g—A—hJ‘ &A_.\JU g_“_ﬂ\ HJ—IJ.“ SJUJ
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE
bl YL el s Al
UNIVERSITE AMAR TELIDJI LAGHOUAT
a9l al) i X
FACULTE DES SCIENCES
PR PP JPUR
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

Memoire
En vue de l’obtention du diplome de Master
Filiere : Sciences Biologiques

Option : Biochimie Appliguée
THEME

Contribution a I’étude des activités antioxydante et
antimicrobienne de la fraction lipidique des galles et des
fruits d’ Artemisia campestris

Présenté par:

e AISSAQUI Abir
e AOUISSI Nabila
e BEN SAHRAOUI Nesrine

Devant le jury compose de :

Mme. KRAZA Lamia MCB (Université Amar Télidji, Laghouat) Présidente
Mlle. ZAKHROUF Zohra MAA (Université Amar Télidji, Laghouat) Examinatrice
Mme. NEBEG Halima MCB (Université Amar Télidji, Laghouat) Rapporteur
Mme. ELHOUITI Fatiha MCA (Université Amar Télidji, Laghouat) Co-Rapporteur

Soutenu publiquement le : 27 /06/2022




Résumé

Artemisia campestris est une plante médicinale, connue sous le nom de « T’goutft »,
elle est tres répandue dans le sud algérien. Cette étude a pour but d'évaluer les activités
antioxydante et antimicrobienne des extraits lipidiques des galles et fruits de cette plante. Les
lipides ont été obtenus par sonication en utilisant 1’hexane comme solvant. Les rendements
trouvés sont : 1,9% (m/m) pour les galles, et 2,1% (m/m) pour les fruits. La teneur totale en
tocophérols a été déterminée par dosage colorimétrique, elle est de 686,59 et 1725,28 mg Eq
Vit E/100 g dans les extraits des fruits et des galles respectivement. L’activité antioxydante a
éte evaluée en utilisant la méthode de réduction de radical libre DPPH, avec I'utilisation de
la vitamine E comme standard. Les résultats montrent une activité meilleure pour les extraits
de fruits. L’activité antimicrobienne des deux extraits a été évaluée pour cing souches
bactériennes et deux souches de levure. Selon la méthode de diffusion sur milieu solide, les
diamétres des zones d’inhibition varient selon la sensibilité des souches vis-a-vis les deux
extraits, ces derniers ayant une sensibilité modérée sur les microorganismes testés. La
concentration minimale inhibitrice et la concentration bactéricide et fongicide des extraits ont
été déterminées pour les souches microbiennes et fongiques. Selon les résultats obtenus, les
souches les plus sensibles vis-a-vis nos extraits sont les souches de Candida,
Y.enterocolitica, S. aureus et E. coli, respectivement. Alors que K.pneumoniae et

P.aeruginosa sont avérées resistantes.

Mots clés : Artemisia campestris, extraits lipidique, activité antioxydante, activité

antimicrobienne.



Abstract

Artemisia campestris is a medicinal plant, known as «T'gouft», it is widespread in
southern Algeria. This study aims to evaluate the antioxidant and antimicrobial activities of
the lipid extracts of galls and fruits of this plant. Lipids were obtained by sonication using
hexane as a solvent. The yields found are: 1,9% (w/w) for galls, and 2,1% (w/w) for fruits.
The total tocopherol content was determined by colorimetric assay, it was 686,59 and
1725,28 mg Eq Vit E/100 g in fruits and galls extracts respectively. Antioxidant activity was
evaluated using the DPPH method, with the use of vitamin E as a standard. The results show
better activity for fruit extracts. The antimicrobial activity of the two extracts was evaluated
for five bacterial strains and two yeast strains. According to the method of diffusion on solid
medium, the diameters of the inhibition zones vary according to the sensitivity of the strains
to the two extracts, the latter having a moderate sensitivity on the microorganisms tested. The
minimum inhibitory concentration and bactericidal and fungicidal concentration of extracts
were determined for microbial and fungal strains. According to the results obtained, the strain
the most sensitive to our extracts are Candida strains, Y.enterocolitica, S. aureus and E. coli,

respectively. While K.pneumoniae and P.aeruginosa are resistant.

Keywords: Artemisia campestris, lipid extracts, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introduction générale

Les plantes médicinales ont été découverte par les grandes civilisations (chinoise,
égyptienne, babylonienne, grecque, romaine, etc.) a cause de leurs propriétés thérapeutiques,
cosmétiques, chimiques, diététiques, pharmaceutiques, agro-alimentaires et industrielles.
Durant des siecles, nos ancétres ont utilisé ces plantes comme remede pour soulager leurs
douleurs, guérir leurs maux et panser leurs blessures sans savoir les molécules responsables
de ’activité curative. Ils ont transmis leur connaissance et leurs expériences de génération a
génération. Et c’est grace aux études scientifiques actuelles basées sur des méthodes
analytiques et les expérimentations nouvelles, que le monde découvre de plus en plus, le bien
des plantes médicinales. méme actuellement, malgré le progres de la pharmacologie, 1’usage
thérapeutique des plantes est treés présent dans certains pays du monde et surtout les pays
dépourvu d’un systéme médical moderne (Lahsissene et al., 2009; Benkhnique et al., 2010).

Deux grands conflits ont conduit les chercheurs & trouver des alternatives dans le
monde végétal et d’adopter des méthodes d’extraction des molécules naturelles efficaces et
avec des effets secondaires minimes. Ces deux problemes se traduisent par la toxicité des
antioxydants d’origine synthétiques, une grande menace de santé¢ publique. Ainsi que de la

résistance microbienne aux antibiotiques usuels (Boudjouref et al., 2018).

A Theure actuel, Plusieurs tests in vitro sont réalisées pour évaluer les activités
antioxydante des échantillons d'intérét tel que : test de DPPH, test d’ABTS, test de FRAP,
méthode d’ORAC, méthode de phosphomolybdate et test de blanchissement de B-carotene
etc. Généralement, les tests utilisant des radicaux libres sont relativement simples, rapide a
effectuer et peu colteux. (Alem et al., 2013). Aussi, afin de tester I’activité antimicrobienne
de n’importe quel extrait, il existe deux techniques : la dilution en milieu liquide, technique
le plus recommandé pour la détermination des concentrations minimales responsable de
I’inhibition des microorganismes (CMI) et les concentrations qui ont une action bactéricide
ou fongicide sur les souches (CMB, CMF). Ainsi la technique de la diffusion en milieu
gélosé en utilisant des disques imprégnés de produit que 1’on veut tester (huiles essentiels,

extraits végétaux), cette technique a été évolué dans le temps (Rios et al., 1988).

L'Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiée surtout dans les régions semi
arides. Le genre Artemisia et ses especes comme Artemisia campestris (communément
appelée ‘Tgouft’) sont parmi les plantes médicinales les plus utilisées en médecine

traditionnelle non seulement dans I’Algérie mais en Afrique du nord pour traiter diverses

2|Page



Introduction générale

maladies. Plusieurs études ont montré I’'importance de cette espéce a cause qu’elle est dotée
de multiples activités au sein du corps humain. Divers parties de la plante ont été utilisé
comme hypoglycémiantes, antioxydantes, antitumorales, antidiabétiques, hépatoprotecteurs,
néphroprotecteurs, insecticides, antiulcéreux, antivenimeuse, analgésiques, anti-
inflammatoires, antimicrobiennes, diurétique, pour le traitement de I'obésité et diminuer le

taux de cholestérol etc. (Ivanescu et al., 2018; Boudjouref, 2019).

Dans ce contexte, le présent travail entre dans le cadre de la valorisation et
connaissance des produits naturels de notre pays. Cette étude est consacrée a la valorisation

phytochimique et microbiologique des galles et des fruits d’Artemisia campestris.

Notre travail est subdivisé en trois sections :
v La premiere section consiste en un apercu bibliographique sur les plantes médicinale,
généralités sur les lipides, le stress oxydatif et ses conséquences.
v' La deuxiéme section, concerne la partie de matériel utilisé et méthodes
expérimentales suivi dans cette étude. Cette section est subdivisée en trois parties :
e la premiere partie se débute par 1’extraction par ’hexane des lipides a partir des
deux organes d’A. campestris, puis la détermination des rendements ainsi que la
détermination de la quantité de tocophérols existants dans les deux extraits.

e Dans la deuxiéeme partie, nous avons évalué 1’activité antioxydante de ces

extraits lipidiques par la méthode du piégeage du radical libre DPPH .

e En conclusion, nous nous sommes intéressés a I’étude du pouvoir antimicrobien
de nos extraits, vis-a-vis des souches microbiennes connues pour leur pouvoir
pathogene important (cing souches bactériennes, deux souches de levure).

v La troisieme section a été consacrée a ’interprétation et la discussion des résultats
obtenus. En fin, on finira avec une conclusion et des perspectives a la future

génération.
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l. Géneralités
.1  Les plantes médicinales

Au cours des siécles, Les premiéres générations humaines ont accumulé des
connaissances sur les plantes sans avoir des bases scientifiques. Actuellement, Les
connaissances continuent a se développer dans tous les domaines (Boussoussa, 2011). Grace
a une croyance répandue a I’époque « que toute plante soigne », la plupart des espéces

végétales ont été utilisé, ligneuses et herbacées, comme médicaments (Salhi et al., 2010).

Les plantes dites médicinales sont des espéces botaniques employées, pour guérir
certaines affections chez ’Homme en raison qu'elles contiennent des composants de valeur
thérapeutique (EI-Houiti, 2010). Ces plantes contiennent un grand nombre de métabolites qui
ont des intéréts multiples (en pharmacologie, dans 1’industrie alimentaire et en cosmétologie)

(Alain et al., 2018).

1.2  Les métabolites

Une des originalités majeur des végetaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiees (Macheix et al., 2005), ces substances sont des

composes organiques intermédiaires ou issus du métabolisme d’ou leur nom « métabolites ».

