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الملخص

.و قاحلة شبه و القاحلة المناطق في خاصة العالم، جميع في .تتوزع الستيراسيا عائلة Artemisiaإلى campestris نبتة نتمي

الدم في السكر ارتفاع الهضمية، الضطرابات لعلج الجزائر في النبتة هذه .تستعمل الطبية و العلجية بخصائصها معروفة هي

و السترجاع طريق عن )الستخلص بطريقتين مستخلصات اربعة تحضير تم الدراسة هذه .في الدم ضغط ارتفاع و

و الفيتوكيميائية بالدراسة أيضا القيام المذيبات.تم مزيج و الهكسان 35كهزمع الصوتية الموجات طريق عن الستخلص

، الفلفونويد سيما ول ، الفينولية المركبات في ءً ثرا النتائج للميكروبات.أظهرت المضادة و للكسدة المضادة القدرة دراسة

185.35 ± 38.79إلى ± 2.48 بين الفينول محتوى إجمالي .ESيتراوح ECجم / ملجم 93.35 ± 10.69 أقصى بحد

مستخلص DPPHأن CAT)و الختبارين خلل من الكسدة مضادات نشاط تقييم .ESأظهر EAGجم / 9.20مجم

مستخلص ESوأظهر EAGجم / 361.82مجم ± 0.40 الكسدة مضادات لمركبات تركيز أعلى على UMD35يحتوي

أن (وجد . /مل مجم 1.90 ± 0.26 EC50 قيمة بأقل الحرة الجذور حبس في المستخلصات باقي من أقوى UMS35أنه

الجرام. سالبة البكتيريا ضد 7.8ممونشاطية ± 0.2 الخميرة ضد للغاية فعال للميكروبات المضاد التأثير

الميكروبات. مضادات قوة ، الكسدة مضادات قوة ، Artemisia,الستخراج campestris:المفتاحية الكلمات



Résumé

Artemisia campestris est une plante de la famille des Astéracées, elle est distribuée partout dans

le monde, en particulier dans les régions arides et semi-arides. Elle est connue pour ses

propriétés thérapeutiques et médicinales. En Algérie, cette plante est utilisée pour traiter les

troubles digestifs, l’hyperglycémie et l'hypertension artérielle. Dans cette étude, quatre extraits

ont été préparés par deux méthode d'extraction (sou reflux et ultrason 35 Khz) avec l'hexane et

un mélange de solvants. L’étude phytochimique et les pouvoirs antioxydant et antimicrobien sont

investigués. Les résultats ont montré une richesse en composés phénoliques notamment les

flavonoïdes avec un maximale 93.35 ±10.69mg EQ/g ES. La teneur en phénols totaux varie entre

38.79 ±2.48 à 185.35 ±9.20 mg EAG/g ES. L’évaluation de l’activité antioxydante par les deux

tests (CAT et DPPH) a montré que l'extrait UMD35 possède la concentration la plus élevée en

composés antioxydants (361.82±0.40 mg EAG/g ES) et l’extrait UMS35 a montré une capacité

antiradicalaire plus élevée par rapport à le reste des extraits avec la valeur la plus faible EC50

(1.90 ±0.26 mg/ml). L’effet antimicrobien révèle que l’extrait ERE montre une activité

antifongique contre Candida albicans (7.8 ±0.2 mm) et un pouvoir intéressant des extraits

UMS35 et UMD35 avec les bactéries Gram négatif.

Mots clés : Artemisia campestris, Extractions, Pouvoir antioxydant, Pouvoir antimicrobien.



Abstract

Artemisia campestris is a plant of the Asteraceae family, it is distributed all over the world,

especially in arid and semi-arid regions. It is known for its therapeutic and medicinal properties.

In Algeria, this plant is used to treat digestive disorders, hyperglycemia and high blood pressure.

