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Résumé

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de I’extraction des huiles essentielles d’ Artemisia
absinthium(Absinthe)  poussant a Miliana (W Ain -Defla) et leur activité biologique
(antibactérienne, antifongique et antioxydante).

L ’Artémisa absinthium est considérée comme matiere pleine de substances médicinales et
nutritionnelles, elle est aussi une source de substances (huile essentielle) qui possedent des
effets remarquables sur le plan biologique.

Selon la littérature, L’extraction d’huile essenticlle de la partie aérienne  réalisée par
hydrodistillation, montré que les rendements sont variables d’un pays a un autre : Maroc (0,5
%), canada (0,3 a 0,5 %), et en Algérie: (1,5 %) a Batna, et (0,5 %) a Tipaza et a Blida
(0,52). Les analyses effectuées sur cette huile par la Chromatographie en phase gazeuse

couplé par la spectrométrie de masse permettre d’obtenir des composés majoritaires tels que :
Béta thujone (60,82%) a Tipaza, le chamazuléne (25,2%) a Oran et camphre (44,93%) a
Batna.

Pour 1I’évaluation de I’activité antioxydante, des études rapportées par divers auteurs en
Algérie ont donné une bonne efficacité antioxydante avec le DPPH (ICs50%= 62.66+2.55
ug/ml), PABTS (IC50%= 41.57+0.97 pg/ml) et (CUPRAC A050%-= 38.15+0.79ug/ml).

L’activité antibactérienne et antifongique testé par la méthode d’aromatogramme sur extrait
d’A. absinthium a révélée une activité inhibitrice contre les souches E. coli, staphylococcus
aureus, Bacillus , pseudomonase aeruginosa et candida albicans .

Enfin, les résultats rapportés par la littérature sur ce theme sont prometteurs et ouvrent de
nouvelles perspectives dans le domaine des applications naturelles qui peuvent étre une
alternative valable pour remplacer les produits chimiques.

Mots clés: Artemisia absinthium , extraction, huile essentielle, composition chimique,
activité antioxydante, activité antibactériennes.
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Abstract

This work is part of the extraction of essential oils from Artemisia absinthium growing in
Miliana (W Ain Defla) and their biological activity (antibacterial, antifungal and antioxidant).

Artemisa absinthium is considered to be a material full of medicinal and nutritional
substances, it is also a source of substances (essential oil) that have remarkable effects on the
biological level.

According to the literature, The extraction of essential oil from the aerial part carried out by
hydrodistillation, showed that the yields are variable from one country to another:Morocco
(0.5%), Canada (0.3 to 0.5%), and also in Algeria: ( 1.5%) in Batna, and (0.5%) in Tipaza and
Blida (0.52).

The analyses carried out on this oil by gas chromatography coupled by mass spectrometry
make it possible to obtain major compounds such as: Beta thujone (60.82%) in Tipaza,
chamazulene (25.2%) in Oran and camphor (44.93%) in Batna.

For the evaluation of antioxidant activity, studies reported by various authors in Algeria have
given good antioxidant efficacy with (DPPH IC50% = 62.66 + 2.55 pug / ml) (ABTS IC50% =
41.57 +0.97 pg / ml) (CUPRAC A050% = 38.15 + 0.79ug / ml).

The antibacterial and antifungal activity tested by the aromatogram method on extract of A.
absinthium has shown inhibitory activity against strains of E. coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus, pseudomonase aeruginosa and candida albicans.

Finally, the results reported by the literature on this topic are promising and open up new
perspectives in the field of natural applications which can be a valid alternative to replace
chemicals.

Key words : Artemisia absinthium , extraction, essential oil, chemical composition,
antioxidant activity, antibacterial activity
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%: Pourcentage
A .absinthium: Artemisia absinthium
Ab: Absorbance
ABS: Artemisia absinthium
AC: Artemisia campestris
AHA: Artemisia herba Alba
AFNOR : Association francaise de normalisation
ATCC: American Type Culture Collection
°C : Degré Celsius
CG/SM : Chromatographie en phase gazeuse couplé par la spectrométrie de
Masse
CMI : Concentrations minimales inhibitrices
D : Ladensité
DMSO : Dimethyl sulfoxide
DPPH: 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
E. coli: Escherichia coli
G-: Gram-negative
G+: Gram-positive
g : Gramme
GN : Gélose nutritive
H (%) : Taux d’humidité
HE : Huile essentielle
IA : indice d’acide

IC50 : Concentration inhibitrice 50. La concentration inhibitrice a 50% (I1C50)
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Introduction générale

Introduction générale

Le monde des végétaux est plein de ressources et de vertus d'ou I'hnomme puisse recourir
non seulement a sa nourriture mais aussi utilise des substances actives qui procurent souvent
un bienfait a son organisme [Labiod, 2016].

Les plantes médicinales et aromatiques ont été employées pendant des siecles comme
remede pour les maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants de valeurs
thérapeutique. Elles sont utilisées dans le processus de stress oxydatif et la lutte contre les
maladies infectieuses [El Kalamouni, 2010].

L'Algérie avec sa grande variété de climat et de sol, sa situation géographique et ses reliefs,
possede une flore végétale riche et diversifiée de 3150 espéces. Parmi les plantes qui
constituent le couvert végétal, se trouve le genre Artemisia [De Pascual et al ., 1984 ; Rauter
et al ., 1989] , ce dernier est largement distribué surtout dans les régions semi arides [Joao et
al ,1998 ; Akrout et al, 2001].

Le genre Artemisia est I’ un des plus importants de la famille des Asteraceae . IL a été
enregistré onze espéce d’Artemisia en Algérie [Quezel et al, 1963], dont certaines sont
rares et d’autres trés répandues [ Abdelguerfi, 2003]. De nombreuses especes de ce genre sont
utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs molécules douées
d’activités thérapeutiques, parmi les especes les plus connus se trouve Artemisia absinthium .

Artemisia absinthium communément appelé « Chedjert merieme » [Hose ,2002.
Rezaeinodehie al, 2008]. C'est une plante a différents usages, est largement utilisée pour
traiter les troubles digestives , les ulcéres , les brdlures , la diarrhée et comme un
antipyrétique, un antimicrobien, dans le traitement des plais, des insecticides et d’
autres[Kordali et al.,2005]. Elle se caractérise par sa richesse en huile essentielle en
composition différente [Bouzidi, 2016].

Un intérét considérable a été suscité aux huiles essentielles extraites a partir d’A.
absinthium qui occupent un bon choix dans la découverte de nouvelles molécules
thérapeutiques, et attirent 1’intérét de plusieurs recherches vue le nombre de leurs propriétés
biologiques dénombrables.

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de I’extraction des huiles essentielles d’ Artemisia
absinthium poussant a Miliana (W Ain Defla) et leur activité biologique notamment
I’activité antibactérienne, antifongique et antioxydante.

Notre travail se subdivise en quatre chapitres:
Le premier chapitre est consacré a la présentation de la matiere végétale : A. absinthium .

Le deuxiéme chapitre s’intéresse a I'étude des travaux antérieurs réalisés sur A. absinthium.
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Un troisieme chapitre est réservé au matériel et méthodes utilisées. Quant au quatrieme
Chapitre, nous présentons les différents résultats obtenus et leurs discussions.

Enfin, nous terminons par une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive des
différents résultats obtenus et des recommandations.
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Chapitre | : Le Matériel Végetal : Artemisia absinthium.
I.1.La famille des Asteraceae

La famille des Asteraceae (Astéracées en francais), aussi appelée Compositae (Composees
en francais) est la famille la plus large des plantes a fleurs, avec 1530 genres et plus de 23000
especes. Elle forme approximativement 10% de la flore du monde [Pottier, 1981] et peut se
rencontrer sur toute la surface du globe. Cette famille est définie par les deux caractéres
suivants: groupement des fleurs en capitules et soudure des étamines par leurs antheres
[Ozenda, 1983].

Les principaux genres sont Senecio, avec 1500 espéces, Vernonia, avec 1000 espéces,
Cousinia, avec 600 espéces, Eupatorium, avec 600 espéeces, Hieracium, avec 500 especes,
Helichrysum, avec 500 especes, Artemisia, avec 400 espéces, Baccharis, avec 400
especes...... [Botineau, 2013].

1.1.1. Caractéres botaniques
o Appareil végétatif
L’appareil végétatif se caractérise par quatre caracteres :

» Ce sont principalement des herbes, vivaces par des parties souterraines tubérisées,
mais quelquefois annuelles ; on rencontre aussi quelques espéces ligneuses : lianes,
arbustes et méme arbres (Senecon).

Les feuilles, toujours sans stipules, sont le plus souvent alternes, mais  parfois opposées
(Arnica), verticillées, ou regroupées en rosette. Ces feuilles sont souvent simples,
profondément découpées, et dans les pays tropicaux, peuvent devenir succulentes ou au
contraire se réduire a des écailles.

» Les Asteraceae sont pourvues d’un appareil sécréteur :

e soit des cellules et canaux sécréteurs, responsables de 1’odeur caractéristique de
certaines especes (armoise, Camomille...).

e soit laticiferes comme chez le groupe des Chicorées et plantes affines (Pissenlit,
Laiterons...). Lorsqu’on brise la tige de ces plantes, il s’exsude un suc blanchétre.

» Les organes de réserve contiennent de 1’inuline, hydrolysable en fructose.

» Les Asteraceae sont riches en polyacétyléniques et en lactones sesquiterpéniques
[Guignard, 1998 ; Botineau, 2013].

e appareil reproducteur

Celui-ci présente trois caractéres originaux:
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» T’inflorescence en capitule ;

> les fleurs, trés particulieres dont les anthéres sont soudées entres elles, ce qui a
valu a cette famille le qualificatif de Synanthérées ;

» les fruits, un akéne généralement surmonté d’un Pappus [Gaussen et al, 1982 ;
Guignard, 1998].

1.2. Genre Artemisia

Le genre Artemisia comprend des plantes médicinales importantes qui font actuellement
I’objet d’une attention phyto chimique en raison de leur diversité biologique et
chimique[Kundan et Anupam, 2010].

Le genre Artemisia (les armoises) groupes des herbacées, des arbrisseaux et des arbustes,
généralement aromatique, densément tomenteux, pubescentes ou glabres [robert-dernet,
1995].C’est 1'un des genres le plus répandu et le plus étudié de la famille
Asteraceae [Mucciarelli et Maffei, 2002] .1l a été rapporté que le genre Artemisia est riche en
métabolites secondaires tels que les flavonoides, les acides caféolquiniques, les coumarines,
les huiles essentielles, les stérols et les acétylenes [Kundan et Anupam, 2010].

1.3. Répartition géographique des espéces d’Artemisia
Dans le monde

Les especes qui appartiennent au genre Artemisia poussent de facon spontanée dans
plusieurs régions de 1’hémisphére nord de la terre, surtout dans les zones semi arides et le
bassin méditerranéen, et s’é¢tendent jusqu’a 1’Himalaya, dans 1’hémisphére sud. Elles sont
trouvées en Afrique du sud, I’ Australie et 1’Amérique du sud [Vernin et al. 1995].

Tableau 1.1 : Répartition géographique des especes d’Artemisia dans le monde.

Especes Origine Description géographique
Artemisia verlotiorum Asie orientale Europe (France, Italie)
[Pampanini, 1933] (sud-ouest de la Chine)
Artemisia mesatlantica Maroc Haut Atlas (sol limoneux
[Ouyahya ,1982] pauvre et caillouteux),
Moyen
Atlas et I’ Anti Atlas.
Artemisia campestris originaire de I’Asie. hauts plateaux, plus rares
[Kyeong, 2007] dans la région présaharienne,
manque au Sahara
septentrional
reparait dans les montagnes
du Sahara central.
A. cina Berg / Iran, Turkistan
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Cultivée avec succes aux
Etats-Unis a Washington.