On distingue deux classes de métabolites : métabolite primaire et métabolite

secondaire.

1.2.1. Les métabolites primaires

Ce sont les molécules indispensables a la survie de la cellule, impliqués dans les
grandes voies du métabolisme basal de celle-ci, on cite : les glucides; les lipides (qui seront
détaillés dans cette étude); les acides aminés (source primaire de construction des protéines)

et les acides nucléiques (El-Kolli, 2017).
1.2.2. Les métabolites secondaires

Les cellules végétales accumulent fréqguemment des composes dites « métabolites
secondaire », leur intérét physiologique n’est pas toujours évident mais 'Homme avait
exploité ces molécules dans divers domaines. Ils sont répartis en groupes chimiques : les

composeés phénoliques, les terpenoides et les alcaloides (Macheix et al., 2005).
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1. Les lipides

Les lipides vient de mot grec *’ lipos *” signifié graisse (Voet D et Voet J G,
2016), ils forment un groupe hétérogéne de composés organiques hydrophobes (insolubles
dans l'eau). A cause de cette propriété, ces lipides se trouvent dans la plupart du temps
compartimentés, comme dans le cas des membranes (lipides dite structurales) ou sous forme
de gouttelettes de TG dans les adipocytes (constituent des réserves énergétiques tres
importantes), ou en association avec des protéines dans le sang (Ferrier, 2017).

Les lipides peuvent étre extraite du régne végétal, ces corps gras s’accumulent sous
forme de microgouttelettes dans certains tissus dans les graines et les fruits dite
« oléagineux » (Jahouach, 2002).

Pour caractériser et quantifier ces composes, il faut disposer des méthodes
permettant leur extraction totale sans les altérer (Théodet et Gandemer, 1991), parmi les
méthodes diverses, il est rapporté que [I'extraction selon Bligh et Dyer (1959) donne un
pourcentage de lipides plus eleve. Cette methode repose sur I'extraction liquide —liquide avec
I’utilisation d’un mélange ternaire de solvants (eau/méthanol'chloroforme), la phase
chloroforrnique contient les lipides purifiés et la phase eau-méthanol contient les matieres
organiques co-extraites (Quemeneur, 1996). Les lipides végétaux renferment deux fractions :

fraction saponifiable et fraction insaponifiable (Jahouach, 2002). (Annexe 01)
.1 Fraction saponifiable

Le terme saponification désigne la méthode qui sert a la production des savons
(détergents), en traitant les lipides par une solution alcaline (KOH, NaOH). Pour la réalisation
de cette procédure, les lipides doivent étre riches en acides gras, que ce soit libre ou estérifiés

par d’autres composés.

I.L1.1 Les acides gras libres

Les AG sont des composés organiques a base de carbone d’hydrogene et d’oxygene.
Ils sont des molécules peu abondantes sous forme libre dans les matiéres grasses fraiches, sa
structure indique que ce sont des acides carboxyliques a chaine aliphatique hydrophobe. Ils
sont notés Cn : m (ou n représente le nombre d’atomes de carbone et m est le nombre de

doubles liaisons) (Cuvelier et al., 2004).
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A pH physiologique, le groupe carboxyle (-COOH) se trouve ionisé, devenant
(COO"). Ce dernier confere a I'AG son caractere amphipathique (ayant a la fois une région

hydrophile et une région hydrophobe) (Ferrier, 2017).

1.1.1.1 Les acides gras saturés

Les AG saturés sont caractérisés par une chaine carbonée dépourvue de toute double
liaison carbone-carbone (Noui., 2013), ils sont classés selon leur nombre pair de carbone
allant de 4 jusqu’a 30 (Guenane., 2017).

1.1.1.2 Les acides gras insaturés

Les AG peuvent contenir une ou plusieurs doubles liaisons, Le nombre de cette
derniere peut étre de 1 a 6 de configuration cis ou trans. lls sont souvent classés en séries
selon la position de la premiere double liaison par rapport au groupe méthyle terminal (Noui,
2013). L’insaturation donne aux AG un aspect liquide a température ambiante.

e Les acides gras mono insaturés AGMI: ce sont les AG qui présentant une seule
insaturation. Généralement la double liaison se situe entre les carbones 9 et 10
(Kandji, 2001).

e Les acides gras poly insatures AGPI : ce sont les AG que présentent dans leur
chaines deux ou plusieurs doubles liaison conjuguées, c'est-a-dire séparée par un
groupement méthyle (Kandji, 2001), on peut trouver deux grandes catégories : la

série oméga 6 et la série oméga 3 (Noui, 2013). (Figure 1)

Acide linoléique A~~~ ——~_—~_——~_—~_-COOH
18:2 n-6 HsC

Acide linolénique Hz;C._ —_ —_ —~_—~_—~_—~_COOH
18:3 n-3

Acide arachidonique A~ ~— T —— _— _—~_—~_-COOH
20:4 n-6 H3C

Figure 1 : Structure des principaux AGPI (Kandji, 2001).
11.1.2.  Les glycerides
Les glycérides sont des esters des AG et de glycerol (trialcool). On peut distinguer :

v" Les TG qui sont des triples esters d’AG et de glycérol, ¢’est une molécule tres
hydrophobe (Cuvelier et al., 2004).
v’ L’estérification du glycérol par un ou deux AG conduit & des glycérides

partielles: monoglycéride et diglycéride (Jahouach, 2002).
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11.2. Fraction insaponifiable
La fraction insaponifiable représente un pourcentage massique tres minime de 1 a
2% (Jahouach, 2002).

11.2.1  Les stérols

Les régnes animaux et veégétaux sont riches en stérols qui contiennent de 27 a 29
atomes de carbone par molécule (Huang et Meinschein, 1979). Les stérols appartiennent a la

famille des isoprénoides (Hartmann, 1998).

Les stérols du monde végétal sont appelés « phytostérols» (Cuvelier et al., 2004).
Les cellules végétales synthétisent une gamme complexe de mélanges des stérols, les plus
dominants sont le sitostérol, le stigmastérol et le 24-méthylcholestérol (Hartmann, 1998).

La figure 2 montre la structure de base d’un stérol.

24i/
21. 22 24 26
~20/ \23/ \25/
i |
12
11/ \13/17\ 2
19 c | o e
2/1\1!/9\8/1?\15/
| A | B | 30
N0
HO/ ',4\ 6
28" 29

. J

Figure 2 : Structure de base d'un stérol avec numérotation standardisée de carbone selon les
recommandations IUPAC-IUB de 1989 (Hartmann, 1998).

11.2.2  Les tocophérols

Les tocophérols sont des composés a caractére lipidique synthétisé par les plantes a
partir de la tyrosine et la chlorophylle (Cook-Mills et al., 2010). La structure de base des
tocophérols est présentée par un noyau chromanol avec I’attachement d’une chaine carbonée
latérale saturée de 16 carbones. Il existe dans cette famille 4 substances significatives : 1’a-
tocophérol (qui est la vitamine E proprement, et qui présent une activité antioxydante), le -
tocophérol, le y-tocophérol et le d-tocophérol (Cuvelier et al., 2003). Ces structures se
different entre eux en fonction du nombre et de la position des groupes méthyles (-CHs)

attachés au cycle benzéne (Figure 3) (Boudjouref, 2019).
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CHj
CHg
CHg
Tocopherol R, R,
o— CHy CHg
B— CHg3 H
y— H CHs3
5— H H

Figure 3 : Structure des tocophérols. Le tableau indique le nombre et la position des groupes méthyle
sur le cycle aromatique (Spika et al., 2016).

11.2.3.  Les pigments
Les chlorophylles et les caroténoides font partie des pigments, qu’ils apparemment
jouent le double rdle, donnant une coloration spécifique aux végétaux et contribuent a la

capture de 1’énergie lumineuse (la photosynthése) (Schoefs, 2002).
v" Chlorophylles

Du grec ancien, le mot chlorophylle est composé de yAwpdc "khloros" « vert », et
@OAov "phullon" « feuille », ce nom est créé par Pierre Joseph Pelletier et Joseph Bienaimé
Caventou en 1817 (Dictionnaire des francophones).Cette molécule est trouvée intégrée

dans des membranes photosynthétiques des chloroplastes (Von Wettstein, 1995). (Figure 4)

C2Hs

- /

Figure 4 : La structure chimique de la chlorophylle a (Von Wettstein, 1995).
La position 3, est occupée par un groupe méthyle dans la chlorophylle a et un groupe formyle dans la

chlorophylle b.
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v' Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments dont la couleur varie du jaune au rouge (Phan-
Thi, 2014). lls sont des structures a 40 atomes de carbone. Ils comprennent environ 70
composés présents dans la plupart des végétaux (Costache et al., 2012). L’alpha, béta et
gamma caroténe, le lycopene, la lutéine et les xanthophylles sont les plus populaires et les

plus courants (Kandji, 2001). (Figure 5)

= P NP AN A S =
Lycopéne
P AN e NP AV N S Z
Caroténe y

N P

Caroténe 3 (trans)

N NN NN NN N

Caroténe a

Figure 5 : Structure des caroténoides (caroténoides rouges) (Genevois, 1955).

1. Le stress oxydatif

I11.1. Deéfinition
L’incapacité du corps a se défendre contre les espéces réactives de 1’oxygene
(ERO), conduisent a des dégats potentiel structuraux et fonctionnels s’ils sont non contrdlées.
(Bensakhria, 2018). En 1991, Sies a défini ce processus sous le concept de stress oxydatif.
(Defraigne et Pincemail, 2008). Il est traduit aussi par 1’augmentation des oxydants et la
diminution des anti-oxydants, ce déséquilibre est le responsable majeur de I’altération de
biomolécules (ADN, glucides, protéines, lipides) (Boussoussa, 2010). Il affecte un tissu, un

type cellulaire en particulier, mais non pas la totalité de I’organisme (Favier, 2003).
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I11.2.  Origine
Les sources de stress oxydant sont multiples (endogénes et exogénes). Celles-ci sont

résumées dans le tableau suivant:

Tableau 1 : Sources de stress oxydant endogeénes et exogenes (Haleng et al., 2007).