In this study, four extracts were prepared by two extraction methods (under reflux and 35 Khz

ultrasound) with hexane and a mixture of solvents. The phytochemical study and the antioxidant

and antimicrobial powers are investigated. The results showed a richness in phenolic compounds,

in particular flavonoids, with a maximum of 93.35 ±10.69 mg QE/g DE. The total phenol content

varies between 38.79 ±2.48 to 185.35 ±9.20 mg GAE/g DE. The evaluation of the antioxidant

activity by the two tests (CAT and DPPH) showed that the UMD35 extract has the highest

concentration of antioxidant compounds (361.82 ± 0.40 mg GAE / g DE) and the UMS35 extract

showed a higher antiradical capacity compared to the rest of the extracts with the lowest EC50

value (1.90 ±0.26 mg/mL). The antimicrobial effect reveals that the ERE extract shows an

antifungal activity against Candida albicans (7.8 ±0.2 mm) and an interesting power with Gram-

negative bacteria.

Keywords : Artemisia campestris, Extractions, Antioxidant power, Antimicrobial power.
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L'utilisation des plantes aromatiques et médicinales (PAM) a commencé depuis l'Antiquité

jusqu'à nos jours, et leur utilisation a évolué au fil du temps.

Aujourd'hui, les PAM sont utilisées dans les industries pharmaceutique, alimentaire, de la

parfumerie et de la cosmétique, en raison des substances actives produites par les métabolites

secondaires des plantes. Dans le monde, il existe environ 35 000 espèces de plantes, alors

qu'en Algérie, il existe environ 3 510 espèces, et la répartition de ces espèces varie en fonction

du climat et du sol de la région (Mouas et al., 2017).

Parmi ces plantes qui constituent un large intérêt pour la recherche scientifique et les

industries pharmaceutiques et alimentaires figurent les plantes du genre Artemisia, surtout

après que Tu Youyou a remporté le prix Nobel de médecine en 2015 après avoir utilisé

l'artémisinine (Figure 1) pour traiter le paludisme (Xin-Zhuan et Louis., 2015).

Figure 1 : Artémisinine et ses dérivés (Assogba, 2020).

Le genre Artemisia a été utilisé dans médecine populaire traditionnelle pour traiter le

paludisme, l’asthme, les rhumatoïdes arthrite, l’hépatite, cancer, les inflammations, les

infections fongiques, Bactérienne et virale (Boutemak et al., 2017). Il existe plus de 500

espèces appartenant au genre Artemisia, qui se répand en Amérique de Nord, en Europe et en

Asie. La localisation de ces espèces varie entre les steppes, les zones arides sèches ou les

zones côtières (Ivănescu et al., 2021).
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Les espèces d'Artemisia sont largement distribuées dans les régions tempérées

d'Amérique du Nord (Mexique, USA, Canada), Méditerranée, Asie, Afrique et l'Australie.

Figure 2: Répartition géographique d'A. campestris (Koul et al., 2017).

Parmi les 11 plantes Artemisia qui appartiennent à la flore algérienne, on trouve Artemisia

campestris qui se trouvent dans les régions semi-arides et arides aux climats secs (Boutemak

et al., 2017). Cette plante appelée localement "dgouft” est une herbe aromatique appartenant à

la famille des astéracées, atteint une longueur de 1 m. Elle est répandue en Afrique du Nord et

dans certaines régions de la méditerranée (Ghlissi et al., 2016). En Algérie, les parties

aériennes de cette plante sont largement utilisées en médecine traditionnelle comme antitoxine

et anti-inflammatoire. Les feuilles sont préparées sous forme décoction ou d'infusion, ou

réduites en poudre, et sont parfois ajoutées aux sauces alimentaires afin de réguler la

circulation sanguine des femme enceintes (Boukhalfa et al., 2023).
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Photo 1 : La plante A. campestris (Benchohra et al., 2022).

A. campestris est riche en minéraux tels que Ca, Fe, Mg, Fe, Na, Cd, Cr, Li, Mo, Ni, Pb

(Zahnit et al., 2022) et en composés organiques flavonoïdes, alcaloïde, polyphénols, tanins,

coumarine, terpènes, saponines (Benchohra et al., 2022).

Des études antérieures ont montré la capacité de la plante A. campestris à traiter les troubles

digestifs, ainsi que la capacité antioxydante élevée de cette plante, son activité anticancéreuse

en empêchant la multiplication des cellules cancéreuses, et sa capacité en tant qu'agent

antimicrobienne puissant (Aloui et al., 2016).

