al. (1988) ainsi que ceux de Ghanmi et al (2010).

Nos résultats sont aussi en accord avec ceux trouvés par Chibani, (2012) ou I’huile de
I’armoise blanche était active sur les espéces Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli et

moins active sur Staphylococcus aureus.

En revanche, nos résultats s’opposent a ceux trouvés par Bechiri et Tahar, (2018) ou
I’huile essentielle de I’armoise blanche était inactive vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa et

Escherichia coli.

Nos résultats relatifs a la sensibilité de S. aureus (15mm) sont trés proches de ceux
rapportés par Bouzidi, (2016), (14.33mm).

En 2013, une recherche a été réalisée par Laouar et Sifer dans le but d’étudier I’effet d’A.
herba alba vis-a-vis de SARM. Elles ont trouvé par la méthode d’aromatogramme que la
souche Staphylococcus aureus (SARM) était sensible vis-a-vis de I’'HE dont le diamétre de la

zone d'inhibition est comparable a celui que nous avons trouvés (13.5mm).

La figure 13 illustre les résultats d’aromatogramme de 1’huile essentielle d’A. herba

alba vis a-vis des cing souches testées.
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Effet de I’HE pure d’A. herba alba sur P. aeruginosa Témoin négatif
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Effet de I’'HE pure d’A. herba alba sur SARM 2 Teémoin négatif

Figure 13. Effet antibactérien de I’HE pure d’A. herba alba sur quelques souches

bactériennes testées par méthode de diffusion sur disque.
4.4.2. Méthode de microdilution

L’étude de cette activité antibactérienne a été réalisée également par la technique de
microdilution en milieu liquide sur microplaque stérile (96 puits). C'est une technique
quantitative permet de déterminer I’intervalle de concentrations qui inhibent effectivement la

croissance bactérienne.

4.4.2.1. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et
bactéricide (CMB)

Aprés 24 heures d'incubation des microplaques nous avons remarqué l'apparition d'un
aspect clair dans certains puits, dans d'autres un dép6t (dans certain cas on observe un trouble)
indiquant une croissance bactérienne.
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Dans la présente étude nous avons effectué une dilution en cascade dans du milieu
MHB en présence de DMSO de maniére a obtenir une gamme de dilution des huiles

essentielles, allant de 4% & 0,008%, comme indiqué les figures 14, 15, 16.

4% 2% 1% 0.5% 0.25% 0.12% 0.06% 0.03% 0.01% 0.008% T- T+

E. coli
ATCC 1825

S. aureus
ATCC 1253

P. aeroginosa

ATCC 1028

CMI

Figure 14. Détermination CMI pour les souches bacteriennes E. coli ATCC 1825, P.
aeroginosa ATCC 1028 et S.aureus ATCC 1253 sur microplaque.

4% 2% 1% 0.5% 0.25% 0.12% 0.06% 0.03% 0.01% 0.008% T- T+

E. coli ATCC
25922

CMI

Figure 15. Détermination CMI pour la souche bacterienne E. coli ATCC 25922 sur
microplaque.

30



Chapitre 4

Résultats et discussion

%/

X4
,

Y
S
Q T

SARM1

@
v‘ffé

A\
e

AR

‘o)
.‘,\:‘?

SARM 2

4
2
N\

7

CMI

: @ < 6@‘/« *?{f’)
Q O 060‘2

/"
\\’/w

(‘ w’
4 e —

Figure 16. Détermination CMI pour les souches bacteriennes SARM 1et 2sur microplaque.

Les résultats des microplaques obtenus dans notre étude sont résumés dans le tableau 4.

Tableau 4. Effet des différentes concentrations d’huile essentielle sur la croissance des

bactéries.

Puits 3/4|5|6|7(8|9|10 T |T+
* Souches
E. coli ATCC 1825 e 2 S R I O A S R
Microplaque | S.aureus ATCC 1253 N
n°1l - -
P. aeruginosa ATCC
1028
. E. coli ATCC 25922 + |+ |+ |+ |+ ]|+ ]+ + - +
Microplaque
n°2
SARM 1 e
Microplaque
n°3 SARM 2 I I I A I R
- . Absence de dépot + : Présence de dépot

*E. coli (ATCC 1825), S. aureus (ATCC 1253), P. aeruginosa (ATCC 1028), E. coli (ATCC

25922), SARM (1) et (2).
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D’apres les figures 14, 15, 16 et le tableau 4 la croissance de différentes souches des

bactéries a été influencée par les concentrations de 1’huile essentielle testées.