Mode de vie

Tabagisme ; Faible consommation en fruits et légumes ; Alcool ; Médicaments ; Pilule

contraceptive ; Exposition au soleil et Exercice intense ou mal géré.

Environnement

Pollution ; Ozone ; Amiante ; Radiations ; Contacts avec des substances cancérogenes.

Mécanismes biochimiques

Xanthine-oxydase (ischémie-reperfusion) ; Inflammation ; Altération de la fonction
endotheliale ; Surcharge en fer ; Oxydation de I’hémoglobine ; Altérations mitochondriales ;
Biosynthése des prostaglandines ; Interventions chirurgicales (Circulation extra-corporelle,

transplantations).

1.3 Conséquences de stress oxydant

111.3.1. Oxydation des lipides
L’oxydation des lipides débute par une phase d’initiation qui se manifeste par
I’arrachement d’un H" sur les carbones situés entre deux doubles liaisons des AGPI. Le
radical lipidique formé réagit avec une molécule d’O, pour former un radical peroxyle
(ROO»). Ensuite vient la phase de propagation, le (ROO») est trés réactif pour arracher un H”
d’un autre AGPI. Ces réactions en chaine radicalaire entrainent une altération de la fluidite

membranaire qui conduit a la mort cellulaire (Haleng et al., 2007).

111.3.2. Oxydation des protéines
Les altérations oxydatives des protéines résulte par 1’attaque des deux cibles : les

acides aminés soufrés (cystéine, méthionine) et aromatiques (tyrosine, tryptophane).
(Sj6berg, 2013).
Les protéines oxydées par les ERO deviennent thermolabiles, ces changements des
propriétés provoquent les altérations suivantes:
= Des inhibitions enzymatiques;
= Perte de spécificité ligand-récepteur;
= Dénaturation des épitopes antigéniques;

= Perturbations métaboliques... (Bensakhira, 2018).
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111.3.3. Oxydation de PADN
Les ERO réagissent avec tous les constituants de I'ADN. lls peuvent dégrader les
bases puriques et pyrimidiques et méme les squelettes de désoxyribose entrainant l'arrét des
cellules, l'induction de la transcription, l'induction de voies de transduction du signal, des
erreurs de réplication et une instabilité génomique (Valko et al., 2006).

I11.4.  Systeme de défense contre le stress oxydatif (les antioxydants)
Halliwell (1999) a défini les antioxydants comme « toute substance qui, en faible
concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit I’oxydation
de ce substrat ». Il en existe 2 systemes de défense, par des enzymes et/ou par d’autres

constituants qui peuvent étre apportés par I’alimentation (Pastre, 2005)

Tableau 2 : Systéemes de défense contre le stress oxydatif (Haleng, 2007; Bensakhira, 2019).

Systemes enzymatiques Systémes non enzymatiques

= Superoxyde dismutase =  Glutathion
= Les protéines-thiols
» Protéines transporteuses
= Systeme Glutathion peroxydase / = Vitamine E
= Vitamine C
= Les caroténoides
= Thiorédoxine peroxydases » L’acide urique
= Labilirubine
= Le Coenzyme Q10
= Les polyphénols
= Les oligoéléments (Cu, Zn et Se)

= Catalase

Glutathion réductase

I11.5.  Les espéces réactives de I’oxygene (ERO)

ERO sont des molécules électrophiles contiennent de l'oxygéne, ils sont tres
réactives chimiquement, leur durée de vie est de quelques nanosecondes. lls sont produites
dans des cas physiologiques, ils ne sont pas néfastes participant dans la défense immunitaire
contre les agents infectieux, comme des messagers secondaires dans les cascades de
signalisation intracellulaire. Les EOR peuvent étre aussi pathogénes en fonction de leur
concentration, ils vont attaquer toutes molécules présentant un exces d'électrons (Beaumont,
2015; Ken Jones, 2007; Bensakhria, 2018).

Les EOR sont subdivisées en deux types (radicalaire, non radicalaire), représentées

dans le tableau suivant :
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Tableau 3 : Métabolites radicalaires et non radicalaires de 1’oxygene (Kohen et Nyska, 2002).

Nom Symbole
Radicaux d’oxygéne
Oxygene (bi-radical) O,
lon superoxyde 05~
Hydroxyle OH
Peroxyle ROO
Alkoxyle RO
Oxyde nitrique NO
Dérivés oxygénés non radicalaires
Peroxyde d’hydrogene H,0,
(Peroxyde organique) ROOH
Acide hypochloreux HOCI
Ozone O3
Aldéhydes HCOR
Oxygeéne singulet '0,
Peroxynitrite ONOCH

Les especes radicalaires sont caractérisees par la présence d’¢lectrons de valence

non appariés dans 1’orbitale la plus externe de 1’oxygéne, comme le montre la figure 6.

[ A missing electron creates
PINS a ""Free Radical" highly reactive
Orhbitals

Electrons —»

Nucleus

Figure 6 : Schéma illustrant I’orbitale externe d’un ERO radicalaire.
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111.5.1. Source des radicaux

Les ERO ont de multiples origines, elles sont représentées dans la figure ci-dessous:

( N\
Exogenous ‘ N
Endogenous sources
sources
y irradiation Cells (e.g., neutrophils)
UV irradiation Direct-producing ROS Enzymes
Ultrasound ::) (e.g., NO sunthase)
Food Indirect-producing ROS Enzymes
Drues (e.g., xanthin synthase)
Poll tg : Metabolism (e.g., mitochondria)
onu .an's Diseases (e.g., metal disorders, ischemie
Xenob.lotles processes
Toxins
. J . J

¢

Reactive Oxygen
Species (ROS)

Figure 7 : Les sources endogénes et exogénes des ERO (Kohen et Nyska, 2002).

IVV. Les infections microbiennes

Les agents pathogénes chez I’homme sont variés : virus, bactéries, champignons ets.
Ils peuvent étre responsables de maladies plus ou moins graves. On cite quelques bactéries et

levure utilisés dans notre étude.
V.1 Les souches bactériennes

» Staphylococcus aureus

Cette bactérie est une coque immobile, a coloration de Gram positive, espéce type
du genre Staphylococcus, parfois appelée staphylocoque doré. Elle est un commensal de la
peau et des muqueuses de I’Homme. Des toxines ou encore des enzymes Seront Sécrétés apres
I’invasion de S. aureus responsables de déclin du systéme immunitaire de 1’hote infecté.
Cette espéce présente une importante résistance aux antibiotiques usuels. Elle occupe une

grande importance en pathologie humaine (ANSES 2011; Vincenot et al., 2008).

» Escherichia coli

Il s’agit de I’espece-type de la famille des Enterobacteriaceae, caractérisee par des

bacilles a coloration Gram négatif. En 1885, le pédiatre allemand Théodore ESCHERICH est
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le premier qui a isolé et décrit ce genre d’ou son nom. C’est une bactérie commensale du tube
digestif de ’'Homme et I’animal, son existence est tout a fait normale. Certaines souches de
cette espéce peuvent acqueérir un pouvoir entéropathogéne intrinseque, ou elles peuvent étre

agent de contamination extrinséque (Cohen et Karib, 2006).

» Klebsiella pneumonia

Klebsiella pneumoniae fait membre de la famille des entérobactéries, c’est une
bactérie en forme de batonnet, a Gram négatif, une souche qui est pathogéne et opportuniste,
se trouve dans la bouche, la peau et les intestins, ainsi qu'en milieu hospitalier. Elle affecte
principalement les personnes immunodéprimées (Li et al., 2014). L’infection par ce germe
provoque un large éventail de maladies, notamment la pneumonie, des infections urinaires et

des septicémies (Bengoechea et Sa Pessoa, 2019).
» Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie en forme de batonnet de coloration Gram
négatif, mobile parce qu’elle est monoflagellée. La plupart des souches de cette espece
produisent un pigment spécifique « la pyocyanine » de couleur bleu verdatre remarquable
lors de culture (Wu et al.,, 2015). C’est un microorganisme pathogéne opportuniste
responsable des infections nosocomiales: pneumonie, infections urinaires, infections des

plaies chirurgicales et septicémies (Barbieri et Sun, 2004).

» Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica est une entérobactérie, coccobacille, connue pour la
premiére fois, par Mclver et Pike aux Etats-Unis en 1934. Apres coloration de Gram, cette
espece apparait comme des petits bacilles de couleur rose (Gram négatif) (Bottone, 1997;
Savin et Carniela, 2008). Les symptomes les plus fréquemment rencontrés lors de I’infection
par Yersinia sont des diarrhées, de la fiévre et des douleurs abdominales (Savin et Carniela,
2008).

1V.2. La levure

» Candida albicans

Il s'agit d'un champignon unicellulaire, appartenant a la famille des
Saccharomycetaceae (Levure). C. albicans se trouve & I’état naturel dans les muqueuses

digestives et vaginales dont son existence reste inconnue. Dans certains cas, et quand le
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systéme immunitaire de I’individu est défaillant, elle devient pathogéne causant un probléme
majeur de santé publique. L’infection par ce germe s’appelle « candidose » pouvant affecter
pleusieurs organes et dont la morbidité et la mortalité sont importantes chez les patients
immunodéprimés (Polain, 2012).
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V.  Matériels biologiques

V.1. Matériels végétales (Artemisia campestris)

Le nom Artemisia vient du mot grec « Artemis » qui représente le Diane romaine,
I'nomonyme des reines grecques Artemisia | et 11, ce genre a été classifié par Carl Linnaeus
en 1753 (Site web: 02).