Dans l'étude menée par Zahnit et al. (2022) sur A. campestris de la région de Tamanrasset-

Algérie, cette plante possède une forte activité antioxydante et propriétés anti-enzymatiques

(antidiabétique et anti-obésité) notable. Cette étude a prouvé que la plante a des propriétés

médicales, alimentaires, nutritionnelles et pharmaceutiques.

Benchohra et al. (2022) ont prouvé la richesse des racines, des tiges et des feuilles d'A.

campestris en substances phénoliques de la région d’El Bayadh et que les feuilles et les tiges

détiennent un puissant effet antioxydant et anti-inflammatoire.

Une étude a été menée sur les résultats de l'utilisation des feuilles d'A. campestris pour traiter

la bronchite aiguë, qu'elle soit causée par une bactérie ou un virus par deux manières, soit en

buvant l'extrait de plante, soit en inhalant la poudre de feuilles pendant trois jours sur un

groupe de patients. Les résultats enregistrés ont montré une diminution du niveau de la

bronchite chez les patients (Ben-Nasr et al., 2022).

Dans une étude in vivo menée par Marghich et al. (2022) sur l'extrait hydro-éthanolique et

l'extrait aqueux de la plante A. campestris d'Oujda au Maroc, les auteurs ont prouvé la
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capacité des deux extraits à inhiber l'action de l'alpha-glucosides et l'alpha-amylase (enzymes

digestives) et empêchent l'absorption du glucose, ce qui entraîne une baisse de la glycémie

après les repas chez les rats testés. Les résultats de cette étude expliquent l'utilisation de cette

plante en médecine traditionnelle pour traiter le diabète.

En 2017, Saoudi et al. ont conclu que l'huile essentielle d'A. campestris de la région de

Kasserine Tunisie possède des propriétés antioxydantes à protéger et à traiter le tissu

hépatique des rats traités à la deltaméthrine (substance toxique utilisée comme insecticide).

Cette huile essentielle a augmenté l'activité des enzymes antioxydantes qui éliminent

l'oxydation de la graisse du foie, ce qui a entraîné une diminution des dommages au tissu

hépatique.

Dans une étude élaborée par Baraket et al. (2015) sur l'effet de methidathion sur les rats et la

capacité de l'extrait aqueux d'A. campestris de la région de Tebessaà traiter l'effet de cette

substance sur les reins des rats. Les chercheurs ont constaté que l'extrait d'A. campestris à la

capacité de réduire la toxicité de cette substance en augmenter les enzymes antioxydantes.

L'étude de Dib et al. (2017) a démontré la présence du composé spathulenol dans l'huile

essentielle de la plante A. campestris de l'est du Maroc. Ce composant agit pour réduire le

pourcentage de calcium dans la cellule, ce qui empêche le rétrécissement des vaisseaux

sanguins et leur permet de s'élargir. Ce composé possède des propriétés anticoagulantes,

vasodilatatrices et antioxydantes.

D’autres travaux ont montré que l'huile essentielle d’A. campestris a des propriétés

insecticides, en particulier pour les larves de moustiques (Ammar et al., 2020) et des activités

antimicrobienne et antifongique remarquables contre les champignons qui provoquent des

infections du tractus gastro-intestinal (Boukhalfa et al., 2023).

Notre travail porte sur l’étude de l’extraction des molécules bioactives issus de deux

déférentes méthodes d’extraction (sous reflux et ultrason couplé à macération). Le dosage des

composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoïdes, flavonols et tanins condensés) et

l’évaluation des activités antioxydante et antimicrobienne ont été réalisés.
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Matériel et Méthodes
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1. Matériel

1.1. Matériel végétale

La plante A. campestris a été récoltée au mois de Juillet dans la Wilaya de Tiaret (Le nord-

ouest de l'Algérie). La plante a été identifiée au niveau du laboratoire de botanique de la

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, des Sciences de la Terre et de l'Univers Abou

Bekr Belkaïd (Tlemcen).

La partie aérienne a été nettoyée, séchée et protégée à l'abri de la lumière et l’humidité.

Les feuilles d'A. campestris ont été bien broyées à l'aide d'un broyeur manuel pour obtenir une

poudre pour utiliser dans l'extraction.