[Badhwar, 1934]

A. Absinthium Sud de la siberie et du Nord de I'Asie, I'Afghanistan

[Soijwan,.1948 ; cachemire et se prolonge vers I'ouest

Wehmer,.1950] jusqu'a I'Atlantique. Canada.
Cultivé aux Etats-Unis.

A. gallicawilld / Allemagne, France,

[Anon, 1934] Angleterre et en Ecosse.

I.3.1. Les principales especes d’ Artemisia en Algérie

Il existe une dizaine d’espéces d’Artemisia en Algérie, et elles sont  réparties selon les
conditions édaphiques et climatiques dans les différentes régions [Baba Aissa , 2000].
Artemisia occupe une superficie d’environ 3 millions d’hectares dans les hautes plateaux et
de 250.000 ha dans le sud Algérien et les espéces dominantes sont : Artemisia herba alba
Asso, Artemisia absinthium, Artemisia arborescens, Artemisia judaica , Artemisia
atlantica, Artemisia alba Turra, Artemisia campestris. campestris Brig et Cav, Artemisia
campestris. glutinosa Batt, Artemisia verlotorum, Artemisia vulgaris [Benmokadem ,2003].

Tableau 1.2 : Répartition géographique des espéces d’Artemisia en Algérie.

Espéces

Répartition géographique

Artemisia herba alba asso : [0zanda, 1983,
Maire, 1933].

Dans le sahel et les plaines du littoral, telle :
Constantinois, Hauts plateaux.

Dans Sahara septentrional : Zousfara , El
Goléa, Le hamada de Tinghert.

Sahara central : Hoggar, Tamanrasset.

Artemisia compestris : [ouezela et
santa.1963].

Dans les hauts plateaux : Constantinoise,
Algérois , Oranais , dans les régions de
Frenda, Mechria, Sétif, Borj bouarreridj
JAIn mlila, Ain el Beida , Msila, Khenchela.
Dans Sahara centrale : Hoggar.

Artemisia judaica : [Maire, 1933] [Ozenda,
1983] [Santa ,1963].

Dans les lits sablonneux, et sa blono-
limoneux des Oueds. dans les régions
tropicale, répandu dans au Sahara orientale
tres présente au Sahara centrale, dans régions
de Tadmait, Hoggar.
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Dans le bassin méditerranéen, Dans les
Artemisia arborecens : [Polunin . 1967] régions Médéa, Thniet el had.
[Quezel et Santa. 1963].

1.4. Usage traditionnels des espéces du genre d’Artemisia

+ Artemisia herba alba Asso

Selon [Baba Aissa, 2000].L’armoise (Chih) est plus connue en Algérie, est un remede
tres populaire auquel on a souvent recours pour faciliter la digestion, calmer les douleurs
abdominales et certains malaises du foie et antidiabétique. Ses racines sont indiquées
contre certains troubles nerveux. L’espéce est trés utilisée 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 1’inflammation du tractus gastro-intestinal [Gharabi, 2008],
aussi comme agent anti tumorales, antispasmodiques, antiseptiques anti génotoxiques,
anti diabétiques et antibactériennes, antiviral, antioxydant [ Bezza et al,2010 ; Mighri et
al,2010 ;Abu-Irmaileh et Afifi,2003].

+ Artemisia campestris

La plante est largement utilisée en médecine traditionnelle grace a ses  propriétés
bactéricides, antifongiques, anti-inflammatoires, antihelminthiques, anti venins et
analgésiques [Carvalho et al, 2011 ; Ghlissi et al, 2016]. La partie aérienne est utilisée
dans le traitement de brdlures, de la diarrhée, les morsures de serpent, les piqures de
scorpions, I’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie, le rhumatisme, et pour traiter les
infections urinaires, la fiévre la toux et les probléemes menstruels [Ben Sassi et al, 2007 ;
Dob et al, 2005]. Les fleurs ont été utilisées comme agent hypoglycémique, dépurative,
anti lithiasique, ainsi que pour le traitement de I'obésité et pour diminuer le taux de
cholestérol [Sijelmassi, 1993 et Le Floc’h, 1983].

+ Artemisia judaica

Elle est traditionnellement utilisée comme herbe médicinale; la plante a été utilisée
pour traiter les troubles de la peau-le systeme immunitaire affaibli ; I'athérosclérose le
cancer et 1’arthrite [Abdallah et Abu-Zagra, 1987].

+ Artemisia vulgaris

Les parties aériennes ont une action antispasmodique (et furent utilisées pour traiter
I’épilepsie) et un effet vermifuge comme antiparasitaire[ Zekkour, 1982]et les maladies du
systeme digestif [Lakhdar, 2015] Les feuilles et la tige d'armoise sont utilisees en médecine
comme tonique digestif amer, stimulant utérin et antirhumatismal [Hickey et al, 2004]
certains rapports ont révéle que l'armoise est un puisant immun modulateur[ Schmid-
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Grendelmeier et al, 2003], antihypertenseur[Tigno et al, 2000], anti- inflammatoire [Tigno et
Gumila, 2000], antioxydant [Ivo et al, 2007] et agent hépato protecteur [Gilani et al, 2005].

1.5. Artemisia absinthium

1.5 .1.Historique

A. absinthium est I'une des plus anciennes plantes médicinales connues. Depuis les temps
les plus reculés; on [l'utilisait dans la thérapeutique. Selon Gilly : «bsinthium» signifie :
douceur et avec le prefixe *a*privatif*absinthium*signifie : sans douceur. C'est une boisson
alcooliseée trés renommée appelée aussi «La Fée verte».Cependant, I'huile est toxique et la
plupart des pays ont interdit sa fabrication depuis le début du 20*™sigcle. La plante fut
déclarée toxique a cause de la présence des thuyones. Ce n'est qu' en 1999qu'il est & nouveau
permis de cultiver de distiller et de consommer la plante [Gilly, 2005].

I .5.2. Description Botanique

A. absinthium est une plante vivace pouvant atteindre 90 cm a 1m de haut. Recouverte de
poils soyeux blancs argentées et de nombreuses glandes oléiféres. Son odeur est tres forte, sa
saveur est fortement ameére et aromatique [Dillile L.2007].

Figure 1: Photographies de Artemisia absinthium. [Larbi.2016]
1.5.2.1.Lappareil végétatif de I'A absinthium [Larbi.2016]

< Racine : La plante posséde un rhizome dur.

< Tige : Les tiges sont souterraines, ligneuses ; dressés et rameuses. Les fragments de
tige sont rigides, gris argentés, a I'extérieur ils sont anguleux et possedent une moelle
interne.

% Feuilles : A absinthium posséde des grosses touffes de feuilles recouvertes d'un fin
duvet gris pale (figure 2) dont les feuilles sont composées , opposées a la base, puis
alternes pour le reste de la plantes. Elles sont trés découpées, plumeuses, trilobées
en trois lobes dentés. Les feuilles basilaires mesurent jusqu'a25cm de long et sont

7
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longuement pétiolées (figure 3).Les feuilles caulinaires sont brievement  pétiolées,
moins divisées. Les feuilles au sommet peuvent méme étre simples sessiles (sans
pétiole).Involucre blanchéatre & folioles linéaires .Les rameaux portent & leurs
extrémités des petits capitules globuleux. Elles sont vert grisatre au- dessus et vert
argenté, presque blanches et soyeuses, sur le dessous.

Figure 2 : Feuilles d'A absinthium [Larbi.2016].
| .5.2.2. L'appareil reproducteur de I'A. absinthium

4+ Fleur et inflorescence: Les fleurs sont jaunes (figure3) tubulaires. la
floraison a lieu de juillet a septembre. Inflorescence en petits capitules
(composee) globuleux souvent pendants, a leur tour réunis en grappes ou
longs panicules feuillés et ramifiés , parfois terminales . bractées florales en
rangs peu nombreux avec Pappus souvent présent [Bordez, 1753].

Figure 3 : Fleurs d'A absinthium [Larbi.2016].

+ Fruits et graines: Le fruit est unakéne. fruit sec non soudé a la graine
dont la dissémination est de type barochore .Les graines tombent a coté de la
plante en automne [Bordez, 1753].
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1.5.3. Description géographique

A. absinthium est une plante originaire des régions continentales a climat tempéré
d'Europe, d'Asie et d'Afrique du Nord [Sharopov et al , 2012]. On la trouve aussi sur la cote
Est des Etats-Unis [Iserin , 2001]. Nord de I'Asie, et se prolonge vers I'Ouest jusqu'a
I'Atlantique [Soijwan, 1948 ;Wehmer, 1950].

1.5.4.Exigences écologiques

1.5.4.1.Exigences climatiques

La plantation de A. absinthium exige des endroits bien ensoleillées ; une terre souple et
légere. la plante aime les sols riches en azote, elle peut pousser dans les régions a faible
pluviosité et sa culture est possible également dans des zones arides et seches [Skiredj et al .
2002].

1.5.4.2.Exigences édaphiques

A. absinthium n'est pas exigeante en sol, elle pousse dans les plaines , montagnes , pentes
régions secs et arides terrains rocheux et le bord des routes .Elle réussit sur des sols acides
et sols argileux calcaires . Cette plante est disséminée également dans les régions incultes.
Elle est méme indiquée pour mettre en valeur les terrains pauvres et inaptes aux autres
cultures [Skiredj et al . 2002].

1.5.5. classification botanique
La classification d’A absinthium est montrée dans le tableau suivant :  [Guignard, 1983]

Tableau 1.3 : Classification de I'A. absinthium

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae ou composée
Genre Artemisia
Espece Artemisia absinthium

1.5.6. Nomenclature

1.5.6.1.Noms scientifiques
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Elle est connue sous plusieurs noms : Artemisia absinthium var. Insipida Stechm. [The
Plant List, 2012]; Absinthium officinale ; Absinthium vulgare ; Artemisia pendula. [Tela
Botanica, 2019].

1.5.6.2. Noms communs

>

>

>

>
>

Arabe: Chiha coracani , Chaibet el Adjouz , Degnatech Cheik, Chiba,
Chadjert Merieme[Chemour .2005].

Francais: Absinthe, grande absinthe, herbe sainte, absinthe suisse, alvine
armoise amere [Ghédira et Goetz. 2016].

Anglais :Wormwood [Quinlan et al. 2002].

Allemand : Wermut [Gilly.2005].

Italien : Assenzo [Gilly .2005].

1.5.7. Les compositions chimiques

A. absinthium contient des principes amers, qui ajoutent leurs effets a ceux des
constituants aromatiques pour lui donner des vertus apéritives et cholérétiques [Baba
Aissa.1991]. Le plus connu est I’absinthine, qui est une lactone ses quiterpénique [Muto et al.
2003 ; Schauenberg et Paris 2005]. D’autres constituants ont été aussi identifiés, il s’agit des
flavonoides, des caroténoides et des lignanes [Gilani et Janbaz, 1995], ainsi que des sels
minéraux, des acides organiques (succinique, ascorbique, acétique, malique, etc.) et des
tannins [Valnet. 1992 ; Ko et al. 2006 ; Lachenmeier et al. 2006].

Les principaux constituants chimiques d’Artemisia absinthium sont consignés dans le
tableau suivant [Ghédira et Goetz ; 2016] :

Tableau | .4: Constituants chimiques principaux d’A. absinthuim.

Familles de constituants Constituants chimiques

chimiques

Principes amers : (0,15 & 0,4% ; | Lactones sesquiterpéniques dimeéres de type
indice d’amertume de 10 000 a ] guaianolide : absinthines A — E (0,20 a 0,28%),
15 000) isoabsinthine, absintholide et arténolide

Lactones sesquiterpéniques monomeres : artabsine,
artanolide, désacétylglobicine, parishines B et C.