Les especes appartenant au genre Artemisia sont des petites herbes et arbustes
(Metoui et al., 2017), issus a la famille des Astéracées (Dob et al., 2005). Ce genre
hétérogéne est le plus étudié, il contient presque 500 espéces (Boudjouref, 2019), 11 entre
eux ont eté decouvertes en Algérie, parmi lesquels A.campestris (Bakchiche et al., 2018).

A.campestris est nommé localement comme T’gouft en Arab et armoise rouge en

Frangais (Dob et al., 2005). (Figure 8)

Figure 8 : Photo d’Artemisia campestris.
(Site web : 03)
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V.1.1.  Echantillonnage et période de collecte d’4. campestris

Les parties étudiées d’armoise rouge (galle et fruits) ont été collectées au mois
d’octobre par Tahri (2021) a Aflou, région de Laghouat a une altitude de 1102 metre. Les
deux organes végétaux sont nettoyés pour se débarrasser des impuretés, apres ils sont étalés
sur papier et séché a température ambiante, dans une piece aérée, a 1’abri de I’humidité et de
la lumiére. L’étape de séchage dure environ une ou deux semaines dépendant de I’organe
utilisé et aux conditions climatiques. Les échantillons obtenus sont conservé dans des sacs en

papier jusqu’au moment de 1’extraction.

Figure 9 : Photo représentative des galles (a gauche) et des fruits (a droite) d’armoise rouge.

V.1.2.  Description botanique

L’armoise rouge est une plante aromatique vivace, herbacée, hermaphrodite,
buissonnante, avec hauteur de 30 a 50 cm. Les tiges sont ligneuses, a la base striée. Elle est
généralement rougeatre, trés ramifiées, constituant une panicule plus au moins ample. Les
feuilles de cette plante sont altérées, entiére ou profondément découpées en lanieres plus ou
moins nombreuses et plus ou moins étroites, non charnues, plus au moins soyeuses dans leur
jeunesse. Les fleurs sont toutes tubuleuses, les périphériques sont femelles a corolle peu
visible, les autres sont males. C‘est une plante & floraison de mai a septembre avec une odeur
camphrée (Gast, 1989 et Gherib, 2009). (Figure 10)
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(A) Forme générale. (B) Capitule ;
(B-a) Feuille ; (B-b) pédoncule ;
(B-c) Involucre de bractées ; (B-d)
Fleurs. (C) Coupe longitudinale des
capitules ;(C-a) Réceptacle

convexe ; (C-b) Bractées ; (C-c)
Fleur. (D) Fleur male (fleur
tubulaire) ; (D-a) ovaire abortif ; (D-
b) 5 pétales fusionnés ; (D-c) style et
stigmatisation ; (D-d) 5 étamines
soudées. (E) Fleur femelle ; (E-a)
ovaire fonctionnel ; (E-b) style ;
(E-c) stigmate bi-lobe.

Figure 10 : Caractéristiques morphologiques d’A. campestris L (Dib et al., 2017).

Les espéces d’Artemisia peuvent présenter des gonflements anormaux du tissu

végétal, ces excroissances sont provoquées par des insectes ou des champignons, c’est ce

qu’on les appelle « galles » (Figure 11). La plante dans ce cas devienne un héte (Sifi, 2010).

Figure 11 : Photo illustre les galles d’A. campestris (Prise par Tahri, 2021).
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V.1.3. Systématique

Tableau 4 : Classification botanique de la plante A. campestris (Boudjouref, 2019).

Régne Plantae
Sous regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous famille Asteroideae
Tribu Anthemideae
Sous Tribu Artemisiinae
Genre Artemisia
Espece Artemisia campestris

V.1.4. Répartition géographique

L’origine d’A. campestris est de 1’ Asie, elle repartie spontanément dans les différentes
régions semi arides et le bassin méditerranéen du 1’hémisphére nord de la terre (Boudjouref,
2011). Cette espéce a une distribution inégale, elle est présente dans toute I’Europe, a
I’exception des zones arctiques et de la plupart des iles : Baléares, corse, sicile, créte, Irlande,

Islande, spitzberg, aussi en sibérie (Berrouane, 2014).

A. campestris pousse en abondance dans les régions arides et semi-arides d'Afrique
du nord comme le Maroc, I’Algérie et la Tunisie. (Dib et Elalaoui-Faris, 2019). En Algérie
A. campestris est rarement trouvée dans la région présaharienne, absente au Sahara
septentrional ; elle est plus rare dans la Tefedest et au Tassili mais assez répandue au
Hoggar. Cette espéce est caractérisée par une tres forte odeur qui embaume les lieux et se
reconnait parfois a plusieurs kilométres. (Gast, 1989). On peut noter que deux sous-especes
prédominent en Algérie, ce sont Artemisia campestris L.subsp.eu-campestris et Artemisia

campestris L.subsp.glutinosa (Dib et Elalaoui-Faris, 2019).
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V.1.5.  Utilisation de la plante

Les parties aériennes d’A. campestris sont utilisées dans le traitement de diverses
pathologies tel que les brilures, la diarrhée, les morsures de serpent, les piqlres de scorpions,
I’eczéma, la gastro-entérite, la dysenterie, le rhumatisme, elle est utilisée également pour
traiter les infections urinaires, 1’ulcére de l'estomac la fiévre et la toux (Ben Sassi et al.,
2007). Cette plante est utilisée pour traiter les troubles digestives, et les douleurs
menstruelles. Elle est notamment utilisée dans le traitement de diabéte (Boudjouref, 2019).

Le raison de I'utilisation d’A. campestris dans le domaine médicale, c’est leurs
odeurs ou saveurs caractéristiques due a la présence des monoterpénes, et des sesquiterpénes.
Traditionnellement, les anciens ont utilisé le T gouft comme produit détergent, elle remplace

I’eau de javel (Saihi, 2011).

V.1.6. Etude antérieures des activités biologiques d’Artemisia campestris

D’apres les travaux antérieurs, 1’espece d’A. campestris possede de nombreuses
activités biologiques en plus de leurs utilisations traditionnelles. On cite les plus étudiees par

les chercheurs (activité antioxydante et antimicrobienne) :
» Activité antioxydante

L’activité antioxydante de 1’extrait aqueux d’A. campestris faite in vitro par Aniya et
al (2000) par la méthode de DPPH a montré que I’extrait posseéde une importante activité

antioxydante.

L’étude de I’activité de différents extraits d” A. campestris (huile essentielle, extrait
aqueux et extrait éthanolique a 50%) en utilisant trois méthodes (DPPH, ABTS et (3-caroténe)
a montré que I’extrait aqueux de cette plante a une forte activité par rapport aux autres
extraits (Akrout et al., 2011).

» Activité antimicrobienne

Les extraits méthanoliques d’A. campestris ont montré une grande sensibilité
contre I’espece Staphylococcus aureus (bactérie a Gram-positive), alors que I’Escherichia

coli (bactérie Gram-négative) est plus résistant (Naili et al., 2010).

Vingt-trois plantes médicinales dont A. campestris ont été sélectionnées pour une
étude de I’activité antibactérienne en utilisant la méthode de diffusion sur gélose. L’activité a

été effectuée contre 14 bactéries (Gram-positif et Gram-négatif). D’apres les résultats,
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I’extrait  d’acétone a montré une action inhibitrice contre les bactéries de genre
Staphyllococcus. Alors que I’extrait méthanolique montrait une faible action inhibitrice

contre les bactéries de méme genre (Ben Sassi et al., 2007).

En 2007 Yun et al ont évalué¢ I’activité antifongique de 1’extrait aqueux d’Armoise
rouge. lls ont rapporté que cet extrait élimine les champignons mycorhizes en empéchant

leur croissance sur les racines des plantes hotes.

V.2.  Les souches microbiennes

Les souches microbiennes utilisées dans cette étude ont été fournies par le
laboratoire régional vétérinaire de Laghouat et de Tlemcen. Ces souches sont choisis parce
qu’elles sont connues pour leur forte antibiorésistance, et forte pathogénicité (El Mostaphi
et al., 2018). Le tableau 5 indique toutes ces souches avec leurs reférences.(Annexe 02)

Tableau 5 : Référence des souches microbiennes testées.

Nom scientifique Référence
Gram + | Staphylococcus aureus ATCC 25923
Escherichia coli ATCC 25922
Bactéries Gram - Klebsiella pneumoniae ATCC 70603
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Yersinia enterocolitica ATCC 9610
Candida albicans ATCC 10231
Levures Candida albicans ATCC 26790

V1. Produits chimiques et équipements de laboratoire (Annexe 03)
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VII. Méthodes expérimentales

L’organigramme ci-dessous explique I’ensemble du travail que nous avons suivi

dans cette étude.

Nous avons procédé a I’extraction des lipides du matériel végétal collecté, séché a

I’abri de la lumiére puis broyés. Par la suite, nous avons testé deux activités:

o lactivité antioxydante par le test DPPH, ce test est réalisé au niveau du laboratoire
de recherche, Université de Laghouat.
o [lactivité antimicrobienne testée au niveau du laboratoire de la faculté des sciences

de la nature et de la vie, département de biologie, Université de Laghouat.

Matiére végétale
(Fruits et galles d'Artemisia campestris)

Extraction par 1I'hexane
(Méthode d'ultrasons)

[Extraits lipidiques

/

Etude de I’activité antibactérienne Etude de Pactivité
et antifongique antioxydante
Technique de Technique de Test de DPPH
diffusion sur gélose microdilution

Figure 12 : Organigramme des principales étapes suivi dans notre travail.

24 |Page



Matériels et méthodes

VIIIl. Extraction des lipides

L’extraction des lipides a été réalisée a partir des fruits et des galles d '4. campestris.
Les échantillons ont été broyés a 1’aide d’un mixeur. Dans des flacons de 250 ml, une
quantité d’hexane est ajoutée a la matiere végétale broyée (dans notre cas 25 g de fruits et 20

g des galles). Les deux flacons sont mis dans un bain a ultrason a 35°C pendant 30 min.