Les puits ne présentent pas de dépots et d’un aspect clair indiquent une inhibition totale de
croissance bactérienne. En revanche les puits présentent une croissance microbienne indiquent

que I’HE n’a pas un effet sur la croissance des bactéries.

La méthode de microplaque nous a permis de déterminer les valeurs de concentrations
minimales inhibitrices et bactéricides lors de la lecture grace aux troubles de croissance

bactérienne. Les résultats sont présentés dans le tableau (5) et la figure (17).

Tableau 5. CMI et CMB d’huiles essentielles testées sur les six souches bactériennes

étudiées exprimée en % (V/V).

Souches CMI CMB | CMB/CMI

_ E. coli ATCC 1825 1 >2 2
Microplaque n°1

S. aureus ATCC 1253 2 / /

P. aeruginosa ATCC 1028 2 / /

_ E. coli ATCC 25922 2 4 2
Microplaque n°2

SARM 1 0.5 1 2

SARM 2 1 / /

Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices ont été déterminées dans une
large gamme de concentration allant de 0.5% a 2% alors que les valeurs des concentrations

minimales bactéricide est de 1% a 4%.

D’apres le tableau 5 nous constatons que 1’huile de I’armoise blanche est active envers
les souches testées, avec des valeurs de CMI qui sont : 2% pour S. aureus ATCC 1253, 1%
pour E. coli ATCC 1825, 2 % pour P. aeruginosa ATCC 1028, 0.5% pour la souche SARM 1
et 1% pour SARM 2.

Concernant les espéces bactériennes testées, nous remarquons qu’il y a une différence

de sensibilité vis-a-vis les différentes concentrations de ’huile essentielle d’A. herba alba.
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L’espece S. aureus résistant a la méthiciline s’est révélé la plus sensible a 1’huile testée

par CMI la plus faible (0.5%).

Alzoreky et Nakahara, (2003), ont montré que S. aureus de référence a été la plus

sensibles ce qui est en discordance avec nos résultats.

Ces concentrations minimales inhibitrices obtenues semblent étre moins significatives
par rapport a celle rapportées par Mansouri et al. (2011) au Maroc, ont €té trouvées avec
Escherichia coli et Staphylococcus aureus une concentration moins de 0.004%.

Les différentes valeurs de CMI obtenues nous permettent de constater que 1’activité
antibactérienne est en fonction de la bactérie, et des différentes concentrations de I’huile

essentielle testée.
4.4.2.2. Nature de Pactivité antibactérienne d’huile essentielle étudiée

La détermination de la nature de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle d’A.
herba alba vis-a-vis des six souches microbienne étudier a été effectuée a partir des boites a
dilution 1% a 4% présentant une inhibition visible de la croissance. Les résultats sont
présentés dans le tableau 6 et la figure 17.
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E.coli (ATCC 1825) (Puitsl) E.coli (ATCC 1825) (Puits 2) E.coli (ATCC 1825) (Puits 3)

S. aureus (ATCC 1253) (Puits1) S. aureus (ATCC 1253) (Puits 2)

P. aeruginosa ATCC 1028 P. aeruginosa ATCC 1028
(puits 1) (puits 2)
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Figure 17. Détermination de la CMB sur les souches bactériennes étudiées.

Ces résultats sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 6: Nature de 1’activité d’huile essentielle d’A. herba alba vis-a-vis six souches
testées.

o Nature de Pactivité
Souches bactérienne

_ Bactéricide
E. coli ATCC 1825

Bactériostatique
S. aureus ATCC 1253

) Bactériostatique
P. aureginosa 1028

) Bactéricide
E. coli ATCC 25922
Bactéricide
SARM 1
Bactériostatique
SARM 2

Nos résultats montrent que 1’activité antibactérienne de I’huile essentielle de I’armoise
blanche est de nature bactéricide pour les souches suivantes : E. coli (ATCC 1825), E. coli
(ATCC 25922), et S. aureus (SARM 1). Il est en revanche, bactériostatique pour S. aureus
(ATCC 1253), P. aeruginosa (ATCC 1028) et S. aureus (SARM 2). Ce qui correspond aux
résultats obtenus par Laouer et al. (2003), avec I’huile essentielle de 1’espéce Artemisia herba

alba quant a elle montre un effet bactériostatique sur S. aureus de référence.
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Les rapports CMB/CMI d’huiles essentielles de I’armoise blanche sont égaux a 2 pour
E. coli ATCC 1825, S. aureus (SARM1) et E. coli ATCC 25922. Cette huile essentielle

semble donc exercer une action bactéricide contre ces souches bactériennes.