Huile essentielle (0,2 a1,5%) | a et B-thuyone (33,1-59,9% dans le chémotype a 3 -

thujone), chamazuléne, acétate de trans-sabinene (18,1—
32,8%), myrcene, cis-époxy-ocimeéne, acétate de
chrysanthényl, thuyol, linalol, 1,8-cinéole, a-bisabolol, B-
pinéne, B-curcumene, spathulénol, trans-sabinene

Flavonoides myricétine, quercétine, kaempférol, rutine,

hespéridine, naringénine
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Acides phénols Acides salicylique, cafeique, gallique, p-coumarique,
férulique ,vanillique,
B-resorcylique et protocatechuique
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Figure 4 : Structures des principaux constituants d’Artemisia absinthium L. [Ghédira et
Goetz ; 2016]

1.5.8. Utilisation d’ A. absinthium

L' A. absinthium est utilisée comme agent aromatique dans le vin et les boissons
alcoolisées. Et  dans les boissons gazeuses moindre mesure et certains aliments, les
confiseries et les desserts en particulier [ Cardanovic et al, 2005].

+ Au Moyen-age, le vin d’A absinthium était une boisson courante, composé
principalement de grande absinthe. IL était prescrit pour ouvrir I’appétit ou
soulager une mauvaise digestion.

+ Aujourd’hui, I’essence d’A absinthium est utilisée comme anti-inflammatoire
dans beaucoup de produits pharmaceutiques disponibles librement.

+ Elle est appréciée lors de problémes digestifs (flatulences, ballonnements), ou
pour relancer I’appétit grace a I’effet stimulant (boire une tisane d’absinthe 30
minutes avant le repas).

A. absinthium possede des propriétés médicales et biologique liees a 1’activité
antihelminthique [Tarig et al, 2009], antifongique [Kordali et al, 2005],
antimicrobienne [Lopez-Lutz et al, 2008], cholérétique, balsamique, dépurative,
antiseptique, digestive , diurétique et emménagogue. L’extrait de 1’4. absinthium a été
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utilis€ comme relaxant musculaire, ou sédatif doux pour traiter 1’anxiété [Dewick,
2001 ; Lawless, 1999].

1.5.9. Toxicité de la plante

Quelques études de toxicité d’Artemisia a court terme sont disponibles. L’A. absinthium n’a
montré aucun effet toxique. Cependant, l'incertitude persiste a cause de la présence du
thuyone dans I'HE, qui possede des effets neurotoxiques [Lachenmeier, 2010]. Ainsi que
L’abus de I’absinthe expose a de nombreux désordres (absinthisme), qui se traduisent par de
graves perturbations psychiques, motrices et sensorielles, qui menent a la déchéance totale de
I’individu [Gambelunght et Melai, 2002; Lachenmeier et al, 2006].

1.6. Les huiles essentielles
1.6.1. Définition

e Huile : ce terme provient du fait que les substances volatiles sont visqueuses.
o Essentielle : refléte le caractére des odeurs que dégage les plantes.

On les appelle couramment : essences, essences Végétales, huiles ou essences
aromatiques, parfums, huiles volatiles [Bruneton, 2009].

L’huile essentielle (HE) est un produit obtenu a partir de matiére premiere végétale
(fleurs, bourgeons, graines, feuilles, brindilles, écorce, herbes, bois, fruits et racines) soit par
entrainement a la vapeur  soit par des procédés mécaniques, soit par distillation séche.
L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par un procédé physique [afnor,
2000].

1.6.2. Les facteurs influengant la composition chimique d'HE

La composition chimique, la qualité et la quantité extraite d’une huile essentielle dépendent
de plusieurs paramétres. Les principaux facteurs de variabilité de cette composition sont
d’origine intrinséque et extrinseque : le génotype, I’environnement, I’origine géographique,
la période de récolte, la température et la durée de séchage ainsi que le mode d’extraction
[Oussalah et al. 2006].

Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique de
I'HE tels que: la température, le taux d'humidité, la durée d'ensoleillement, la composition
chimique du sol, la partie de la plante utilisée, le cycle végétatif de la plante, la méthode
d'extraction [Bruneton , 1999], le mode de récolte et les conditions de transport [Yayiet al.
2004]. Les changements les plus importants interviennent pendant 1’hydro distillation sous
I’influence des conditions opératoires, notamment du milieu (I'acidité, la température) et de
la durée d’extraction [Chemat et al. 2007 ; Lagunez.2006].
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1.6.3. Méthodes d’extractions des huiles essentielles

Les méthodes d’extraction des huiles essentielles obéissent a des normes comme celle de
I’AFNOR NF T 75-006 qui précise que seul I’entrainement a la vapeur, les procédés
mécaniques et la distillation a sec peuvent produire une huile essentielle [Sutour, 2010].

1.6.3.1. L’hydrodistillation

Il s'agit de mettre le matériel végétal a I'intérieur d'un alambic rempli d'eau et qui est porté
ensuite a ébullition. L’huile essentielle se sépare par différence de densité apres la
condensation des vapeurs hétérogenes sur une surface froide [Bruneton, 2009].

1.6.3.2. Entrainement a la vapeur d’eau

A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct 1’eau et
la matiere végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une chaudiére traverse la matiere
veégetale située au- dessus d’une grille. Durant le passage de la vapeur a travers le matériel,
les cellules éclatent et libérent I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action de la chaleur
pour former un mélange « eau + huile essentielle » qui est ensuite véhiculé vers le
condenseur et 1’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique
[Lucc, 2005].

I1 existe d’autres méthodes d’extraction des huiles essentielles telles que :

» Extraction par solvant.
» Extraction par les fluides supercritiques.
» Extraction par micro-ondes.
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Chapitre Il : Travaux antérieurs

Chapitre Il : Travaux antérieurs.

I1.1. Les huiles essentielles d’Artemisia absinthium

De nombreux travaux ont été effectués sur 1I’'HE d’Artemisia absinthium pour déterminer la
composition chimique de I’HE extraite, les propriétés physico-chimiques, et les différents
effets sur cette huile. Nous présentons ci-aprés quelques-uns.

11.2. 1.Composition chimique de I’huile essentielle d’Artemisia absinthium
en I’Algérie

L’analyse de I’huile essentielle collectée, en mars 2012 a Cherchell (Tipaza) montre la
dominance des Béta thujone (60,82%) chez /’A. absinthium [Bouchenak et al ., 2018]
L’analyse de I’HE d’A. absinthium, récoltée de la région de Bousfer(Oran) mois de juin a
permis d’identifier le chamazuléne (25,2%) comme composé majoritaire [KHaroubi, et al,
2008]. L’HE d'A. absinthium de la région de Batna (Timgad) est composée principalement de
camphre (44,93%). [khebri . 2011]. La composition chimique de L’huile essentielle de la
méme plante en Algérie varie d’une région a une autre .Les principaux constituants de I’'HE
sont présentés dans le tableau I1.1.

Tableau I1.1 : Composition chimique de I’HE d’4. absinthium d’Algérie.

Batna Tipaza Oran
Composés Ik IR Aire% |1k IR | Aire% TR Aire%
Camphene 954 10,615 | 2,876 938 6,01 0,05 5,03 2,65
Sabinéne 975 11,421 § 0,193 965 6,24 0,18 5,12 0,67
béta pinene 979 11,590 §0,144 902 6,78 0,1 / /
Myrcene 991 12,001 | 3,409 / / / / /
alpha terpinéene | 1017 | 12,974 | 2,225 / / / 5,47 0,12
p-cymeéne 1025 | 13,210 | 1,350 1829 47,43 4,29 / /
Limonéne 1029 ] 13,362 0,580 / / / 6,17 4,67
1,8-cinéole 1033 ] 13,483 0,190 1030 9,12 1,28 / /
gamma terpinéne | 1060 | 14,336 | 4,161 / / / 6,23 0,78
Terpinolene 1089 | 15,221 | 0,967 / / / / /
Linalol 1097 |15,691 | 3,702 / / / / /
Borneol / / / 1246 | 21,2 0,24 6,97 2,90
Camphre 1146 | 17,271 | 44,935 |/ / / / /
endobornéol 1169 | 17,961 | 1,307 / / / / /
terpinene-4-ol 1177 18,218 | 9,449 / / / / /
alpha terpinéol | 1195 | 18,625 J 0,886 |1177 | 16,55 }0,58 / /
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Béta thujone / / / 1112 | 13,66 | 60,82 6,83 9,72
alpha copaéne | 1377 | 23,595 | 0,260 / / / / /
Bétacaryophyllene | 1418 | 24,742 | 0,257 / / / / /
germacrene-D 1485 26,259 | 2,089 / / / / /
norcalacoréne / / 1,151 / / / / /
Chamazuléne |1719 3193 |7,727 1716 | 37,34 |16,65 16,38 25,2

IR : Indice de rétention ; IK : Indice de Kovats ;

I1.2.2.Composition chimique de ’HE d’A. absinthium de divers pays

Tr: le temps de rétention.

De nombreuses études consternant le profil chimique d'A. absinthium des différentes
régions du monde ont été menées. Le tableau suivant rassemble les teneurs en principaux
constituants pour les différents pays : [Khebri, 2011].

Tableau 11.2: Principaux composés de I’huile essentielle d> A .absinthium de divers pays

[Khebri, 2011].

origine Sabinéne | Myrcéne | 1,8 Linalol+ | Béta - Epoxy- | Acétate § Curcumen J Butanoa
cinéole | Alpha - J Thujone § ocimeéne | de te
Thujone sabinen De
¢ Neryle

Estonie 21,2 25,6 - - - - - - R
France - - - 10,3 - - - 11,3 13,9
Hongrie J 18,1 17,7 - - - - - - R
Belgique § 9,3 - - - - - 18,6 - -
Russe 9,3 - - - - 22,1 - - -

30,1 18,0 - - - - - - -
Scotland
Armenia | - - - 6,1 - - 34,2 - -
Espagne | - - 18,0 10,9 6,2 - - - -
Moldova § 9,2 38,9 - - - - - - -

Le composé majoritaire enregistré a Scotland est :Sabinéne(30,1%), pour 1I’Arménie c¢’est
I’Acétate de sSabinene(34,2%) et pour la Moldovie c’est le Myrcene(38,9%)[Khebri,
2011].Cette variabilité de la composition chimique de l'huile d’absinthe est due a divers
parametres intrinséques(Matériel végétal et la partie de la plante utilisée ,le stockage des
matiéres premiéres avant distillation...), extrinseques(température, le taux d’humidité, la
durée d’ensoleillement, la pluviométrie, la composition du sol et la méthode utilisée pour
I’extraction...) et a I’origine des plantes.
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11.3. Caractérisation organoleptique des HE d’A. absinthium

Les résultats des propriétés organoleptiques obtenus par 1’étude d’A absinthium sont
présentés dans le tableau suivant :

Tableau 11.3: Caractéristiques organoleptiques des différentes espéces d’Artemisia.

Plante Caractére organoleptique
Odeur Apparence Couleur
Artemisia absinthium Forte Liquide Vert fonce a vert
[Vanhove. 2013] brun
Artemisia herba Alba Forte / Jaune Foncé

Asso[Goudjil,2016]

Artemisia campestris [Khaldi, Forte Liquide Jaune pale
2017]

11.4. Propriétés physico-chimiques d’huile essentielle d’A. absinthium

Les propriétés physico-chimiques tels que : le pouvoir rotatoire, I’indice de réfraction,
I’indice d’acide, I’indice d’ester, 1’indice de carbonyle,...etc., constituent un moyen de
Vvérification et de contrdle de la qualité de 1’huile essentielle. Ces essais sont déterminés selon
un protocole précis et obéissent a des normes édictées par 1’Organisation Internationale de
Normalisation (1.S.0).

Tableau 11.4: Caractéristiques physico-chimiques de I’HE d’A. absinthium.