Les extraits obtenus ont été filtrés, aprés 1’épuisement total de la plante. L hexane
est ensuit évaporé sous pression réduite a 1’aide d’un Rotavapeur. Les résidus sec sont
solubilisés dans un volume d’hexane et récupérés dans des flacons en verre. Afin de sécher

les extraits, nous avons placé ces flacons dans une étuve a 40°C pendant 48 h.

Nos échantillons sont conservés a 4°C jusqu’a leurs utilisation afin d’éviter toute

oxydation lors de I’analyse. Ce protocole est effectué par notre encadrant Nebeg H (2022).

( Matériel végétal broyé)

Extraction par
Hexane

v

Bain a ultrasons pendant
30 min

20¢g
Galles

y

Filtration

Evaporation de ’Hexane
(Rotavapeur)
( Séchage dans I’étuve >

v

< Calcule de rendement )

Figure 13 : Protocole de I’extraction des lipides des galles et des fruits d’A. campestris.
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VI, Détermination du rendement
Le rendement est défini par le pourcentage de la masse de I’extrait déterminée apres
évaporation de solvant par rapport a la masse initiale de la plante.

Les flacons qui contiennent les échantillons ont été pesé vides et aprés évaporation

de I’hexane pour but de déterminé la masse de I’extrait.

Le rendement est calculé par la formule suivante :

masse de résidu sec
X 100

Rendement = P
masse de matiere végétale

IX. Analyses quantitative des extraits

IX.1. Dosage spectrophotométrique des tocopherols totaux

IX.1.1. Principe

En 1938, Emmerie et Engel ont adopté une méthode colorimétrique pour le dosage
des tocophérols totaux. C’est une réaction d’oxydoréduction, les tocophérols en tant que
donneur d’électrons vont réduire le fer ferrique (Fe®") en fer ferreux (Fe?*) qui en présence
d’orthophénanthroline forme un complexe rouge-orangé stable, son absorbance maximal

s’effectue a 510 nm. (Figure 14)

(Tocophérols + Fe3+J

Orthophénanthroline

Figure 14 : La réaction de tocophérol avec Fe®* suivie de la réaction de Fe®* avec phénanthroline.
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IX.1.2. Le mode opératoire

Une seérie des dilutions sont préparées a partir d'une solution mére de la vitamine E
dans I’éthanol, ensuite, un ml de chaque dilution, est ajouté a 1 ml de réactif phénanthroline
(0,4% dans I’éthanol) et 0.5 ml FeCls (0,12% dans I’éthanol). Aprés 5 min, 1’absorbance est
mesurée & 510 nm contre un blanc qui contient 1 ml d’éthanol, 1 ml de réactif phénanthroline
et 0,5 ml de FeCls. Cela nous a permet de tracer une droite d'étalonnage de vitamine E, qui
relie I’absorbance a la concentration de tocophérol exprimée en g/I.

Ce protocole est répété trois fois pour une méme dilution, et le contenu en
tocophérols totaux dans I’extrait huileux d’A. campestris est déterminé a partir de la courbe
d’étalonnage, les résultats sont exprimés en milligramme équivalant de vitamine E par 100

grammes de lipide.

X.  Evaluation du pouvoir antioxydant

X.1. Principe du test de DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre, coloré et remarquablement
stable, decouverte en 1922 par Goldschmidt et Renn. Il a été genéralement utilisé pour

I’évaluation de la capacité antioxydante des extraits naturels des plantes (Foti, 2015).

Lorsqu'une solution de DPPH" est mélangée avec une substance qui peut donner un
atome d'hydrogéne, donnant lieu a la forme réduite (I'hydrazine DPPH—H). Cela provoque un
changement de la couleur de la solution du violet au jaune pale (Figure 15). Cette réaction
peut donc mesurable par spectrophotometre a 517 nm (Blois, 1958; Molyneux, 2004; Foti,
2015).

NO, NO,
Antioxydant "
O,N N N m O,N N——N
AH A
NO, NO,

Figure 15 : Réduction du radical libre DPPH par un antioxydant.
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X.2.  Le mode opératoire

La vitamine E commerciale (de 5 mg/l a 40 mg/l) a été utilisée comme antioxydant
de référence pour tracer la courbe d’étalonnage qui représente le pourcentage d’inhibition
(I%) en fonction de la concentration de I’antioxydant en mg/l. Une quantité¢ de 0,5 ml d’une
solution de DPPH préparé dans 1’éthanol de concentration 250 uM a été ajoutée a 0,5 ml de
chaque dilution. Aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité, les absorbances sont lus a 517 nm
contre un blanc (0,5 ml de DPPH + 0,5 ml d’éthanol) a I’aide d’un spectrophotometre
SHIMADZU 1800. Ce protocole est répété trois fois pour une méme dilution pour les deux

parties de plante. L’activité antioxydante a été exprimée en équivalent de vit E (VEEAC).

Le pourcentage d’inhibition PI % est calculé suivant I’équation :

Absorbance de l'extrait avec DPPH
[(%)=(1- x 100

Absorbance de DPPH sans extrait

XI. Etude de I’activité antimicrobienne
Parmi les principaux buts de notre étude, I'évaluation de l'activité antibactérienne et
antifongiques des extraits lipidiques des galles et fruits d’A. campestris.
L'activité antibactérienne des extraits a eté determinée par deux méthodes :
v' La méthode de diffusion sur milieu solide;
v' La méthode de diffusion en milieu liquide.
XI1.1. Préparation des milieux de culture

Les souches microbiennes ont besoin pour s’accroitre d’un milieu nutritif riche en
éléments indispensables (Saihi, 2011), les propriétés et la préparation des milieux utilisés

durant notre étude sont mentionnées dans le tableau suivant :
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Tableau 6 : Propriétés et préparation des milieux de culture.

Milieu de culture Propriétés Préparation
Mueller- Hinton Solide MH 38 g — 1L d’eau distillée
Bouillon MHB 21 g — 1L d’eau distillée
lide SB ILd& istillé
Sabouraud Solide S 65 g — 1L d’eau distillée
Bouillon SBB 28 g — 1L d’eau distillée

Les milieux préparés sont versés dans des flacons puis stérilisés dans un autoclave

semi-automatique a 120°C pendant 20 min.

X1.2.  Ajustement de I’inoculum

L’inoculum autrement dit les suspensions microbiennes (bactérienne et fongique)

doivent étre préparées a partir d’une culture jeune (des souches repiquées tous les 24 heures).

Cette suspension se prépare a partir d’un prélevement de quelques colonies
microbiennes de la surface des boites de petri ensemencées préalablement a I’aide d’un
écouvillon, puis dissoutes dans des tubes stériles contenant de 1’eau physiologique stérile
(0,9%). La DO de la suspension doit étre ajusté entre 0,08 et 0,10 lus a 625 nm a I’aide d’un
spectrophotometre SHIMADZO 1800. Le nombre des cellules dans la suspension bactérienne

est environ 108 UFC/ml, la suspension fongique est environ 10’ UFC/ml (Hammer, 1999).
X1.3. Techniques d’évaluation de I’activité antimicrobienne

X1.3.1.  Technique de diffusion sur milieu solide (diffusion sur disque)

La méthode de diffusion sur disque est utilisée dans notre étude, vue sa simplicité et
son efficacité de tester la sensibilité des micro-organismes vis-a-vis les extraits des végétaux
(Selka et al., 2016).

Un disque stérile imbibé de I’extrait est déposé sur un tapis bactérien ou fongique
pour but d’estimer I’inhibition de la croissance des microorganismes soumis au contact du
produit bioactif. L’effet de ce dernier est déterminé par la mesure du diamétre d’une zone
d’inhibition en millimétre, comparée a celles produites par un antibiogramme chargé des

disques d’ATB ou ATF standard (Annexe 04), on peut déduire que :

v" La souche du microorganisme sera qualifiée de sensible, d’intermédiaire ou de
résistante (Selka et al., 2016).

29|Page



Matériels et méthodes

V' Les extraits seront qualifiés de faibles, moyens ou forts contre les souches testées

[mterpretive Categories and Zone Diamerer

ATE Breakpaoints

Zensible (9 |Tutermeédiaire (1)) Resistants (R}

PIP 211 1% - 20 (<17,
L3 ’ .
P _.__ :3} -2 2 [
™ ._/ )
- |- |. - &
| ] W
L . Lone dmhbntion ": mn . FIP == R
. ‘ 7
IFM - & =
¢ I J [ : L -
-..--"-—_ __-"."f
Zone d'minbition =127 mm

——  Culture bacténenne

Figure 16 : Lecture d'antibiogramme.
(Site web : 01)

X1.3.1.1. Le mode opératoire

La premiére étape : Les milieux de culture solides (MH/SB) ont été coulés sur des
boites de Petri stérile. Pour éviter la confusion, les boites coulées doivent étre étiqueté (la

souche, la concentration de I’extrait et la date d’ensemencement).

La deuxieme étape : Chaque souche ajustée a été ensemenceée dans un milieu

approprié (MH pour les bactéries et SB pour la levure).

L’ensemencement des souches a été réalisé par la méthode d’écouvillonnage sur la
totalité de la surface du milieu de culture, en effectuant des striées de haut en bas. Cette

opération est répétée quatre fois en tournant la boite de 90°.

La troisieme étape : des disques de 5 mm de diamétre (découpés a partir d’un
papier filtre) ont été déposé sur la surface des milieux ensemencées a 1’aide d’une pince
stérile, en réalisant trois essais par concentration.

Pour chaque extrait (galles et fruits), nous avons préalablement préparé dans le
DMSO différentes concentrations (C, = 12,5 mg/ml, Y2, ¥s). Ensuite 10 ul d’extrait a été

ajouté sur les disques par une micropipette. (Figure 17)
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2MCegsai

Pure 1/2

Figure 17 : Schéma expliquant le dépot des disques imbibés d’extrait sur les milieux gélosés.