4.5. Evaluations de P’activité antifongique des HE

4.5.1. Résultats de test antifongique

Le test antifongique est révélé que I’'HE d’A. herba alba est actif sur les souches
fongiques testées. Il exerce une activité antifongique avec un Taux d’Inhibition (PI) de 100%
qui s’est traduit par I’absence de croissance mycélienne sur les milieux de culture contenant

extrait de plante (Figurel8).

Figure 18. Effet d’HE d’A. herba alba sur Aspergillus niger (Al : Aspergillus niger
traité avec HE ; A2 : Aspergillus niger non traité avec HE) et Fusarium oxysporum (B1 :
Fusarium oxysporum traité avec HE ; B2 : Fusarium oxysporum non traité avec HE), apres 7
jours de culture sur PDA.

Nous n’avons pas eu de réponse avec Alternaria alternata et Penicillium spp en raison

des problémes de contamination rencontré au cours de notre travail.
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4.5.2. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice CMI

L’analyse des résultats relatifs a la croissance des moisissures soumises a 1’action de
différentes concentrations de I’huile essentielle d’4. herba alba, testée pour son activité
inhibitrice a permis de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) a partir de

laquelle, aucune croissance n’est observée a I’ceil nue (Figurel9, 20, 21, 22).

Témoin

Concentration 1.25 pl/ /ml Concentration 2.5 ul/ /ml Concentration 5 pl/ /ml

Figure 19. Détermination de la CMI de I’HE extraite d’Artemisia herba alba sur Penicillium

Spp.

Les resultats obtenus par contact direct sur Penicillium spp montrent que I’HE de
I’armoise blanche est actif envers la souche ¢étudiée. Pour les concentrations de 2.5ul/ml et
de 5ul/ /ml, I’huile essentielle exerce une inhibition totale ou aucune croissance mycélienne
n’a pu avoir lieu. En revanche, nous n’avons pas noté une inhibition de la croissance vis-a-vis
la souche de Penicillium spp aux concentrations de 0.25uL/ml, 0.5uL/ml et 1.25 pL/ml.
Donc la concentration minimale suffisante pour inhiber la croissance de la souche est
supérieure ou égale de 2.5ul/ml.
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Témoin Concentration 0.25 ul/ml Concentration 0.5ul/ml

Concentration 1.25pl/ml Concentration2.5pl/ ml ConcentrationSul/ml

Figure 20. Détermination de la CMI de I’HE extraite d’Artemisia herba alba sur Fusarium

oxysporum.

L’examen des résultats montre que 1’huile essentielle d’A. herba alba a exercé un trés
bon pouvoir antifongique sur Fusarium oxysporum a partir de la concentration de 0.25ul/ml.
Donc la concentration minimale de I’HE d’Artemisia herba alba (0.25ul/ml) était suffisante

pour inhiber la croissance de I’espece étudiée.
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Concentration 1.25pl/ml Concentration 2.5ul/ ml Concentration 5pl/ml

Figure 21. Détermination de la CMI de I’HE extraite d’Artemisia herba alba sur Alternaria

alternata.

D’aprés la figure 21, nous avons remarqué une activité inhibitrice de 100% de I’espéce
Alternaria alternata aprés 5 jours de 1’application d’une concentration de 2,5ul/ml et de 5
ul/ml de I’huile essentielle d’A herba alba. En revanche, nous avons enregistré une légere
croissance mycélienne aux concentrations les moins élevées (0.25uL/ml, 0.5puL/ml et 1.25
pL/ml).
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Concentration 1.25ul/ml Concentration 2.5ul/ ml Concentration 5ul/ml

Figure 22. Détermination de la CMI de I’HE extraite d’Artemisia herba alba sur

Aspergillus niger.