Photo 2 : La partie aérienne de la plante A. campestris.

2. Méthodes

2.1. Extraction

Dans ce processus, deux différentes méthodes d’extraction ont été utilisées : l'extraction sous

reflux et l'extraction par ultrasons couplé à la macération.

2.1.1. Extraction sous reflux

Le principe d'extraction sous reflux permet d'accélérer la réaction par le chauffage et empêche

la dégradation des principes actifs, volatils ou thermolabiles car le réfrigérant sert à condenser

les vapeurs formés et les faire retomber dans le ballon rodé (Afri-Mehennaoui et al., 2007)

-Mode opératoire

5g de matière sèche ont été mélangés avec 50 ml d'hexane dans un ballon rodée. L'extraction

a été effectuée à la température d'ébullition dans un extracteur à reflux. À la fin de l'extraction,
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le mélange obtenu a été filtré puis évaporé en utilisant un évaporateur rotatif.

Photo 3 : Montage d'extraction sous reflux.

Photo 4 : Evaporateur rotatif.

2.1.2. Extraction par ultrason couplé à la macération

Cette méthode est utilisée pour extraire les composés chimiques actifs en raison de son

efficacité à obtenir des extraits de haute pureté. Cette méthode repose sur l'exposition de la

matière végétale à des ultrasons à haute fréquence, ce qui aide à décomposer la membrane

cellulaire et à libérer les composés chimiques actifs de la matière végétale.

-Mode opératoire

Trois extraits sont obtenus par cette méthode :

 1 g de la matière sèche a été introduit dans un tube à essai contenant 15 mL du

mélange de solvants acétonitrile/eau distillée/acide formique (49.5/49.5/1 : V/V/V).

Ensuite, l’ensemble a été placé dans un bain ultrason à une fréquence de 35 KHz

pendant 1 heure. Une fois l’extraction terminée, le mélange est laissé macérer durant

48 heures à l’abri de la lumière en agitant de temps en temps.
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 1 g de matière sèche a été introduit dans un tube à essai contenant 10 ml d’hexane.

Ensuite, l’ensemble a été placé dans un bain ultrason à une fréquence de 35 KHz

pendant 1 heure. Une fois l’extraction terminée, le mélange est laissé macérer durant

48 heures à l’abri de la lumière en agitant de temps en temps.

 1 g de la matière sèche délipide a été introduit dans un tube à essai contenant 15 ml du

mélange de solvants acétonitrile/eau distillée/acide formique (49.5/49.5/1 : V/V/V).

Ensuite, l’ensemble a été placé dans un bain ultrason à une fréquence de 35 KHz

pendant 1 heure. Une fois l'extraction terminée, le mélange est laissé macérer durant

48 heures à l’abri de la lumière en agitant de temps en temps.

Après 48 heures, les mélanges des tubes sont filtrés sur papier filtre. Les filtrats

obtenus sont évaporés.

2.1.3. Calcul du rendement

Les rendements des extraits ont été calculés selon la formule suivante :

R (%) = (P2 – P1) / P0 × 100

Où : P2 : poids du ballon après évaporation ; P1 : poids du ballon à sec ; P0 : Masse de la

matière végétale.

2.2. Analyses quantitatives des extraits

2.2.1. Dosage des phénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode de Singleton et

Rossi (1965) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.

Une quantité de 200 µL de l’extrait dilué est mélangée avec 1000 µL du réactif de Folin–

Ciocalteu (10 fois dilué), puis on a ajouté 800 µL de carbonate de sodium (Na2CO3 ; 7,5 %).

Le mélange est incubé à l’ombre et à température ambiante pendant 30 min. L’absorbance est

mesurée à 765 nm contre un blanc, à l’aide d’un spectrophotomètre.

Une courbe d'étalonnage est réalisée en utilisant l'acide gallique comme standard. Les

résultats de teneur en phénols totaux sont exprimés en milligramme équivalents d’acide

gallique par gramme de l’extrait sec (mg EAG/ g ES).