Les disques des antibiotiques ont été déposés dans des boites mises a part a celles
qui contiennent de I’extrait (contrdle positif). Egalement, la solution de DMSO a été utilisée

comme controle négatif pour toutes les souches.

Les résultats apparaissent apres 24 h d’incubation dans I’étuve bactériologique a

37°C. Les diamétres d’inhibition ont été mesurés en utilisant un pied a coulisse.
X1.3.2.  Technique de diffusion sur milieu liquide

La méthode de microdilution en milieu liquide est une technique qui permette
I’évaluation de I’activité antimicrobienne des différents extraits de plantes médicinales, afin
de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), la concentration minimale
bactéricide pour toutes les souches bactériennes (CMB) (Rios et al., 1988), et la

concentration minimale fongicide (CMF) pour les souches de candida (Sautour et al., 1999).

La CMI est la concentration la plus faible des extraits qui inhibe la croissance des
microorganismes testés. Tandis que la CMB ou CMF représente la concentration des
échantillons qui tue irréversiblement les souches ou bien donne de 0 a 1% de survie

microbienne (Rios et al., 1988 ; Canillac et Mourey, 2001).
X1.3.2.1.  Le mode opératoire

Afin de déterminer avec précision la CMI des micro-organismes testés, des

microplaques de 96 puits ont été utilisés (Figure 18).

31|Page



Matériels et méthodes

Les dilutions d'extrait Les dilutions C+.I

0
T
——

[
o
fd
[
[
N

Escherichia coli A

0000000~

00000000
0000000
0000000

0000000 ~

@@@@6(@@@“
00000000+
00000000
QO0O00O00~ °
QOO0 *
0000000
00000000

@)
@)
O

Figure 18 : Schéma représentatif d’une microplaque de 96 puits.

Nous avons préparé prealablement, une solution meére en faisant dissoudre notre
extrait lipidique dans une solution de DMSO pure, pour obtenir une concentration de 12,5
mg/ml (Co).

La premiére étape : 100 ul de milieu de culture liquide approprié (MHB pour les
bactéries et SBB pour la levure) ont été versé dans tous les puits de la plaque, sauf la rangée F

qui sert comme une région de séparation entre les souches bacteriennes et fongique.

La deuxieme étape : 100 pl de la solution mére de concentration 12,5 mg/ml a été
ajouté dans les puits de la premiere colonne de A a E pour les souches bactériennes, G et H
pour la souche fongique. Puis une série de dilution successive (de 6,25 a 0,195 mg/ml) a été
faite de la colonne 1 a 6 en utilisant le milieu de culture liquide comme diluant. Afin de
garder un volume fixe de 100 ul dans chaque puits, I’excédent dans la derniere concentration
(100 pl a été jeté).

Les colonnes de 8 a 12 des rangées de A a E, G et H ont été réservées pour le
contréle positif (Antibiotique pour les bactéries et antifongique pour la levure).

100 pl d’antibiotique est ajouté dans les puits de la colonne 8 (de rangée A a E) et
100 pl d’antifongique dans les rangée H et G, puis diluée en série jusqu’a les puits de la

colonne 12 (on jette 100 pl du dernier puits).
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Figure 19 : Schéma représentatif de la série des dilutions.

La troisiéme étape : 100 pl de suspensions microbiennes ajustées avec 10® UFC/ml
ont été ajouté dans tous les puits charges préalablement. Le volume total de chaque puits
étant 200 pl.

Les puits de la colonne 7 des rangées de A a E, G et H servent de témoin négatif,
Ils contiennent 100 pl de milieux de culture liquide avec 100 ul de suspension microbienne

sans extrait.

La quatrieme étape : La microplaque de culture a été incubée dans 1’étuve a 37°C
pendant 24 h.

La cinquieme étape : apres 24 h a 37°C, on a ajouté 40 ul de la solution
d’iodonitrotétrazolium chloride de concentration 0,2 mg/ml a chaque puits. On attend 5 a 30

min, temps pour lequel 'INT réagit avec les cellules microbiennes.

L’INT sert de révélateur pour la viabilité des cellules microbiennes. Il est un réactif
coloré, agissant comme un accepteur d’¢lectrons (Figure 20). La couleur jaune du tétrazolium
est réduite par des micro-organismes viables, et dans ce cas elle se transforme en couleur
rose/violette. S’il y a aucun changement de couleur, cela indique une inhibition de la

croissance microbienne (Mfengwana et Mashele, 2016).
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Figure 20 : Photo originale et la structure chimique d’INT.

Les résultats peuvent étre interprétés a 1’ceil nu, mais la distinction entre CMI et
CMB ou CMF a été déterminée apres repiquage sur un milieu gélose vierge, les suspensions

microbiennes existant dans les puits ayant une coloration jaune.
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Résultats et discussion

XI1. Résultats et discussion

Nous nous sommes intéressées a travers cette étude aux lipides extraite partir des
fruits et des galles de ’espéce d’armoise rouge. L’objectif visé est de connaitre les activités
antioxydante et antimicrobienne dotées par ces extraits, en étudiant I’activité antioxydante par
le test de DPPH ainsi I’activité antimicrobienne contre diverses bactéries et levure

sélectionnées pour leur pouvoir nocif.

Nous avons effectué des comparaisons pour chaque parametre entre les échantillons
(galles et fruits), nos extraits lipidiques avec d’autres extraites lipidique de la méme espéce,

genre ou familles.

Les résultats ont été exprimés par la moyenne et son écart type. L’analyse des

résultats a été effectuée a ’aide de Microsoft Office Excel 2010.

XILL1.  Lateneur en lipide

Le procédé d’extraction se fait par la méthode de sonication en utilisant un solvant
organique volatil (Hexane) nous a permet d’obtenir deux extraits bruts, huileux des galles et
des fruits d’A. campestris de la région d’Aflou. L’odeur de ces extraits est agréable, 1’aspect
et la couleur sont montrés dans la figure 21 et le tableau 7

Figure 21 : Aspect des extraits lipidique des fruits (& gauche) et des galles (a droite)
d’A.campestris.
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Tableau 7 : Aspect et couleur de différents extraits d’A. campestris.

Extrait lipidique Aspect Couleur
Fruits Graisseux Vert foncé
Galles Graisseux Brune

La teneur en lipides exprimée en pourcentage en fonction de 1’organe utilisée est

illustrée dans 1’histogramme de la figure suivante :

2,15 - 2,1 %

1,95 - 1,9% ® Fruits

m Galles

=
©
1

1,85 -

Teneur en lipide (%)

1,8 -

1,75 -

Fruits Galles

Figure 22 : Comparaison de teneur en lipides entre les galles et les fruits d’A. campestris.

Nous constatant que les rendements en lipide bruts des fruits et des galles (2,1% et
1,9% respectivement) sont pratiquement proches, mais nous pouvons dire que le meilleur
rendement est celle obtenu par les fruits, et ce peut étre di au féte que les fruits sont

considérés comme des organes de réserve (riche en lipide).

Ben Sassi et al (2007) ont extrait les lipides des parties aériennes d’A. campestris
collectées de la région de Tunisie en 2004, la méthode utilisée consiste a macérer la plante
dans I’hexane pendant 48 h. La teneur en lipides était égale a 5,1 % supérieure a celle
obtenue dans notre étude, cela est di a la région de collecte, ainsi a la durée prolongée

capable d’épuiser la plante de la substance a extraire.

L'extrait avec du chloroforme des matiéres végétales a montré la présence des

stéroides, des triterpénoides et des lipides (Gupta et al., 2003). En 2011, Boudjouref a extrait
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les lipides de la partie aérienne de la méme espece mais collectée en 2009 dans la région de
Boussaada, en réalisant une macération dans le chloroforme, sous agitation pendant 4 a 5 h.
La teneur obtenu était égale a 3,4% relativement supérieure a celle obtenue a partir des galles
et des fruits d’armoise rouge utilisé dans notre étude. La différence de la méthode et le choix
du solvant explique cette différence des rendements.

Nous pouvons conclure que la teneur en lipide varie en fonction de I’espece végétale
choisi, les parties de la plante utilisées, la région de collecte, ainsi que la durée et le solvant

d’extraction.

XI1.2.  Dosage de tocophérols totaux

La courbe d’étalonnage du standard (la vitamine E) a été tracé en utilisant la
méthode de quantification du complexe Fe®*-phénanthroline obtenu aprés la réduction de Fe®*
par ce standard. La teneur en tocophérols totaux pour les extraits hexanique d 4. campestris a

été déterminée a partir de cette courbe illustrée dans la figure ci-dessous :

P
~

y = 21,185 x
R2=0,9991

Abs (a 510nm)
o o o e
BN ()] [ole]) = N

o
[N}

o

0 001 002 003 004 005 006 0,07
C (a/l)

Figure 23 : Courbe d'étalonnage de la vit E.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de vit E par 100 grammes

d’huile (mg Eq Vit E/100 g d’huile). (Tableau 8 et figure 24)
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Tableau 8 : Quantités des tocophérols des huiles d’A. campestris (Fruits/Galles).

Extrait Teneur en tocophérols (mg Eq Vit E/100g d’huile)
Fruits 686,59 + 24,27
Galles 1725,28 + 56,74
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Figure 24 : Comparaison du taux de tocopherols totaux des lipides extraits a partir des fruits et des
galles d’A. campestris.

A la lumiére des résultats de la quantification des tocophérols totaux regroupés dans
le tableau et la figure ci-dessus. Nous remarquons que la plus petite valeur a été enregistrée
pour les fruits (686,59 + 24,27 mg Eq Vit E/100g), malgré sa richesse en lipides. Par contre
la plus grande valeur a été enregistrée pour les galles (1725,28 + 56,74 mg Eq Vit E/100g).
Nous pouvons conclure que les galles de cette plante peuvent étre une  source en

tocophérols vue la quantité importante obtenue.