L’huile essentielle d’A. herba alba a une faible activité antifongique sur Aspergillus
niger. Nous n’avons pas noté une inhibition de la croissance mycélienne aux concentrations
de 0.25uL/ml, 0.5uL/ml et 1.25 pL/ml. La croissance est inhibée par une concentration
minimale de 5ul/ml.

La figure 23 résume les résultats de la CMI enregistrés sur toutes les souches fongiques

testées sous 1’effet de I’huile essentielle d’A. herba alba.
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3,5 1

3 1 M Alternaria Alternata

M Fusarium Oxysporum

W Aspergillus Niger

Penicillium

0,5 7

Concentrations minmales inhibitrices (ul/ml)
n
(0]
1

Alternaria Fusarium Aspergillus Penicillium
Alternata Oxysporum Niger

Souches fongiques

Figure 23. CMI de I’huile essentielle d’Artemisia herba alba sur toutes les souches fongiques
testées.

Les travaux de Mohammed et al. (2010) sur A. herba alba et d’autres espéces de
plantes, sélectionnés pour le criblage antifongique ont montré que toutes les HE étudiées ont
exercées un tres bon pouvoir antifongique. Ces plantes aromatiques récoltées le mois de Mai
2009 font partie des espéces les plus abondantes de la région Nord-Ouest de 1’Algérie. Les
HE d’A herba alba Asso de son étude, ont montré une inhibition moyenne de la croissance
mycélienne sur les espéces fongiques étudiées en comparaison avec les HE des autres plantes

ayant fait I’objet d’étude.

Travaux de Soltani et Rouina, (2012) sur Artemisia herba alba, récolté de la région Ben
S’rour (M’sila) fin de mois Janvier début de Février 2012, ont montrées que les HE de cette

plante possedent un bon pouvoir antifongique sur les souches de moisissures étudiées.

Les travaux de Kolai et al. (2012) sur I’effet inhibiteur in vitro de I’huile essentielle
d’Artemisia herba alba sur la souche de Fusarium oxysporum ont montrés que 1’huile
essentielle de 1’armoise a révélé une efficacité remarquable sur la souche avec une

concentration minimale inhibitrice CMI de 2%.
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Conclusion

L’armoise blanche « Artemisia herba alba » est une plante médicinale et aromatique,
utilisée depuis longtemps en médecine traditionnelle algérienne. Malgré ses effets biologiques
potentiels, elle est exploitée a une échelle assez réduite. Le présent travail est consacré a
I’extraction de I’huile essentielle (HE) d’Artemisia herba alba par deux méthodes différentes,
la détermination et la comparaison entre les rendements de I’HE extraite. Aussi, I’activité
biologique (notamment I’activité antibactérienne et antifongique) de I’huile essentielle

extraite a été déterminée.

L’extraction de ’HE des parties aériennes de 1’armoise blanche est réalisée par

hydrodistillation et entrainement a la vapeur d’eau.

Les rendements en huiles essentielles se différent 1égérement entre les deux méthodes
d’extraction : hydrodistillation (1.05%) et entrainement a la vapeur d’eau (1.45%). Cette

derniere méthode montre un rendement meilleur par rapport a I’hydrodistillation.

L’¢tude de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion des disques nous a
permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien de 1’huile essenticlle d ’A. herba alba
vis-a-vis de quatre souches bactériennes référenciees et deux SARM. Ce pouvoir est
important pour toutes les souches mais la sensibilité des bactéries est variable a I’égard de
I’huile essentielle testée. Les zones d’inhibition pour I’HE varient de 12.5 mm - 27 mm, le
diamétre le plus éleveé est obtenu avec P. aeruginosa (27 mm) et le plus faible avec SARM 2
(12.5 mm).

En ce qui concerne la détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices par la
méthode de microdilution en milieu liquide sur microplaque, les valeurs de CMI obtenues
varient et dépendent des souches testées. La croissance des bactéries s’est arrétée a une
concentration de d’HE. Ainsi ’activité d’huile essentielle étudiée de 1’armoise blanche est de
nature bactéricide pour I'’E. coli (ATCC 1825), E. coli (ATCC 25922) et SARM 1. 1l est en
revanche, bactériostatique pour S. aureus (ATCC 1253), P. aeruginosa (ATCC 1028) et
SARM 2.