Spécification Artemisia absinthium
Densité a 20°C [Vanhove. 2013]. 0,916-0,938 (moyenne, absinthe sauvage)
Miscibilité dans I'alcool [Vanhove. 2013]. minimum 90°/difficile d'obtenir une bonne

miscibilité avec absinthe sauvage/cultivé: 2
Vol Ethanol 80°

Pouvoir rotatoire a 20°C [Vanhove. 2013]. -16°a40° (absinthe sauvage)
Point éclair [Vanhove. 2013]. 64 °C
Indice de réfraction [Larbi et al ., 2016]. 1,375
Indice d 'acide [Larbi et al., 2016] 2,2
Indice d 'ester [Larbi et al., 2016] 26,6

L’indice d’acide (IA) donne une idée sur le taux des acides libres dans I’HE. Une valeur
¢élevée indique une dégradation d’HE (hydrolyse des esters) durant sa conservation. Dans
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cette étude la valeur d’indice d’acide est faible ce qui prouve une bonne conservation de
I’huile essentielle [Afnor, 1986].L’indice d’ester de cette HE est tres élevé (26,6).

11.5. Rendement en huile essentielle d’A. absinthium

Le rendement en huile essentielle d’A. absinthium extrait par hydro-distillation dans
différentes régions est présenté dans le tableau I1.5.

Tableau I1.5 : Le rendement d’A. absinthium dans différentes régions.

Régions Rendements Référence
(%)
Tipaza 0,5 [Bouchenak et al, 2018]
Algerie Batna 15 [Khebri , 2011]
Blida (SOUMAA) 0,52 [Larbi et al , 2016]
Ethiopie 1,39 [Tariku et al, 2011]
Tunisie :
Monde Gafsa 1,24 [ORAV et al ,2006]
Kasserine 1,87
Canada 0,3a0,5 [Lopes-Lutz et al,2008]
Maroc 0,5 [Derwiche et al ,2009]

Le rendement de I’'HE d’Artemisia absinthium de Batna est le plus élevée (1, 5) par rapport
aux autres régions algériennes. Le rendement le plus élevé d’HE est enregistré chez A.
cana(1,3 %) et Afrigida(1,5 %). Par contre, le rendement de la partie aérienne
d’A.absinthium, A.biennis, A.dracunculus, A.longifoliae A. ludoviciana est compris entre (0,3-
0,5%) [Lopes-Lutz, 2008].Les variations des rendements peuvent étre attribuées non
seulement a I’origine géographique de la plante, mais également aux nombreux facteurs
comme : le stade de croissance, les conditions pédoclimatiques, 1’état de fraicheur du végétal,
etc... [Bruneton,1999].

11.6.Extraction de I’huile essentielle d’A absinthium par hydrodistillation

11.6.1.Les parametres influencant le rendement en HE
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Les parameétres qui influent sur le rendement en huile essentielle sont :

+ La masse végétale.
* Le temps d’extraction (la cinétique d’extraction).

11.6.1.1. L’influence de la masse végétale

Le rendement en HE varie inversement avec I’augmentation de la masse de la matic¢re
veégétale, il est maximal lorsque la masse est égale a 50g. Lorsque la masse augmente les
rendements diminuent. Cela est d( probablement au tassement de la matiére végétale. En
effet, un tassement insuffisant ou excessif de la matiere végétale impose a la vapeur
d’emprunter des chemins préférentiels, sans entrer en contact effectif avec 1’ensemble de la
matiere vegétale, et par conséquent le rendement diminue. [Larbi, Gawabri. 2016].

11.6.1.2. Evolution de rendement en HE en fonction de la durée d’extraction
(cinetique)

En théorie, la durée d’extraction est le temps nécessaire a la récupération de la totalité de
I’huile contenue dans la mati¢re végétale. Or en pratique, il est difficile de récupérer tout
I’huile. Ce temps correspond alors au moment pour lequel nous n’observons plus d’huile
dans le distillat. Il détermine la fin du processus. [Larbi , Gawabri. 2016].

11.7. Activites biologiques de I’huile essentielle d’A4. absinthium

11.7.1. Activité antioxydante

A absinthium a été étudiée par divers auteurs. [Kordali et al. 2005] ont mené une étude afin
de montrer I’activité anti oxydante de 'HE de I’4 absinthium provenant de la Turquie. Il a été
constaté qu’il est difficile de déterminer les composants responsables de I’activité anti
oxydante. L’HE d’A4. absinthium riche en composants phénoliques a montré qu’elle présente
une forte activité antioxydante. La thuyone peut étre le responsable de ’effet antioxydant car
I’absence de ce composé dans quelques espéces d’Artemisia est fortement liée au faible taux
d’activité antioxydante. Lopes-Lutz et al. [2008] ont confirmé dans une étude une faible
activité antioxydante de 1’huile d' A absinthium & la présence de quelques composés non
phénoliques tels que le 1,8-cinéole, 1’a-pinéne, R -pinene, le terpinén-4-ol et le P-cimeéne.

Une autre étude s’est elle aussi penchée sur I’activité antioxydante , I' étude du pouvoir
anti radicalaire en utilisant trois méthodes la technique de piegeage du radical libre
DPPH,ABTS , et CUPRAC . L'étude de l'activité anti radicalaire a donné une bonne efficacité
antioxydante avec un ( DPPH IC50%=62.66+2.55 pg/ml) ( ABTS IC50%= 41.57+0.97
pg/ml) ( CUPRAC A050%-= 38.15+0.79ug/ml).Ces methodes ont confirmé les proprietés
puissantes que possédent les polyphénols a piéger les radicaux libres. Cette étude a montré
que A. Absinthuim est tres riche en différents composés métaboliques et présente une bonne
activité antioxydante [Belaidi et al., 2018].
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11.7.2. Activité antimicrobienne

L’effet antimicrobien de 1’huile essenticlle d’A.absinthium provenant de la Croatie a été
constaté et décrit par différents auteurs [Kaul et al., 1976 ].Selon ces auteurs, le taux élevé de
thuyone est la principale cause de 1’activité antimicrobienne de 1’huile.

Une étude a été menée afin de montrer 1’activité antimicrobienne de I’huile essenticlle de
L’A.absinthium  provenant de la Turquie. Ils ont constaté que cette HE a un pouvoir
antifongique vis-a-vis de toutes les espéces fongiques testées [ Kordali et al., 2005].

D'autres études au centre agricole Scotlandais mettant l'accent sur la nature
antimicrobienne des huiles volatiles ont révélé que l'huile d’Absinthe africaine, constituée
d'un mélange de mono-terpenes, est active contre plusieurs souches bactériennes entre autre:
Escherichia coli, Acinetobacter calcoaceticus, Klebsiella pneumoniae ,Brevibacterium linens
et Yersinia enterocolitica [Khebri,2011].

L’extrait d’A.absinthium a été testé pour un éventuel effet antimicrobien, par la méthode
de diffusion sur gélose contre des souches pathogenes référenciées: deux bactéries
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus subtilis (ATCC 9392) et une levure
Candida albicans (ATCC 24433). L’activité antimicrobienne de I’'HE de 1’A.absinthium
s’est avérée plus efficace contre B.subtilis (16,36 mm de diamétre de zone d’inhibition)
comparativement a S. aureus (13,42 mm) et Candida albicans (13,56 mm). La nature de
I’activité exercée par cette huile difféere d’une souche a une autre, elle est bactéricide sur
B.subtilis, bactériostatique vis-a-vis de S.aureus et fongistatique a 1’égard de C.albicans.
L’association de cette huile essentielle avec un antibiotique de synthese, le Primazolfort a
révélé un effet synergique sur B.subtilis (avec une zone d’inhibition de 18,4 mm de diamétre).
Ce qui suggere I’usage de cette huile comme agent antiseptique ou complément thérapeutique
et d’envisager leurs applications dans des domaines pharmaceutique et agronomique [Sebkhi
etal., 2014].

11.7.2.1. Activité antibactérienne

Artemisia absinthium présente des propriétés antibactériennes trés intéressantes. Les
antibiotiques traditionnels étant victimes de plus en plus de multi-résistances, beaucoup
d’études se sont donc penchées sur cette plante. Dans A.absinthium une molécule a donc été
isolée : lacide dicaféylquinique (appelée également Cynarine présent dans
I’artichaud(Cynarascolymus L.). Cette molécule présente une forte activité inhibitrice de la
pompe a efflux. En effet cette molécule montre une liaison préférentielle avec le principal
facilitateur de la pompe a efflux, un des facteurs clé de multi résistance chez les bactéries
Gram *[Flamegos, 2011].C’est d’ailleurs pour cette raison que dans I’ensemble A.absinthium
est plus active sur les bactéries pathogenes a gram *[Moslemi, 2012] en particulier S. aureus
et S.epidermidis [Lopes —Lutz,2008] mais elle demontre aussi une activite, certes moindre,
face a quelques bactéries Gram'.

En ce qui concerne le Staphylocoque doré (S. aureus), des études ont démontré chez le rat
infecté au niveau d’une plaie dorsale, qu’'une application locale (au niveau de la plaie) deux
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fois par jour d’extrait A.absinthium produisait une action antibactérienne significative
[Moslemi, 2012] et d’autres études ont démontré qu’A.absinthium agissait également sur les
souches de S. aureus résistantes a la pénicilline [Mouakite,1986 ].

D'autres molécules présentes dans I’HE agissnt comme des antibiotiques (ce ne sont pas
des inhibiteurs de la pompe a efflux mais des molécules ayant une activité antimicrobienne et
inhibant la croissance des bacteéries) tels que la thuyone, le linalol, le beta-
caryophyllene[Blagojevi¢, 2006 ]Jet ’acide chlorogénique[Fiamego,2011]. Ce sont ces
molécules qui vont agir sur certaines bactéries a gram - comme par exemple Escherichia coli
[Blagojevi¢, 2006 ],Klebsiellapneumoniae et Pseudomonas aeruginosa[Mouakite,1986] .

I1.7.2.2. Activité antifongique

On a également pu constater un effet fongicide contre Fusarium oxysporum, Fusarium
solani [Bailen et al, 2013], Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Fonsecaeapedrosoi, Aspergillus niger et sur des Dermatophytes comme Trichophyton
rubrum, Microsporum canis et Microsporum gypseum[Lopes-Lutz et al., 2008].

Selon le comité national des laboratoires chimiques de standardisation, les huiles
essentielles riches en alpha et beta-thuyone, en linalol et en beta-caryophylléne inhibent de
facon significative la croissance fongique et bactérienne [Blagojevic¢ et al, 2006]. (Tableau
11.6).

Tableau 11.6 : Zones d’inhibition de la croissance des micro-organismes en millimetres
[Lopes-Lutz et al ., 2008].

Micro type A. absinthium A .cana A biennis
organismes
Candida Levure(champignon) 13 +0,7 10+0,0 13+ 0,7
albicans
Cryptococcus Levure(champignon) 14+1.4 14+0,7 20+0,0
neoformans
Aspergillus Moisissure(champignon) 18+0,7 13+0,7 25+1,4
niger
Trichophyton dermatophyte 2714 20£0,0 40+1,4
rubrum
Microsporum dermatophyte 28+1,4 10+0,0 40+2,1
canis
Microsporum dermatophyte 17+1,7 10+0,0 28+1,4
gypseum
Staphylococcus Bacterie/Gram + 25+1,4 12+0,7 20+1,4
aureus
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Staphylococcus Bacterie/Gram + 20+ 0,7 8+0,7 50,7
epidermis
Escherichia Bactérie/Gram - 5+0,0 9+0,7 5£0,0
coli

11.7.3. Activité anthelminthique

Une étude a été réalisée pour évaluer I'efficacité anthelminthique des parties aériennes d'A.
Absinthium par rapport a l'albendazole contre les nématodes gastro-intestinaux (Gl) de
mouton a touché le test d'inhibition de la motilité des vers a été utilisé pour étudier les effets
directs d'extraits de plantes sur la survie des nématodes adultes dans des conditions in vitro
et le test de réduction du nombre d'ceufs fécaux afin d'étudier les effets sur le rendement en
ceufs fécaux des nématodes gastro-intestinaux dans des conditions in vivo[Tariq et al, 2008].