A notre connaissance, il n'existe pas de travaux publiés sur le dosage des tocophérols

des différentes parties d’armoise rouge.
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XI1.3. Evaluation du pouvoir antioxydant par le test de DPPH

L’¢évaluation du pouvoir antioxydant de nos extraits lipidique a ét¢ déterminée par
un test de routine, simple et rapide, en utilisant la solution éthanolique de DPPH. Cette
méthode est basée sur la diminution de la couleur du radical en présence de I’extrait en

paralléle ’augmentation de I’activité antiradicalaire.

La courbe d’étalonnage qui représente le pourcentage d’inhibition (P1%) en fonction
de la concentration de I’antioxydant standard (vit E) exprimée en mg/l est illustrée dans la

figure suivante :

100 y =2,1533 x

90 R2=0,9913
80

70
60
50
40
30
20
10

PI (%)

0 10 20 30 40 50

C (mg/l)

Figure 25 : Courbe représentant la variation du pourcentage d’inhibition P1% en fonction de la
concentration en antioxydants standards (Vit E).

Les résultats de I’activité antioxydante sont exprimés par VEEAC (mg/g d’huile),
qui est définie comme la quantité en mg du vit E possédant la méme activité antioxydante

que 1 g d’huile. (Tableau 9 et figure 26).

Tableau 9 : Valeurs de VEEAC des extraits lipidiques d’A. campestris.

Extrait VEEAC (mg /g d’huile) Interprétation
lg d’extrait a une activité
Fruits 34,96 + 0,66 antioxydante équivalente a

34,96 mg de vitamine E
lg d’extrait a une activité
antioxydante équivalente a
10,99 mg de vitamine E

Galles 10,99 + 0,28
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Figure 26 : Comparaison du VEEAC entre les fruits et les galles d’A. campestris.

Concernant I’expression de 1’activité anti radicalaire par le VEEAC, on déduit que
plus les valeurs de VEEAC sont grandes plus I’extrait est un antioxydant puissant. Dans ces
extraits et selon les résultats mentionnés dans la figure et tableau précedents. Nous
remarquons que I’huile des fruits est le plus puissant, son capacité antiradicalaire est
important (34,96 + 0,66 mg/g d’extrait). Dans le deuxiéme ordre vient I’extrait des galles

avec une valeur de VEEAC égale a 10,99 £ 0,28 mg/g d’extrait, inferieur a celle des fruits.

A partir de la courbe d’étalonnage, nous avons calculé la concentration du vit E
équivalent a la concentration de I’extrait possédant la méme valeur de Pl (%), et le rapport
entre la concentration de ’extrait (Cg) et la concentration équivalente de la vitamine E (Cyg)
représente une autre forme d’expression pour I’activité antioxydante. On considére que plus

ce rapport est petite plus I’activité antioxydante est grande.

Les résultats obtenus montrent que ’activité antioxydante des lipides des fruits
d’A.campestris est plus forte avec une valeur de rapport (28,60), alors que I’extrait des galles
est beaucoup moins actif due au rapport élevé (91,02). En autre terme, I’extrait des fruits qui
est le plus puissant est presque 28 fois moins actif que la vit E. Tandis que ’extrait des galles
est presque 91 fois moins actif. Nous concluons que I’huile des galles posséde une activité

anti radicalaire trois fois moins que celle des fruits.
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XI1.4.  Evaluation du pouvoir antimicrobien des extraits lipidique d’A. campestris
XI1.4.1. Les résultats de ’activité antimicrobienne testée par la méthode des disques

Nous avons utilise la méthode de Vincent pour déterminer la sensibilité des cing
souches bactériennes et les deux souches de levures vis-a-vis de nos extraits lipidique

d’A.campestris.

Des disques de papier de 5 mm de diameétre imbibés avec 10 ul d’extrait (pure, Y2,
s) sont déposés a la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé avec une
suspension microbienne ajustée, trois disques par boite ont été déposés pour la méme
concentration. Aprés I’incubation pendant 18 a 24 h, des zones transparentes apparaissent
autour les disques représentant une inhibition de la croissance des microorganismes

(bacteries et levure) provoquée par le pouvoir antimicrobien de nos extraits.

Les diametres des zones d’inhibitions exprimés en millimetres au tour des disques
pour les trois concentrations des extraits (galles et fruits) sont mesurés et illustrés dans le

tableau et la figure ci-dessous.

Tableau 10 : Diametres moyens en (mm) des zones d’inhibition des cultures microbiennes incubés

avec des extraits d’A. campestris de différentes concentrations.

Diamétres des zones d’inhibition en (mm)

Extrait des fruits Extrait des galles
Les souches Pure Dilution  Dilution Pure Dilution  Dilution
Yo Vs Yo Ys
E. coli 8,0+1,7 7,610,5 0 8,01 0 0
P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0
S. aureus 0 0 0 9,33+2,08 8,33+x2,51 6,010

Y.enterocolitica 15,33+2,08 15,33+2,08 9,0+1,7 12,33%1,5 12,01  11,66+0,5
K. pneumoniae  12,66+1,5 8,33%15 6,0+0  15,33+2,08 10,66+1,5 8,0+l
C.albicans 10  14,33+0,5 13,33+2,08 12,0+2 15,0+0,6 15,0+1,33 14,0+0,6
C. albicans 26 13,0+1 12,0+0,5 11,332 16,33+2,08 13,66+0,5 13,0+l

+ SD (écart-type [standard deviation])
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Figure 27 : les diamétres des zones d’inhibition obtenus suite a I’effet des deux extraits
d’A.campestris sur les sept souches microbiennes.

Les résultats expérimentaux de I’effet antimicrobien par la méthode de Vincent des
deux extraits lipidiques (galles et fruits) d’A. campestris montrent une large variation des
diametres de zones d’inhibition, allant de 0 a 16,33 mm pour les extraits des galles et de 0 a
15,33 mm pour les extraits des fruits. Les souches étudiées n’ont pas le méme comportement

Vis-a-Vis nos extraits.

Pour P. aeruginosa, nous avons noté une résistance aux trois concentrations (Pure,

Y%, Ys) pour les deux extrait (Fruits/Galles).

La bactérie a Gram positif (S. aureus) présente une sensibilité modérée aux trois
concentrations de 1’extrait des galles, par contre elle posséde une résistance aux extraits des

fruits.

La concentration pure de I’extrait des fruits donne un diamétre plus élevé avec
Y.enterocolitica, suivie de : C. albicans 10, C. albicans 26, K. pneumoniae et E. coli. Dans le
cas d’extrait des galles avec la méme concentration, le diametre le plus éleve a été obtenue
chez C. albicans 26 suivie de : K. pneumoniae, C. albicans 10, Y. enterocolitica, S. aureus

et dernierement E. coli.

La dilution % de l’extrait des fruits nous révéle le méme ordre décroissant des

diamétres mesurés lors de la concentration pure pour les mémes souches. Tandis que I’extrait
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des galles nous donne un ordre différent pour les souches testés, nous avons enregistré que la
zone d’inhibition la plus élevée est obtenue par C. albicans 10 alors que E. coli a montré une

résistance.

Par ailleurs, la dilution % des deux extraits donne le méme ordre décroissant des
zones d’inhibitions mesurées pour les souches testées (C. albicans 10, C. albicans 26,
Y.enterocolitica, K. pneumoniae). D’autre part, ’effet des deux extraits est nul sur E. coli.

D’aprés I’ensemble des résultats obtenus, la comparaison des deux extraits
d’A.campestris nous permet de déduire que les deux souches de levures sont les plus

sensibles avec des zones d’inhibition remarquable (Figure 28, 29, 30 et 31).

Figure 28 : Photo illustrant 1’effet de I’extrait des fruits sur la croissance de C. albicans (10) avec le
témoin positif (ATF).

Figure 29 : Photo illustrant I’effet de I’extrait des galles sur la croissance de C. albicans (10) avec le
témoin positif (ATF).
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Figure 30 : Photo illustrant I’Effet de I’extrait des fruits sur la croissance de C. albicans (26) avec le
témoin positif (ATF).

Figure 31 : Photo illustrant 1’effet de 1’extrait des galles sur la croissance de C. albicans (26) avec le
témoin positif (ATF).

Les effets des deux extraits sur les souches bactériennes sont illustrés dans les

annexes 06 et 07.

Ben Sassi et ses collaborateurs (2007), ont remarqué que I’extrait lipidique
d’A.campestris collecté de la région de Tunisie n’a pas une action inhibitrice sur les souches

suivantes : E.coli, P.aeruginosa, S. aureus et K. pneumoniae.

X11.4.2. Les résultats de ’activité antimicrobienne testée par la méthode de dilution en
milieu liquide
La détermination des CMI et des CMB (pour des bactéries) ou CMF (pour les
levures) nous permet d’évaluer I’activité antimicrobienne des extraits végétaux. Nous avons
adopté la méthode de dilution en milieu liquide en utilisant une microplaque de 96 puits. La

CMI sera déterminée, a partir d'une gamme de concentrations d’extrait. (Tableau 11)
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Tableau 11 : Les dilutions des extraits et leurs positions dans la microplaque.

Co | Yo | Yy | Yo | Yie | Va2 | Yea

Concentration 125 | 625 | 313 1,56 0,78 0,39 | 0,20
mg/ml
Position
(ouits) o1 | 02 03 04 05 06

La méthode de dilution en milieu liquide a été réalisée sur toutes les souches
microbiennes. La figure ci-dessous montre les microplaques ensemencées aprés 1’ajout du
révélateur INT. Les positions de chaque souche dans cette microplaque ont été illustrées dans

la figure 18 dans la partie de matériels et méthodes.

200ees
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(A) L’extrait des Fruits d’A. campestris. (B) L’extrait des galles d’A. campestris.

Figure 32 : photo illustrant les microplaques ensemencées utilisé pour la détermination de CMI apres
I’ajout du révélateur INT.

Le tableau ci-dessous regroupe les concentrations minimales inhibitrices de nos

extraits.

Tableau 12: CMI des extraits lipidiques des galles et des fruits d’Artemisia campestris.