2.2.2. Dosage des flavonoïdes

La teneur en flavonoïdes a été déterminée en utilisant la méthode Zhishen et al. (1999). Une

quantité de 500 µL de l’extrait brut diluée a été mélangée avec 1500 µL d’eau distillée et par

la suite avec 150 µL d’une solution de nitrite de sodium (NaNO2 ; 5%). Après 5 min, 150 µL
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d'une solution du trichlorure d’aluminium préparé (AlCl3 ; 10%) a été ajouté. Après 6 min, on

a additionné 500 µL d'une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH ; 4%), le mélange est agité

bien à l’aide d’un vortex.

L’absorbance a été mesurée à 510 nm contre un blanc à l’aide d’un spectrophotomètre.

Une courbe d'étalonnage est réalisée en utilisant la quercétine comme standard. Les teneurs en

flavonoïdes sont exprimées en milligramme équivalents de quercétine par gramme de l’extrait

sec (mg EQ/ g ES).

2.2.3. Dosage des flavonols

La teneur en flavonols a été déterminée par la méthode de Kumaran et al. (2007). Un volume

de 250 µL de l’extrait dilué est mélangé avec 1500 µL d'une solution d'acétate de sodium (50

mg/mL) et 250 µL d'une solution de trichlorure d’aluminium AlCl3 (2 mg/ml). Le mélange est

agité à l'aide d'un vortex puis incubé à l’ombre et à la température ambiante pendant 150 min.

L’absorbance est mesurée à 440 nm contre un blanc à l’aide d’un spectrophotomètre.

Une courbe d'étalonnage est réalisée en utilisant la quercétine comme standard.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalents de la quercétine par gramme de

l’extrait sec (mg EQ/ g ES).

2.2.4 Dosage des tanins condensés

La quantification des teneurs en tanins condensés (proanthocyanidines) a été réalisée selon la

méthode de vanilline décrite par Julkunen-Tiitto (1985). Dans des tubes à hémolyse en verre,

un volume de 200 μL d'extrait dilué a été ajouté à 1500 μL de la solution de

vanilline/méthanol préparé (4%), ensuite mélangé à l'aide d'un agitateur. Puis, 750 μL de

l’acide chlorhydrique concentré a été additionné dans les tubes. Les mélanges sont incubés à

l’ombre et à la température ambiante pendant 20 min.

L’absorbance est mesurée à 550 nm contre un blanc à l’aide d’un spectrophotomètre.

Une courbe d'étalonnage est réalisée en utilisant la catéchine comme standard. Les résultats

sont exprimés en milligramme équivalents de la catéchine par gramme de l’extrait sec (mg

EC/ g ES).

2.3. Evaluation de l'activité antioxydante

2.3.1. Capacité antioxydante totale

La capacité antioxydant totale (CAT) des extraits est déterminée par la méthode de Prieto et

al. (1999). Ce test est basé sur la réduction de molybdène Mo (VI) en molybdène Mo(V) en

présence de l’extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) à pH acide.
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Dans des tubes à hémolyse en verre, un volume de 300 μL de chaque extrait dilué a été ajouté

à 3000 μL de la solution du réactif (acide sulfurique H₂SO₄ à 0.6 M, phosphate de sodium

Na₃PO₄ à 28 mM et molybdate d’ammonium (NH4)6Mo7O24, 4H2O à 4 mM).

Les mélanges sont incubés à 95°C dans l'étuve pendant 90 min. L’absorbance est mesurée à

695 nm à l’aide d’un spectrophotomètre.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant l’acide gallique comme standard. Les

résultats de la CAT sont exprimés en milligramme équivalents de l’acide gallique par gramme

de l’extrait sec (mg EAG/ g ES).

2.3.2 Test du piégeage du radical libre (DPPH)

Ce test a été réalisé avec la méthode de Sanchez-Moreno et al (1998). Il est basé sur la

capacité des antioxydants à réduire le radical DPPH sous sa forme non radicale (hydrazine) en

captant un atome d’hydrogène.

Un volume de 50 µL de différentes concentrations d’extrait dilué a été versé dans des tubes à

hémolyse en verre. Puis un volume de 1950 µL de la solution méthanolique de DPPH (0.025

g/l) a été additionné dans les tubes. Dans les mêmes conditions, un contrôle négatif est

préparé en mélangeant 50µL de méthanol avec 1950 µL de la solution méthanolique de DPPH.