Des effets anthelminthiques significatifs du CAE et du CEE sur des vers adultes
d’Haemonchuscontortus vivants (P <0,005) ont été observés en termes de paralysie et/ ou de
mort des vers a différentes heures apres le traitement (PT).Cependant, les CEE étaient plus
efficaces que le CAE. L'administration orale d'extraits chez le mouton a été associée a une
réduction significative de la production d'ceufs fécaux par les nématodes gastro-intestinaux.
Le CEE ¢tait aussi efficace que le médicament de référence, 1’ Albendazole et démontrait une
réduction du nombre d’ceufs fécaux (FECR) de 90,46% chez les ovins a 2,0 g kg (-1) de poids
corporel au jour 15 suivi de 82,85% du FECR a 1,0 g kg (- 1) pc au jour 15PT. Le CAE
présentait une activité moindre et donnait un maximum de 80,49% de FECR a2, 0 g kg (-1)
pc. La posologie a eu une influence significative (P <0,05) sur l'efficacité anthelminthique
d’A. absinthium. La meilleure activité de la CEE peut étre attribuée a la concentration plus
¢levée de principe anthelminthique actif soluble dans 1’alcool et a une absorption
transcuticulaire plus rapide de la CEE dans le corps des vers par rapport au CAE. Les résultats
de la présente étude suggerent que les extraits d'A. Absinthium sont une alternative
prometteuse aux anthelminthiques disponibles dans le commerce pour le traitement des
nématodes gastro-intestinaux du mouton [Tariq et al ., 2009].

11.7.4. Activité insecticide

L’activité insecticide de 1’huile essentielle d’A. absinthium a été déterminée par
Derwiche et al. [2009], est di essentiellement a 1’abondance de thuyone, 1’acétate de sabinyl
et aussi a tous les constituants chimiques contenus dans huile.

Une étude a été réalisée par Dhen, Mjdoub en 2014 ; ces auteurs ont rapportés que la
potentialité insecticide de 1’huile essentielle de 1’4 absinthium, a été investiguée contre deux
insectes ravageurs a savoir Rhyzopertha dominica et spodoptera littoralis. L’huile essentielle
de 1’4 absinthium a montré une forte toxicité par fumigation contre les adultes de R.dominica,
un insecte des denrées stockées, avec des concentrations létales CL50 de 18,23p/1 d’air et
CL90 de 41,74u/1 d’air [Oana craciunexu et al, 2012-Dhen et al, 2014].
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11.7.5. Activité acaricide

Les huiles essentielles ont été extraites selon trois méthodes: un procédé assisté par micro-
ondes (MAP), une distillation dans I’eau (DW) et une distillation directe a la vapeur(DSD), et
ont été testées pour déterminer leur toxicité relative en tant qu’acaricides de contact .Le
Tétranyque a deux points, Tetranychusurticae Koch. Les trois extraits d’4.absinthium ont été
mortels pour le Tétranyque, mais a des degrés variables. La CL50 obtenue a partir de I'huile
DSD d’A. absinthium était nettement inférieure (0,04 mg/cm2) a celle des huiles MAP
(0,13mg/cm2) et DW (0,13 mg/cm2) de cette espéece vegétale [Chiasson et al, 2001].

11.8. Etude biologique de 3 espéces d’Artemisia

Une étude a été réalisée pour évaluer in vitro le pouvoir antimicrobien et antioxydant des
trois huiles essentielles d’Artemisia : Artemisia herba alba, Artemisia absinthium, et
Artemisia campestris récoltée de la région de Batna(Timgad), durant la période :Mai-
Septembre2008. [Khebri .2011].

> Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été évaluée par la méthode de diffusion
en milieu solide [Mighri et al .2010].  Les résultats des tests d’inhibition des souches
bactériennes par les différentes huiles essentielles sont regroupés dans le tableau Il .7.

Tableau 11 .7 : Diamétres d’inhibition (en mm). [Khebri . 2011].

Souches HE HE HE
AHA ABS AC
E.coli 17.66+0.577 15.66+1.547 <6
S. aureus 36+0.000 16.33£0.577 <6
Serratia.sp 13+0.000 15+0.000 <6
Klebsiella 15.33+0.577 16+1.000 <6
Pneumoneae
Enterobacter.sp | 22.66+1.547 15.66+0.577 <6
Sterptocoque sp § 20.66+1.547 20.66+0.577 7.66+0.577
Heamophilus 28+0.000 24+0.000 <6
influenzae
Klebsiella 17.33+0.000 19.66+0.577 <6
pneumoneae

23




Chapitre Il : Travaux antérieurs

Pseudomena <6 <6 <6
Aeruginosa

- L’HE d’ A .compestris n’a manifesté aucune activité antibactérienne Contre toutes les
souches de la collection (D<6mm). Ce qui concorde en partie avec les résultats rapportés par
Akrout [Akrout et al.2010], cependant leur huile a montré une activité non négligeable vis-a-
Vis d’E.coli (D = 18mm). Cette passivité de I’'HE d’A.campestris, méme vis-a-vis d’E.coli qui
est une bactérie tres susceptible, est vraisemblablement due & sa composition chimique
caractérisée par un tres faible taux en produits oxygénés (0.31%). Il est également a noter,
que du point de vue physico-chimique, cette huile présente un aspect plus visqueux que les
autres huiles, ce qui empéche en partie sa diffusion dans le milieu. Le diamétre d’inhibition
peut étre également affecté par la volatilité des hydrocarbures monoterpéniques. Qui ne
présentent que de faibles interactions moléculaires.

-L’HE d’A. herba alba s’est montrée active contre toutes les souches testées mis-a-part la
souche Pseudomenas. aeruginosa. Cette derniére a manifesté une résistance contre toutes les
huiles testées. La résistance des souches Pseudomonas.a aux HE n’est pas surprenante ; cette
bactérie possede une résistance intrinséque aux agents biocides, qui est en relation avec la
nature de sa membrane. [Zouari et al .2010]. La sensibilité des microorganismes est variée
pour I’huile de I’armoise blanche, les diamétres d’inhibition sont compris entre 13 et 36 mm
[Khebri .2011].

-L’HE d’A .absinthium inhibé toutes les souches avec des diametres variés. Son activité
antibactérienne est importante puisque les diamétres d’inhibition sont supérieurs a 15mm.
Notons que I’inhibition est maximale pour la souche Heamophillus avec une valeur moyenne
de 24mm, pour Streptocoque, elle est de 20mm. Le reste des souches sont presque de
sensibilités identiques (15<D<19mm) et sont donc tres sensibles [Khebri .2011].

-Les huiles d’A. herba alba et celle d’A. absinthuim présentent une similarité quant a leurs
activités antibactériennes. Ceci est prévisible vue la similarité de leurs profils chimiques;
dominés essentiellement par le camphre (29,14%) et (44,93%) respectivement [Khebri
.2011].

Des données plus précises sur les propriétés antibactériennes de nos huiles ont été
obtenues par la détermination des valeurs des CMI (concentration minimale inhibitrice) qui
sont rassemblées dans le tableau 11.8.

Tableau 11.8 : Les CMI en mg/ml [Khebri .2011].

CMI mg/ml AHA ABS
Souhes

E.coli 1.78 3.83

Serratia 1.78 5.75

24



Chapitre Il : Travaux antérieurs

| Klaebssiella | 7.12 7.67 |
| Enterobacter | 7.12 7.67 |

L’HE d’A .herba alba a exhibé des concentrations plus faibles que celle de L’A.
absinthium, et les plus faibles parametres ont été obtenus pour les souches E.coli et serratia
avec des valeurs de CMI de 1,78 mg/ml. Les plus fortes valeurs de 7,12 mg/ml sont associées
aux souches résistantes type BLSE.

> Activité antifongique

La méthode de diffusion en milieu solide a été utilisée pour mettre en évidence I’activité
antifongique (contre les souches : Candida albicans, et Candida kefyre).

Les résultats illustrés dans le Tableau 11.9, a montré que les deux souches Candida, sont
sensibles aux HE d’A4 .herba alba et d” A. absinthium, cependant les deux levures ont montré
une résistance a I’'HE d’A .campestris. Ce ci peut étre attribué au profil chimique de cette
huile et sa nature visqueuse.

Tableau 11.9 : Variation des diamétres d’inhibition des levures en fonction d’HE (en mm)
[Khebri .2011].

HE (10 pL)
AHA ABS AC
Levures
Candida
albicans 20660577 | 2233+0577 | 06.00%00.00
Candida
kefyre 30.33+0577 | 18.66+1154 | 06.00+00.00

L’HE d’A.campestris n’a manifesté qu’une tres faible activité Fongicide par rapport aux
autres huiles testées. Ce ci peut étre attribué au fait que sa teneur en composés oxygénés est
relativement faible [Akrout et al.2010]. Par contre les deux HE d’A.absinthuim, et d’A.herba
alba ont exercé une forte activité fongicide contre les deux levures : Candida albicans, et
Candida kefyre. Cette activité pourrait étre attribuée au camphre qui est le produit majoritaire
dans le profil chimique des deux huiles, et par la richesse en composés oxygenés. [Pauli.2006]

> Activité antioxydante
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L'Activité antioxydant des trois huiles essentielles d’Artemisia on été évaluées par deux
techniques différentes [Khebri .2011] :

-Le test de blanchissement du B-caroténe.
-Le test de piégeage du radical libre DPPH (1,1-diphényl-2-picryl-hydrasyl).

La cinétique de blanchissement du R - caroténe en présence et en absence des huiles
essentielles, d’antioxydant standard (BHT) et les activités antioxydants relatives(AAR). Les
résultats montrent que 1’antioxydant standard, et les huiles essentielles testées inhibent d’une
maniére significative (p < 0.001) I’oxydation couplée de I’acide linoléique et le 5 -caroténe
par rapport au contréle négatif qui représente 100% de la peroxydation.

L'HE d’4 .absinthium montrent plus grande activité inhibitrice avec des AAR de :
(46.87%) respectivement ce huile ne présentent pas une différence significative dans leur
activité (p<0.05), mais cette activité reste significativement inferieure a celle du BHT (100%)
utilisé comme contrdle positif. Une activité antioxydante intermédiaire a été obtenue avec
I’HE d’A herba alba (33.84%) mais significativement supérieure a celle de I’'HE d’4
.campestris (18%)[Khebri .2011].

L’activité anti radicalaire des huiles essentielles d’Artemisia vis-a-vis du radical DPPH a
été suivie spectro photo métriquement a 517 nm, en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par le changement de couleur : du violet au jaune. L'HE d’A4.absinthuim a
témoigné ’activité anti radicalaire la plus élevée (80%) suivie par I’HE de A. herba alba
(37%) L’HE d’A.compestris est doté de I’activité anti-radicalaire la plus faible (18%). Les
résultats de 1’activité anti-radicalaire de I’'HE d’A.campestris sont en accord avec ceux
obtenus par Akrout, qui a montré que 1’échantillon tunisien est doté¢ d’une faible activité anti-
radicalaire moins importante que I’HE d’A .herba alba. [Akrout.2010].

11.9. Utilisation du genre Artemisia
11.9.1. Les études pharmacologiques

11.9.1.1. Effets spasmolytiques

Abu-zarga et al., (1995) ont rapporté I'effet spasmolytique d'un extrait aqueux d'Artemisia
monosperma sur I'iléum, I'utérus et la vessie du rat.

11.9.1.2. Effet Hypotensif

Certains auteurs sont signalés que I'administration intraveineuse (3-30mg/kg) de [I'extrait de
I'Artemisia scoparia dans le mélange eau-méthanol produit des effets d'hypotension et des
effets cardiaques et ces effets sont demeurés inchangés chez les animaux traités par
I'Atropine. [Gilani et al. 1994]

11.9.1.3. Effet hypoglycémique
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Alshamaony et al., [1994] ont rapporté I'effet hypoglycémique d'Artemisia herba alba.
Dans cette étude I'alimentation des rats et des lapins diabétiques avec 0.39 g/kg de poids
corporel de I'extrait aqueux des parties aériennes de la plante pendant 2-4 semaines a montré
une réduction significative de niveau de glucose dans le sang, empéche I'élévation du niveau
glycolyse d'hémoglobine et posséde un effet de hypoliposis, en plus de la protection contre la
perte de poid scorporel d'animaux diabétiques.