Concentration en mg/ml

CMI
Souches Extrait des fruits Extrait des galles
E. coli 1,56 1,56
P. aeruginosa 3,13 3,13
S. aureus 1,56 1,56
Y. enterocolitica 1,56 3,13
K. pneumoniae 3,13 3,13
C. albicans 10 0,39 0,20
C. albicans 26 0,78 0,20
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L’histogramme suivant montre une comparaison entre les CMI des deux extraits.
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Figure 33 : Comparaison des valeurs de CMI entre les extraits des galles et des fruits d'A. campestris.

Nous avons remarqué que les CMI des deux extraits lipidiques d’Artemisia
campestris sur les souches bactériennes testée, se rangent entre 1,56 et 3,13 mg/ml. Ainsi

celles des souches de levure se rangent entre 0,20 et 0,78 mg/ml.

Pour les deux extraits, la méme valeur de CMI a été enregistrée pour les souches
E.coli, P.aeruginosa, S. aureus et K. pneumoniae. Mais pour Y. enterocolitica, la valeur de
CMI se différe d’un extrait a I’autre. Nous remarquons que ’extrait de fruits présente une

CMI=1,56 mg/ml d’ou une sensibilité modérée.

Les souches de Candida sont avérées les plus sensibles aux extraits d’A. campestris
car les valeurs de CMI sont plus faibles par rapport aux bactéries. En d’autres termes, les

souches bactériennes testées résistent a nos extraits d’ou le faible effet de ces derniers.

L’extrait des galles possede le méme effet pour les deux souches de levure, il est fort
par rapport a I’extrait des fruits. Mais ce dernier a une efficacité importante sur C. albicans

10 et moins efficace sur C .albicans 26.

Les différentes valeurs de CMI observées peuvent s’expliquer par la présence de
composés actifs a propriété antibactérienne dans nos extrais. Ces valeurs dépendent

aNé : la nature de I’extrait et la souche microbienne.
énéralement de deux facteurs : la nature de I’extrait et I h b
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Plus les valeurs de CMI sont petites, plus les microorganismes sont sensibles et
I’extraits dans ce cas est efficace, il peut étre un choix thérapeutique. En revanche, plus les
valeurs de CMI sont élevées, les microorganismes sont résistants, alors I’extraits est

considéré comme faible.

Les valeurs de CMB sont supérieures a 6,25 mg/ml pour la majorité de nos souches
bactériennes. De méme pour la CMF

Les rapports CMB/CMI et CMF/CMI d’une substance antimicrobienne permet de
savoir la nature de nos extraits en terme bactéricides ou bactériostatique, fongicide ou
fongistatique. Si ce rapport est inférieur ou égal a quatre (< 4) D'extrait est qualifié de
substance bactéricide ou fongicide et s’il est supérieur a quatre (> 4), alors I’extrait est dit

bactériostatique ou fongistatique (LA, et al., 2008).

La totalité des résultats mentionnent que les deux extraits sont dotés d’un pouvoir
bactéricide sur les especes bactériennes étudiees (le rapport CMB/CMI inférieur a 4). Par

contre ils sont dotés d’un pouvoir fongistatique sur les especes de levure (le rapport
CMF/CMI supérieur a 4)

Les valeurs des deux rapports sont illustrées dans le tableau suivant :

Tableau 13 : Rapport CMB/CMI et CMF/CMI.

Concentration en mg/ml

CMB/CMI
Souches Extrait des fruits Extrait des galles

E. coli 4 4

P.aeruginosa 2 2

S. aureus 4 4

Y. enterocolitica 4 2

K. pneumoniae 2 2
CMF/CMI

C. albicans 10 16 32

C. albicans 26 8 32
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Conclusion et perspectives

Les plantes aromatiques et médicinales occupent une importante place dans le
monde entier. L'humanité est a la recherche de solutions de rechange naturelles aux
substances chimiques, qui deviennent agressives pour l’organisme. Le monde végétal
constitue une source inépuisable de substances bioactives dans divers domaines en médecine,
pharmacie, cosmétologie et en agriculture.

Le présent travail est consacré a I’évaluation de I’activité antioxydante et
antimicrobienne des lipides extraits d’Artemisia campestris récoltée dans la région d’Aflou
(Laghouat) en Octobre 2021. L’extrait lipidique des deux organes (galles et fruits) de cette
plante a été obtenu par les ondes ultrasons et ’hexane comme solvant pendant 30 min jusqu’a
I’épuisement, les rendements lipidiques sont relativement proches, alors que la teneur en
tocophérols des deux extraits était différente, les galles étant riche en tocopheérol par rapport
aux fruits.

L’activité antioxydante des deux extraits d’Artemisia campestris (galles et fruits) a
été évaluée par la méthode de réduction de radical libre DPPH, la capacité antiradicalaire est
¢levée dans I’extrait des fruits, par contre elle est faible pour I’extraits des galles.

L’activité antimicrobienne a ¢été déterminée sur cinq souches bactériennes (E.coli,
Y.enterocolitica, S. aureus, K. pneumoniae et P. aeruginosa) et deux levures de C. albicans,
selon la méthode de diffusion sur disque. Les résultats indiquent que les deux extraits
possedent une activité modeérée pour : E. coli, S. aureus et ’extrait de fruit a un effet sur la
souche de Y. enterocolitic, le reste des bactéries sont résistantes. Les concentrations
minimales inhibitrices des deux extraits sont basses pour les souches de candida. Elles se sont

révélées plus sensibles vis-a-vis nos extraits que les bactéries.

L’ensemble de ces résultats obtenus in Vitro ne constitue qu’un premier pas dans la
recherche de substances d'origine naturelle biologiqguement active, des études
supplémentaires in vivo seront nécessaires, aprés 1’isolement et 1’identification des différentes
molécules responsables des activités biologiques (antioxydante et antimicrobienne) dotée par
ces extraits lipidique de cette plante. Ce qui permet de valoriser les plantes médicinales

présentes dans le sud d’Algérie.
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Annexe 01

Huiles végétales
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Figure 1 : Constituants des huiles végétales (Jahouach, 2002).
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Annexe 02

Figure 2 : Photo des souches microbiennes utilisées dans notre étude.
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Annexe 03

Tableau 1 : Equipements et matériels de laboratoire.

Agitateur magnétique Ecouvillon Papier filtre
Aoutoclave Entonnoir Parafilm

Appareil de sonication Erlenmeyer Pied a coulisse
(Raypa)

Appareil rotavapeur Etiquettes Pince
Balance Etuve Pipette pasteur
Ballon Fiole jaugée Pissette

Barreau magnétique Flacon

Plaque chauffant

Les embouts de

Bec bunsen Micropipette micropipette
(bleue/jaune)
Bicher Mixeur Portoirs
Boites pétrie Mortier et pilon Spatule
Bouchons Papier aluminium Spectrophotométre
SHIMADZU 1800
Cuvette

Papier cellophane

Tube a essaie

Tableau 2 : Les produits chimiques utilisés.

DMSO Ethanol Vitamine E
Sabouraud dextrose
DPPH Fecls agar/ Sabouraud broth
s Mueller Hinton agar/
Bau distillce Hexane Mueller Hinton broth
Eau . .
physiologique Phénanthroline lodonitrotétrazolium (INT)
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Annexe 04

Tableau 3 : Antibiotique et antifongique utilisé pour chaque souche et son diametre de zone
d’inhibition

Souches ATB/ATF Diametre (mm)
E. coli GEN 10 22
P. aeruginosa AK 30 33
S. aureus AK 30 20
Y. enterocolitica DXT 30 22
K. pneumoniae DXT 30 22
C. albicans 10 . 15
C. albicans 26 Amphotericine B 20

Annexe 05

Tableau 4 : Les antibiotiques et les antifongiques utilisés dans cette étude.

Les antibiotiques «disques»

Antibiotique Code Charge du disque
(h9)
Gentamicine GEN 10
Amikacine AK 30
Doxycycline DXT 30

Les antibiotiques «médicaments»

Céphalosporin 1g : poudre pour solution injectable.

Les antifongiques

MYTRICINE 10% (Amphotéricine B): solution buvable.
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E. coli

Figure 3 : Photo illustrant 1’effet de I’extrait des fruits sur la croissance d’E.coli avec le témoin
positif (GEN 10 pg).

P. aeruginosa

Figure 4 : Photo illustrant 1’effet de I’extrait des fruits sur la croissance d’P. aeruginosa avec le
témoin positif (AK 30 pg).

S. aureus

Figure 5 : Photo illustrant 1’effet de 1’extrait des fruits sur la croissance d’S. aureus avec et le témoin
positif (AK 30 ug).
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Y. enterocolitica

Figure 6 : Photo illustrant 1’effet de I’extrait des fruits sur la croissance d’Y. enterocolitica avec le
témoin positif (DXT 30 ug).

K. pneumoniae

Figure 7 : Photo illustrant 1’effet de 1’extrait des fruits sur la croissance d’K. pneumoniae avec le
témoin positif (DXT 30 pg).
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E. coli

Figure 8 : Photo illustrant 1’effet de I’extrait des galles sur la croissance d’E.coli avec le témoin
positif (GEN 10 pg).

P. aeruginosa

Figure 9 : Photo illustrant 1’effet de I’extrait des galles sur la croissance d’P. aeruginosa avec le
témoin positif (AK 30 pg).

S. aureus

Figure 10 : Photo illustrant 1’effet de I’extrait des galles sur la croissance d’S. aureus avec et le
témoin positif (AK 30 pg).
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Y. enterocolitica

Figure 11 : Photo illustrant 1’effet de 1’extrait des galles sur la croissance d’Y. enterocolitica avec le
témoin positif (DXT 30 ug).

K. pneumoniae

Figure 12 : Photo illustrant 1’effet de 1’extrait des galles sur la croissance d’K. pneumoniae avec le
témoin positif (DXT 30 pg).
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