Pour I’activité antifongique, La méthode de contact direct nous a permis de mettre en
évidence le pouvoir antifongique d’huile essentielle vis-a-vis d’Aspergillus niger, Fusarium
oxysporum, Alternaria alternata, Penicillium spp. La CMI (concentration minimale

inhibitrice) varie de 0.25ul/ml a 5ul/ml.
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Ces résultats préliminaires peuvent €tre complétés par d’autres études plus approfondies

afin d’exploiter le teste d’activité fongistatique/fongicide.

Il ressort que I’armoise blanche pourrait étre valorisée d’avantage particuliérement dans
I'industrie pharmaceutique pour la production de nouveaux agents thérapeutiques dans le
traitement des maladies infectieuses causées par les bactéries ou peuvent étre suggérées

comme agents naturels de conservation des aliments.
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Annexe 1 : Les milieux de culture

«» Bouillon Mueller Hinton

Composition Quantité
Bouillon Mueller Hinton 20g
Eau distillée 1L

% Milieu Mueller Hinton (agar)
Composition Quantité
Mueller Hinton 389
Eau distillée 1L

% Potato Dextrose Agar (PDA)
Composition Quantité
Filtrat de pomme de terre 200g
Glucose 15¢
Agar 20g
Eau distillé 1L

% Gelose nutritif
Composition Quantité
Gelose nutritif 23
Eau distillé 1L




Annexes

Annexe 2

Tableau : Diamétre des zones d’inhibition (mm) des deux répétitions des souches

bactériennes de I’HE d’A. herba alba aprés 24h d’incubation a 37°¢

Souches Répetitionl Répetition2
E. coli (ATCC 1825) 16 16
S. aureus (ATCC 1253) 15 15
P.aeruginosa (ATCC1028) 30 24
SARM (1) 13 12
SARM (2) 14 12
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Résumé

La recherche de nouveaux agents pharmacologiquement actifs via le screening de sources naturelles a
abouti a la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles pour combattre de nombreuses maladies

humaines et animales.

L’objectif du présent travail est 1’étude comparative du rendement en HE de deux méthodes d’extraction,
extraite d’Artemisia herba alba, collectée de la région de Ain-Zaatout (Biskra). Ainsi que la détermination de
son activité antibactérienne et antifongique vis-a-vis de dix micro-organismes La CMI a été déterminée par la
méthode de micro-dilution sur plaque & 96 puits pour les bactéries et par la méthode directe pour les moisissures.

La CMB a été déterminée.

Les résultats de 1’extraction des huiles essentielles ont montré un meilleur rendement en HE par la
méthode d’entrainement a la vapeur par rapport la méthode d’hydrodistillation (1.45% contre 1.05%). Les HE de
I’armoise blanche ont montré une importante activité antibactérienne, avec une zone d’inhibition entre 13 et
27mm. Selon les résultats de la CMI, il a été conclu que SARM (1) semble plus sensible par rapport aux autres
souches testées. Les HE ont montré aussi un bon pouvoir antifongique vis-a-vis de toutes les souches testées par

ce qu’elles ont révélées une concentration minimale inhibitrice a partir de 0,25ul/ml.

Mots clés : Artemisia herba alba Asso, huiles essentielles, activité antibactérienne, activité antifongique.
Abstract

The search for new pharmacologically active agents through the screening of natural sources has led to

the discovery of a large humber of drugs useful for combating many human and animal diseases.

The objective of this work is the comparative study of the HE vyield of two extraction methods of HE
extracted from Artemisia herba alba collected from the region of Ain-Zaatout (Biskra). As well as the
determination of its antibacterial and antifungal activity against ten microorganisms. MIC was determined by the

96-well micro-dilution method for bacteria and by the direct method for molds. The CMB has been determined.

The results of the extraction of essential oils showed a better efficiency of HE by the steam distillation

method compared to the hydrodistillation method (1.45% against 1.05%). White mugwort HE showed



significant antibacterial activity, with an inhibition zone between 13 and 27mm. According to the results of the
MIC, it was concluded that SARM (1) seems more sensitive compared to the other strains tested. The HEs also

showed good antifungal power with respect to all the strains tested by the fact that they revealed a minimum
inhibitory concentration starting from 0.25ul/ml.

Key words : Artemisia herba alba Asso, essential oils, antibacterialactivity, antifungalactivity.