11.9.1.4. Effet Hepato protectif

Gilani et al [ 1995] ont rapporté l'activité hepato protective de I'extrait dans (eau-
méthanol) de I'A.martima contre I'acetaminophen et des dommages hépatiques induits par le
tétrachlorure de carbone.

11.9.1.5. Activité Cytotoxique

Agari et al [1995] ont signalé I'activité anticancéreuse des sequiterpene lactones A, B et C
séparés des feuilles de I'Artemisia argyl, ces lactones peuvent étre employées dans le
traitement de la leucémie et des tumeurs pleines.

Ryum et al., [1997] ont rapporté que I'extrait d'Artemisia princeps a montré une activité
cytotoxique significative contre les lignes cultivées des cellules humaines de tumeur.

11.9.2. Utilisation en cuisine

La consommation journaliere d'une décoction préparée a partir des tiges et feuilles d'A.
campestris permet de réduire les symptdmes digestifs. [Saoudi et al. 2010]

A. arborescens est connue dans le secteur méditerranéen comme boisson alcoolisée, et a
été employée dans la médecine classiqgue comme un antispasmodique, d' autre part, A. cina
et A. herba alba ont une action contre les vers ronds, en particulier les ascarides
Lumbercoids [Shilin et al.,1989 ;Abu-Zarga et al.,1971 ; Khafagy et al.,1971].

Dans le nord-ouest de I’Italie, cette espece est recueillie de fagon active ou cultivés pour
la production de la plante séchée d’étre utilisée comme un ingrédient important dans des
boissons alcoolisées ainsi que dans boissons ameres. Cette espece est utilisée également en
parfumerie et dans une gamme d’applications alimentaires qui comprennent les soupes, les
sauces et salade [Muccairelli et al , 1995].
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Chapitre 111 : Materiels et Méthodes

I11.1.Procédure expérimentale

Cette étude menée sur I’huile essenticlle d’Artemisia absinthium vise a valoriser cette
plante médicinale et aromatique trés répandue en Algérie. Les principaux objectifs sont
I’extraction et la récupération des huiles essentielles, la détermination de la qualité de ces
huiles extraites et 1’¢tude de leurs activités biologiques (antioxydante, antibactérienne,
antifongique).

Le plan de travail suivant est alors suivi :

* Extraction par hydrodistillation de I’huile essentielle d’A .absinthium récoltée de
région d * Algérie (miliana wilaya de Ain defla).

+ Réalisation des analyses physico-chimiques et chromatographiques sur les huiles
essentielles obtenues.

+ L’étude du pouvoir antioxydant des huiles essentielles par la méthode du DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazil).

+ Evaluation des activités antimicrobiennes par la méthode de I’aromatogramme.

I11.2. Lieu et période de travalil

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de chimie (2) et laboratoire de
microbiologie de I’Université de Khemis Miliana et au laboratoire d’analyses médicales (EL
RAZI) du 01/03/2020 -01/06/2020.

111.3. Matériels utilisé
111.3. 1.Matériel végétale

o Identification de I’espéce étudiée

L’identification botanique de 1’espeéce A absinthium a été confirmée selon Encyclopédie
des plantes utiles —Flore d Algérie et de Maghreb. [Baba Aissa, 1999].

e La récolte d’échantillon

Notre eétude a porté sur la partie aérienne (feuilles et tiges) de A absinthium récoltée
de la région de miliana de wilaya de Ain defla (Algérie) durant le mois de Février
2020. La date, le lieu et I’heure de récolte d’échantillon sont résumés dans le tableau ci-
dessous.

Tableau I11.1 : La date, lieu et heure de récolte des échantillons de A absinthium
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Date de Lieu de Heure de Température
récolte récolte récolte
Echantillon
13 Février | Miliana 10 :36 23 °C
2020

o Situation géographique de station de récolte

La présentation géographique de région d’étude (Ain defla) est donnée au niveau de
I’annexe.

Zone d’étude : Miliana (Ain defla).

Miliana est une commune algérienne située au nord de la wilaya d'Ain Defla, chef-lieu
éponyme de daira de Miliana, elle est située au sud du Dahra, sur les contreforts du mont
Zaccar, dominant la vallée du Chelif. La ville se situe a 113 km au sud-ouest d'Alger, a 50 km
a l'ouest de Médea et a 92 km a I'est de Chlef.

Tableau I11.2 : Les caractéristiques géographiques des régions de récolte de la plante.

Région de | Superficie | Altitude(m) Latitude Longitude climat
récolte (km2)

4897 km2 980m 36,2501 2,0907 Climat

Ain defla méditerranéen
avec

été chaud.

55km2 721m 36,29 2,21 climat
Méditerranéen.
Miliana Les hivers sont
doux voire
frais, et les étés
sont trés chaud

111.3.2. Appareillage utilise
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La liste de verreries, produits et appareils utilisés dans cette étude est donnée au niveau de
I’annexe.

111.4. Méthodes

I11.4.1. Séchage de plante

Aprés la récolte, L'échantillon ont été nettoyé et égoutter puis étalé sur du papier. Le
séchage de la plante est effectué¢ a I’air libre, a 1’abri de la lumiére et de I’humidité. Devenu
seche, en conservees dans des sacs propres.

Figure 5 : Artemisia absinthium. A) plante fraiche; B) plante séche.
I11.4.2. Détermination du taux d’humidité

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans la matiére végétale. [Taleb-Toudert,
2015].Les parties aériennes de 1’absinthe sont disposées pour étre séchée a lair libre.
L'échantillon est pesé quotidiennement jusqu'a ce que sa masse Pf devienne constante. La
différence entre Pf et Ps représente la quantité d'eau contenue initialement dans I'échantillon
utilisé.

Le taux d'humidité est estimé par la formule suivante :

ou:

Pf: poids frais de 1’échantillon (g).

Ps : poids sec de I’échantillon (g).
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H (%) : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
IIL.5. L’extraction d’HE d’Artemisia absinthium

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée, par hydrodistillation, dans un appareil de
type clevenger.

111.5.1. Principe

La méthode consiste a immerger le matériel végétal directement dans un récipient rempli
d’eau placé sur une source de chaleur. L’ébullition de 1’eau entraine alors les HE, qui au
contact d’un réfrigérant, se condensent et se récuperent sous forme d’une émulsion (eau
+HE). L’huile essentielle se sépare, par la suite, par simple différence de densité. [ Bruneton
J, 1999]

Le montage de I’hydrodistillation comprend essentiellement les parties suivantes :

4 Ballon : Il sert 4 contenir la matiére végétale immergée dans I’eau distillée.

4+ Réfrigérant : C’est un échangeur de chaleur servant a convertir toute vapeur en liquide
provenant du ballon.

4+ Cohobe: colonne de recyclage de I’eau aromatique.

™~
“ | —Entrée d'eau
§ P [4»_:-.__&‘ [ | froide (4)
& l (R —— ]
S < = |
5 Tube ’ ‘ {
g verticals i i !
P 3 i 1 ‘
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Figure 6 : Dispositif de I’extraction d’HE par hydrodistillation (Clevenger) [Hadj
Ahmed.2016].

111 .5.2. Mode opératoire
-50g de matiére végetale seche +500mld’eau distillée sont introduits dans un ballon de 1L.

-On chauffe le ballon rempli a 100°C.
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-Apres les heures d’extraction, les deux phases non miscibles sont séparées.
-I’huile essentielle est récupérée dans des petits flacons en verre.

-Le volume d’essence obtenue est noté pour le calcul du rendement.

h Y

& (<
- e

Figure 7: Appareillage d’hydrodisilltion[Meghazi, 2012].
111.5.3. Etude de la cinétique d’extraction

La cinétique est | évaluation de la quantité d’huile essentielle extraite par hydro distillation
d’une masse de végétale en fonction du temps [Selvakumar et al, 2012].

111.5.4. Détermination de rendement en huiles essentielles

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue
et la masse du matériel végétal utilisé. Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et est
calculé par la formule suivante : [Selvakumar et al, 2012].

RHE% = (mh / mv) x100

RHE = rendement en huile essentielle en %.
mh = masse d'huiles essentielles récupérées en gramme (Q).

mv = masse d'essai du matériel végétal en gramme (g).
111.6. Caractéristiques des huiles essentielles

111.6.1. Propriétés organoleptiques
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Chaque HE est caractérisée par ces propriétés organoleptiques tels que : 1’odeur, ’aspect
et la couleur [Hameurlaine, 2009].

o L’aspect physique : 'aspect d’'une HE dépend des produits qui la constituent, elle
nous apparaitre sous forme liquide, solide ou bien semi solide.

e Odeur : il appartient aux sens chimiques les plus sensibles.

e Couleur : la coloration d’'une HE dépend des produits qui la constituent, donc la
couleur change d’une HE a I’autre; elle peut étre déterminé a 1’ceil nu.

111.6.2. Les propriétés physico-chimiques

La connaissance d’indices physiques et chimiques est importante puisqu'elle permet de
caractériser, voire d'identifier une huile essentielle.

111.6.2.1. Les propriétés physiques

> La densité

Elle constitue un point de repere important car sa valeur permet d'avoir une idée sur la
composition chimique de I'HE [Haddouchi et al. 2009].

La densité est donnée par I'expression suivante :

d= m2- m0/m1 -m0

mO: la masse du flacon vide.
m1: la masse du flacon rempli d'eau distillée.

m2: la masse du flacon rempli d'HE.

» Détermination de I’indice de réfraction [norme NF T 75 — 112]

Les mesures sont effectuées a I’aide d’un réfractometre d’Abbé Prisma- CETI convex.
Quelques gouttes d’HE sont déposées dans I’appareil et la lecture de I’indice se fait comme
suit :

ele réfractométre est réglé d’une manicre a obtenir une moitié supérieure claire et
une autre moitié inférieure sombre au niveau du cadran.

L’indice de réfraction t/D a la température de référence t est donné par la formule :

[n]D°t = n D¢ + 0,00045 (£'—t)
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[n]D°t:indice de réfraction de référence.

n Dt':indice de réfraction mesurée.

t: température de référence qui est a 20.

t’ : température au moment de la mesure.
» Determination de pH

Le pH mesure I’activité chimique des ions hydrogeénes (H+) en solution. Il s'agit d’une
valeur numérique permettant de savoir si une solution est acide, basique ou neutre [Barbier et
al. 1961].

La détermination du pH est effectuée a I’aide d’un papier pH au lieu d'un pH-metre en
raison de I’insuffisance d’HE.

111.6.2.2. Proprietés chimiques

» Determination de I'indice d'acide(1A)

C’est le nombre de milligramme d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire a la
neutralisation des acides libres contenus dans 1g d’HE. Les acides libres sont neutralisés par
une solution Ethanol titrée par une solution d’hydroxyde de potassium [ Haddouchi et al.,
2009].

eReéactifs

Au cours de I'analyse on utilise uniqguement des réactifs de qualité reconnus :
-Ethanol, a 95 % (v/v) a 20 °C,

-Hydroxyde de potassium, KOH (0.1 mol/L),

- Phénolphtaléine (indicateur coloré), a 2 g/L dans de I'éthanol.

eMode opératoire

Le mode opératoire consiste d’introduire 0,5 g d’huile essentielle dans une fiole ou on
ajoute5 ml d’éthanol, et 5 gouttes de la solution de phénolphtaléine (indicateur coloré). Puis,
on fait ’agitation et le titrage avec une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium titrée
([KOH]= 0.1 mol/l). La couleur jaune clair du liquide (la couleur de I’HE) vire a la
neutralisation vers une couleur rose. Le volume de KOH qui a servi a la neutralisation est lu
directement sur la burette. L’indice d’acide est exprimé par la formule :

IA=(VxNxM)/m
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M: masse molaire de KOH.
V : le volume, en millilitres, de solution d’hydroxyde de potassium utilisé pour le titrage.
N : normalité de la solution de K .

m : la masse, en grammes, de la prise d’essai. Exprimer le résultata une Décimale pres.

111 .6.3. Analyses chromatographiques

La composition chimique d’HE a été effectuée par la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS).

Le spectrometre de masse, Agilent 5973 & quadripole est couplé & un chromatographe en
phase gazeuse Agilent 6890.

La colonne utilisée est identique a celle mentionnée ci-dessus. Les conditions opératoires
sont :

-la température de I’injecteur splitless : 250 °C ;
-la programmation de température : de 40 °C a 250 °C a raison de 6 °C/min ;
-le gaz vecteur : He a 1 ml/min (vitesse linéaire moyenne = 36 cm/sec).

Les températures de la source et du quadripole sont fixées a 230 °C et 150 °C respectivement
; énergie d’ionisation 70 eV, gamme de masse : 35 a 400 amu.

L’identification des différents constituants est réalisée a partir de leurs spectres de masse en
comparaison avec ceux des composés standards de la banque de données informatisées
(Wiley 275.L) [Adams, 1998].

Pour les hydrocarbures terpéniques diverses confirmations sontobtenues par comparaison
des spectres de masse et de leurs indices de rétention selon Kovats donnés par la littérature
[Joulain et al .1998].

I11.7. Evaluation de P’activité biologique

I11.7.1. Evaluation d’activité antioxydante

Les antioxydants peuvent étre définis en tant que composés qui empéchent ou retardent
I'oxydation des substances biologiques en empéchant le déclenchement ou la propagation des
réactions en chaine d'oxydation. Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres
et les rendent ainsi inoffensifs [ Gulcin et al., 2010].

111.7.2.Méthode du DPPH

La méthode de réduction du DPPH a été utilisée pour évaluer I’activité antioxydante de
I’HE d’A. absinthium.
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111.7.2.1.Principe

Le DPPH 2,2 diphenyl-1 -picryl hydrazyl est un radical stable qui posséde un électron
célibataire sur ’atome d’azote, caractérisé par une couleur violette et un pic d’absorption
spectral maximal @ 517 nm. En présence d’antioxydant, 1’¢électron célibataire devient apparié,
ce qui conduit a la décoloration du DPPH du violet (forme radicalaire DPPH) au jaune
(forme réduite DPPH-H). Cette décoloration représente donc la capacité de 1’échantillon a
piéger ce radical. [Ramadan. 2010].

1

+ Antioxvdant-OH 4 Antio ,\:.';‘u'_.(:l'
N

DPPH (violet) DPPHH ( aune)

Figure8 : Réaction du test du DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) [Hadj Ahmed.2016].
111.7.2.2. Mode opératoire

L’activité anti radicalaire de ’HE extraite a ét¢ mesurée par la méthode décrite par
Archana et al. 2005.

50ul de différentes dilutions d’huile essentielle (2.5, 5, 7.5, et 10 mg/ml) ont ét¢ mélangés
avec 2 ml de la solution d’éthanol, de DPPH dans des tubes a essai secs. Aprés 30min
d'incubation a une température ambiante et a I’obscurité, I'absorbance a ét¢ mesurée a 517nm
a I’aide de spectrophotométre UV-visible.

-Le contrble négatif est composé de 50l d’éthanol et de 2 ml de la solution de DPPHe.

-Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, 1’absorbance
de I’acide ascorbique est mesurée dans les mémes conditions que celle de 1’huile essentielle.
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7,5mil
Solution A
(0.1g HE+10 & 6mil 5ml
ml d°ethanol)
——> Ethanol
50ul 50ul 50ul 50ul

DPFH

w //__a-

Seolution de DFPH (30ul pour chaque ube)

Figure 9 : Les étapes de la réalisation de 1’activité antioxydante [Magraoui.2018].

111.7.2.3. Pourcentage d'inhibition

Selon [Sharififar et al. 2007], I’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (1%)
est calculée de la maniére suivante :

1% = (A blanc — A échantillon) X100/A blanc

A blanc : Absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol).
A échantillon : Absorbance du composé d'essai.

» Détermination de Concentration inhibitrice 50 (1C50)

Le parametre 1C50 est défini comme la concentration d'antioxydant requise pour diminuer
la concentration du DPPHe initiale de 50% [Sharififar et al. 2007].

Il a été calculé par régression linéaire a partir des graphes des taux d’inhibition.
I11.7.3. Evaluation de I’activité antibactérienne et antifongique

111.7.3.1. Facteurs déterminant le degré d’activité antimicrobienne de ’HE

Plusieurs facteurs influencent la détermination de [D’activité antimicrobienne des huiles
essentielles ou de leurs composants actifs, tels que la méthode d’évaluation antimicrobienne,
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le type et la structure moléculaire des composants actifs, la dose ajoutée, le type de
microorganisme ciblés et leur éventuelle adaptation aux huiles essentielles.

I11.7.3.2. Méthode d’évaluation de ’activité anti microbienne de ’HE

Pour mettre en évidence ’activité antimicrobienne in vitro de 'HE d’4. Absinthium,
nous avons utilisé la méthode de diffusion sur disques (aromatogramme) pour tester la
sensibilité des souches et ensuite par la méthode de micro-dilution pour déterminer les valeurs
de CMI.

111.7.3.3. Les souches bactériennes et fongiques testés

Nous avons utilisé quatre souches bactériennes Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
et pseudomonas aeruginosa , bacillus subtillus et un seul type de levure : Candida
albicans. Les caractéristiques des souches microbiennes utilisées sont représentées dans le
tableau 111.3

Tableau I11.3 :Les caractéristiques des souches microbiennes utilisées.

Espéce Caractéristiques Référence ATCC
microbienne (American type culture
collection)
Escherichia coli Bacille, mobile 25922
Gram -, pathogéne.
Staphylococcus coques, immobile 25923
aureus Gram+.
pseudomonas Bacilles, Gram- 27853
aeruginosa mobile, pathogeéne.
bacillus subtillus Gram+, catalase+ 10876
Aérobie, mobile.
Candida albicans Champignon (levure) 24433
unicellulaire, hét érotrophe

111.7.3.4. Les milieux de culture
Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les suivants:

% La gélose nutritive (GN) pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes.
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% La gélose Mueller Hinton (M-H) pour 1’étude de la sensibilité des bactéries aux huiles
essentielles extraites de notre plante.

% La gélose Sabouraud pour I’isolement et I’entretien de la levure et 1’étude de sa
sensibilité aux huiles essentielles.

I11.7.3.5. Préparation de ’inoculum bactérien

Les bactéries a tester ont été ensemencées sur des boites de Pétri contenant des milieux
sélectifs appropriés aux souches bactériennes utilisées puis incubés a 37°C pendant 24 heures,
afin d’obtenir des colonies jeunes et bien isolées. Apreés ce temps d’incubation, 1 a 2
colonies bactériennes bien isolées et parfaitement identiques sont prélevées a 1’aide d’une
anse de platine, puis émulsionnées dans un tube contenant SmL d’eau physiologique stérile a
0.9% de sel (Na Cl) puis agiter, leur opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Farland ou a une
densité optique de 0.08 a 0.1 lue a 625 nm. Cette densité est ajustée en ajoutant du milieu de
culture(BN) si elle est trop élevée, correspond a 1.5 x 10 8c/ml, ou en incubant davantage les
souches si jamais elle est trop faible [Bouzidi et al. 2016].

111.7.3.6. Préparation des disques

On a coupé le papier buvard en disque de 6mm (0.28cm2 de surface) par I'emporte-piéce,
ces disques doivent posseder un contour régulier pour donner une zone d'inhibition que I'on
peut mesurer facilement. Les disques sont ensuite stérilisés dans un autoclave pendant
20min al120°C, et stockés a une température ambiante (le tube a essai est hermétiquement
fermé).

111.7.4. Evaluation qualitative de I'activité antibactérienne et antifongique

I11.7.4.1. La méthode de ’aromatogramme

Cette méthode est appelée méthode de I’aromatogramme, ou technique de I’antibio
aromatogramme ou encore méthode de Vincent [Pibiri, 2005].Appelée aussi la méthode de
diffusion des disques, la méthode de I’aromatogramme est la technique utilisée pour étudier
d'une maniére fiable et reproductible la sensibilité et la résistance des germes aux huiles
essentielles [Haddouchi et al, 2008].

ePrincipe
La technique de I’aromatogramme utilise des disques de papier buvard imprégnés d’une
concentration donnée de I’huile testée. Ces disques sont déposés a la surface d’une gélose
spécifique (Mueller Hinton) coulée en boites de Pétri uniformément ensemencée d’une
suspension microbienne. Cette méthode nous permet de mettre en évidence 1’effet
antimicrobien d’HE sur la souche étudiée. Ainsi la souche sera qualifiée de sensible, trés
sensible, extrémement sensible ou résistante [Amhis et al. 2001].
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Zone d'inhibirion
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Figure 10 : Hllustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri [Zaika. 1988] .

» Protocole expérimentale

e Couler aseptiquement le milieu de culture gélosé Mueller Hinton dans des boites de
Pétri pour les bactéries et gélose sabouraud pour Candida.

e Préparer I’huile essentielle d’A. absinthium .

e Des disques stériles en papier (6 mm de diamétre) sont imprégnés avec 5 ul de HE a
la concentration de 20 mg/ml en mettant seulement en contact le bout du disque,
celui-ci va absorber progressivement I’HE jusqu’a I’imprégnation totale du disque,
puis déposer sur la gélose.

eLes boites de Pétri étaient maintenues pendant 15 min a température ambiante puis
incubées a 37°C pendant 24 h. Chaque essai a été réalisé en triplicata pour chaque
espece bactérienne [ Djenane et al., 2012].

el ’activité antibactérienne et anti fongique de I’HE été mise en évidence par la
mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour des disques.

111.7.4.2. Evaluation quantitative de [I'activité antibactérienne et
antifongique de ’HE d'A .absinthium

111.7.4.2.1. Détermination de la dilution Minimale Inhibitrice

La sensibilit¢ d’une bactérie est mesurée par la concentration minimale inhibitrice de
I’antibiotique considéré. C’est la méthode de référence préconisée par I’OMS [ Amhis et al.,
2001].

La CMI ou concentration minimale inhibitrice est la concentration la plus petite d’un
antibiotique qui empéche les bactéries de se multiplier. C’est le paramétre le plus utilisé pour
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mesurer in vitro ’activité d’un antibiotique ; elle s’exprime en mg/1 [ Fauchére et Avril, 2002;
Toutain, 2010].

La dilution minimale inhibitrice a été réalisée sur les souches testées qui ont montré une
sensibilité vis-a-vis de I’HE par la méthode de diffusion sur disque.

» Préparation des dilutions de I'HE

Cette méthode permet la détermination de la CMI a partir d'une gamme de concentration
d’extrait dans un solvant [Sidali et al., 2014]. 500 ul d'HE est diluée dans 500 ul de DMSO. A
partir de ce tube on prend 500 plet mette dans un deuxiéme tube qui contient 500 ul DMSO,
agiter bien, puis une série de dilutions est réalisée extemporanément en DMSO, a partir de la
solution-mere. La gamme de concentrations finales ainsi obtenue correspond a: C1/2 -C1/4 -
C1/8 - C1/16-C1/32-C1/64- 1/128-C1/256-C1/512-C1/1024-C1/2048-C1/4096[Haddaf et al.,
2004]

500ul de solution{1/2) 300p] de solution (1/4)
+500 pl de DMSO +300 pl de DMEO

300pl 4°HE pure
+300 pl de DMSO

500p] de solution (1/8)
+300 pl de DMSO

Réalisé une série des
dilutions de concentration
C1/32-C1/64-1/128-C1/256-
C1/5312-C1/1024-C1/2048-
C1/4096

Figurell : Préparation des dilutions [Magraoui .2018].

» Application

Des disques de papier buvard stériles de 6 mm de diameétre sont imprégnés de différentes
solutions d’HE dissouts dans le diméthylsulfoxyde (DMSO), & I’aide d’une pince stérile les
disques sont déposés a la surface d’un milieu ensemencé par une suspension microbienne
d’une densité optique de 0.5 Mc Farland. Aprés diffusion, les boites sont incubées pendant24h
a 37 °C. Apres I’incubation, I’effet des extraits se traduit par I’apparition autour de disque
d’une zone circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance. Plus le diameétre
de cette zone est grand plus la souche est sensible [Choi et al., 2006].

42



Chapitre 111 : Matériels et méthodes

Témoins négatifs : des disques imprégnés de DMSO.
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Figurel2 : Schéma représente la méthode de CMI [Bouchareb.2018].

» Expressions des résultats

La lecture se fait par la mesure précise des diametres des halos clairs a I’aide d’une régle
qui permet de classer 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles dans 'une des
catégories ci-dessous :

Non sensible (résistante) d < 8mm ;
Sensible (+) : 9 <d <14 mm;

Tres sensible (++) : 15<d <19 mm;
Extrémement sensible (+++) d >20 mm .

Plus la zone d’inhibition mesurée est grande, plus le germe est sensible.

Le pourcentage d’inhibition de la croissance bactérienne et fongique est calculé par la formule

suivante:

% Inhibition=D test /D control X100

% Inhibition: pourcentage d’inhibition.
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D test: Diamétre de la zone d’inhibition.

D control: Diamétre de la boite pétri.
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Chapitre 1V. Résultats et discussions

Chapitre 1V. Résultats et discussions
A cause de la pandémie coronavirus (COVID-19) qui a augmenté le nombre d’infections et
la vitesse de sa propagation parmi les personnes en Algérie, la partie expérimentale n’a pu
étre réalisée.

Nous nous contentons de la littérature pour tirer nos conclusions.
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Conclusion

Le présent travail est consacré a I’extraction et la récupération de 1’huile essentielle
d’Artemisia absinthium , la détermination du rendement de I’HE extraite, des caractéristiques
physicochimiques et de la composition chimique de cette huile. Aussi, ’activité biologique
(notamment ’activité anti-microbienne et antioxydante) de I’HE extraite est déterminée.

Selon la littérature, nous concluons ce qui suit :

Le rendement en huile essentielle d’A. absinthium extraite par hydrodistillation est variable
d’une région a une autre ; Au Maroc il est de (0,5%)[Derwiche E et al, 2009], celui du Canada
(0,3 - 0,5%) [Lopes-Lutz et al., 2008]. En Algérie : Batna(1,5%)[Khebri , 2011],
Tipaza(0,5%) [Bouchenak et al., 2018]et a Blida(0,52%) [Larbi et al.,2016].

L’analyse par CG/SM a permis d’identifier les composés chimiques de I'HE d’4.
absinthium . Les principaux constituants qui sont rapportés par la littérature sont variables:
B—thujone(60,82%) a Tipaza [Bouchenak et al., 2018], le chamazuléne(25,2%) a Oran
[Kharoubi, et al, 2008]et le camphre(44,93%) a Batna[Khebri, 2011].

Pour I’évaluation de D’activité antioxydante de I'HE d’A. absinthium d’Algérie, trois
méthodes sont utilisées : la technique de piégeage du radical libre DPPH , ABTS, et
CUPRACI|Belaidi et al., 2018]. L'étude de l'activité anti radicalaire a donné une bonne
efficacité antioxydante avec le  DPPH (IC50%= 62.66+2.55 ug/ml), ABTS (IC50%=
41.57+0.97 pg/ml) et CUPRAC Ao50%= 38.15+0.79ug/ml).

Pour L’activité antibactérienne et antifongique de I'HE d’A. absinthium, elle a été
déterminée selon la méthode de I’aromatogramme. Les résultats montrent que I’huile avait
des actions de sensibilisation inhibitrice contre E. coli, S. aureus, Bacillus, P. aeruginosa et
C.albicans [Larbi et al.2016].

L’HE d’A. absinthium présente un intérét pratique et pourrait avoir des applications
phytosanitaires comme procédé de lutte biologique a base de substances naturelles afin
d’éradiquer les infections d’origine fongique.

Aussi 'HE d’A.absinthium possede des propriétés antihelminthique[Tariq et al, 2009],
antimicrobienne [Lopez-Lutz et al, 2008], cholérétique, balsamique, dépurative, antiseptique,
digestive, diurétiqgue, emménagogue et utilisé comme relaxant musculaire, ou sédatif doux
pour traiter I’anxiété [Dewick, 2001 ; Lawless, 1999].

Il est important donc de compléter les travaux concernant cette plante et serait intéressant
de mener une étude approfondie sur I’espéce A.absinthium. 1l serait nécessaire de :

- Récolter la plante de diverses régions géographiques différentes d’Algérie.
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- Récolter la plante a différents stades de sa croissance afin de suivre 1’évolution qualitative et
quantitative de I’'HE .

-Tester d’autres méthodes d’extraction de I1’huile essentielle, et leur influence sur le
rendement et la composition chimique.

-Déterminer I'activité antioxydante par d'autres méthodes.
-Déterminer le ou les principes actifs, responsables de I’activité antimicrobienne.

-Etude d'autres activités biologiques attribuées a ces plantes telles que : les activites
insecticide et antivirale.
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Annexes

Annexe |

Présentation de la wilaya d’Ain Defla :

Ain Defla est une commune du nord de I'Algérie, dans la wilaya du méme nom. C'est aussi
le nom de la localité, anciennement Duperré, située a 140 km au sud-ouest d'Alger, chef-lieu
de la commune et de la wilaya. Elle est delimitée par 05 wilayas : Au Nord la wilaya de
TIPAZA ; au Nord-Est la wilaya de BLIDA ; a L’Est la wilaya de MEDEA ; a 1’Ouest la
wilaya de CHLEF ; au Sud la wilaya de TISSEMSSILT [ANDI.2013].

Ain Defla est une wilaya montagneuse qui fait partie intégrante de la région du Tell, elle
est formée par le massif de la Dahra au nord qui culmine au mont Zaccar (1 550 m) au nord
de Miliana, par I'Ouarsenis qui culmine au mont Achaou en pres de 1 800 m au sud est de
Tarik ibn ziad ,et la vallée de Chellif entre les deux massifs.

LEGENDE

W.Chlef Limite de Wilaya
Limite de Commune
Chef lieu de Wilaya
Chef Lieu de Commune
Sites des Barrages

Barrages

Xy .S

W.Tissemssilt

Figure 1 : Carte géographique de la wilaya de d’Ain Defla [ANDI.2013].
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Tableau 1: Liste d’appareillages et de verrerie utilisés.
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Annexes

Appareils Verreries Produits utilisés
-Autoclave -Anse de platine -L’huile d’A.absinthium
-Bain marie -Ballon -Phénolphtalléine
-Balance de précision -Béchers -Eau distillée
-Chauffe ballon -Boites de pétri -Ethanol
-Chromatographie en phase | -Disques d’ATB -Eau physiologique
Gazeuse couplée a la -Ecouvillons -Vitamine C
Spectroscopie de Masse -Emporte-piéce -DPPH (2.2 Diphenyl 1
-Etuve -Epindorffs picryl
-Four Pasteur -Eprouvettes hydrazine)

-Hydro distillateur de type -Erlenmeyers -KOH (Hydroxyde de
Clevenger -Fioles potassium)

-Incubateur -Flacon en verre -DMSO (Diméthylsulfoxyde )
-Réfrigérateur -Gants

-Réfractometre -Micropipette

-Spectrophotomeétre -Papier aluminium

-Vortex -papier buvard

-Pince

-Pipettes pasteur
- seringues
-Spatule

-Tubes a essai
-Verres de montre
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Annexe 11
Les souches microbiennes utilisées :

Escherichia coli :

C'est I'espece dominante de la flore aérobie du tube digestif. Escherichia coli est
habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir pathogéne si les défenses de I'hote
se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence particuliers [Nauciel, 2000].

La présence de colibacilles ou d’espéce voisine(les coliformes) dans I’eau est un témoin
contamination fécale.et c’est aussi le premier germe responsable d’infections communautaires
et nosocomiales. Egalement responsable d’infection materno-feetal, de prostatites de
suppuration diverses a partir de la flore digestive (infection des voies biliaires, péritonites,
salpingites, infection postopératoires...) [Avril et al, 1992].

Classification :

Régne: Bacteria
Embranchement: Proteobacteria
Classe: Gamma proteobacteria
Ordre: Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Escherichia

Espece : Escherichia coli

Staphylococcus aureus :

Les staphylocoques sont des coccis a gram positif qui tendent a se grouper en amas,
irrégulier a la fagon d’une grappe de raisin [Nauciel, 2000]. Staphylococcus aureus est un
germe aérobie - anaérobie facultatif [Avril, 2000], doit son nom d'espece a l'aspect pigmenté
de ses colonies. Il tient une place trés importante dans les infections communautaires et
nosocomiales, possede une coagulasse, ce qui le distingue de la plupart des autres especes de
staphylocoques. La bactérie est tres répandue chez I'homme et dans de nombreuses especes
animales. Chez I'homme, environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui hébergent la
bactérie au niveau des muqueuses et des zones cutanées humides. Il développe rapidement des
résistances aux antibiotiques et les souches hospitaliéres ne sont souvent sensibles qu'aux
glycopeptides[Nauciel, 2000].
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Classification :

Régne: Bacteria

Division: Fimicutes

Classe : Bacilli

Ordre: Bacillales

Famille : Staphylococcaeae
Genre : Staphylococcus

Espéce : Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa :

Le genre pseudomonas est fait de bacilles mobiles aérobies stricts, se cultive facilement
sur les milieux usuels. Pseudomona aeruginosa (ou bacille pyocyanique) se caractérise par
la pigmentation bleu-vert de ses colonies [Nauciel, 2000]. C'est une bactérie ubiquiste qui vit
normalement a I'état de saprophyte dans I'eau et le sol humide ou sur les végétaux .Cette
bactérie peut vivre en commensale dans le tube digestif de I'hnomme et des divers animaux.
Considéré comme une bactérie pathogéne opportuniste c'est le germe-type des infections
hospitaliéres ou nosocomiales

Classification :

Régne: Bacteria

Division: Proteobacteria
Classe: Gamma proteobacteria
Ordre: Pseudomonadales
Famille: Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas

Especes : Pseudomonas aeruginosa

Bacillus subtilis :

Bacillus subtilis, bactérie ubiquitaire a Gram positif, catalase positive, aérobie pouvant se
développer en anaérobiose, mobile par des flagelles peritriches, formant des spores trés
résistantes dont 1’élimination efficace nécessite des conditions particulieres. Malgré le fait
qu’il s’agisse d’une bactérie a faible potentiel pathogeéne, elle peut donner lieu a de
redoutables infections dans certains cas ou encore étre a l’origine d’une intoxication
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alimentaire d’ou I’importance de I’application des recommandations en matiére d’hygiene et
stérilisation afin d’éviter ces risques [Nauciel, 2000].

Classification :

Régne : Bacteria
Embranchement : Firmicutes
Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Bacillaceae

Genre : Bacillus

Espéce : Bacillus subtilis
Candida albicans :

Candida est un genre de levures (dont la plus importante espéce est candida albicans)
qui est répandu dans tout le monde habité et forme normalement un commensal parfaitement
toléré par I'homme sain dans la bouche, sur la peau, dans le systeme digestif et dans la flore
vaginale. Elle devient pathologique et provoque parfois des mycoses (candidiase ou
candidose) chez les humains et d'autres animaux quand l'organisme est affaibli [Frisvad
,1990].

Classification :

Régne: Fungi

Division: Ascomycota
Classe: Saccharomycetes
Ordre: Saccharomycetales
Famille: Saccharomycetaceae
Genre : Candida

Espece : Candida albicans