Le mélange de chaque tube est incubé à l’ombre et à température ambiante pendant 30 min.

L’absorbance est mesurée à 515 nm à l’aide d’un spectrophotomètre. Le contrôle positif

utilisé est celui de l’acide ascorbique. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition

(I%) selon la formule ci-dessous :

I % = [(AC- AE) / AC] x100

Où : AC : l’absorbance du contrôle négatif ; AE : l’absorbance de l’échantillon.

La valeur EC50 représente la concentration d’antioxydant pour réduire et inhiber 50% de

DPPH. Elle a été déterminée graphiquement.

2.4. Evaluation de l’activité antimicrobienne

2.4.1. Souches testées

Pour la réalisation des tests de l’activité antimicrobienne, les souches de références utilisées

sont mentionnées dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Souches utilisées dans le test du pouvoir antimicrobien.

Microorganismes Gram Code Laboratoire de conservation

Pseudomonas aeruginosa

Négatif

ATCC 27853 LVR

Escherichia coli ATCC 25922 LVR

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 LAMAABE

Staphylococcus aureus

Positif

ATCC 25923 LVR

Bacillus subtilis ATCC 6633 LAMAABE

Enterococcus faecalis ATCC 29212 LVR

Candida albicans Levure ATCC 10231 LAPSAB

LVR : Laboratoire vétérinaire régional de Tlemcen, LAMAABE : Laboratoire de Microbiologie
Appliquée à l’Agroalimentaire au Biomédical et à l’Environnement, LAPSAB : Laboratoire
Antibiotiques Antifongiques : Physico-chimie Synthèse et Activité Biologique.

2.4.2. Conservation des souches

Elle a été réalisée par ensemencement des souches isolées sur gélose nutritive inclinée entubes

à essais. Les cultures pures sont conservées à +4 °Cà l’obscurité jusqu’à son utilisation. Pour

une conservation à long terme, les isolats ont été stockés à -80 °C dans le bouillon Mueller

Hinton (ou Sabouraud pour Candida) additionné de 30% (v/v) de glycérol.

2.4.3. Milieux de culture

Bouillon Mueller Hinton (B.M.H).

Gélose Mueller-Hinton (G.M.H).

Bouillon Sabouraud (B.S).

Gélose Sabouraud pour la levure (G.S).

Gélose nutritive (G.N): elle est utilisée pour la conservation des souches.

2.4.4. Antibiotiques utilisés

Trois antibiotiques sont utilisés contre les bactéries à savoir l’Ampicilline (AMP) (10 µg)

(Biocare) Algérie, l’Amoxicilline (25 µg) et la Colistine (Col 10 µg).

Des disques de 6 mm de diamètre imbibés d’antibiotique à des charges bien définies sont

employés selon CLSI (2015).

2.4.5. Antifongiques utilisés

Nystatine 100 µg (Sigma-Aldrich).

2.4.6. Préparation de l’inoculum

Une pré-culture des souches microbiennes et préparée dans le bouillon B.M.H pour les

bactéries et le bouillon B.S pour les levures afin d’obtenir une phase exponentielle de
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croissance. Après 18-24 h d’incubation à 37°C pour les bactéries et 48 h d’incubation à 30 °C

pour les levures, la turbidité est ensuite ajustée au standard Mc Ferland 0.5 avec un

colorimètre, ce qui correspond à  108 UFC/mL pour les bactéries (D.O = 0.08 à 0.1 /  625

nm) et  106 UFC /mL pour les levures (D.O = 0.08 à 0.1 /  625 nm).

L’inoculum peut être ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien le milieu

(B.M.H ou B.S) stérile s’il est trop chargé.

L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de l’inoculum

(Rahal et al., 2008 ; Vitali et al., 2016).

2.4.7. Ensemencement

Les boîtes de Pétri sont coulées à une épaisseur de 4 mm, car une couche plus fine augmente

la taille de la zone d’inhibition, ce qui peut donner un résultat erroné. Ensuite, Les boîtes sont

introduites dans l’étuve à 37°C pendant 30 min avant l’ensemencement afin d’éliminer

l’humidité.

 Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

 L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le

décharger au maximum.

 Frotter l’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée sèche, de haut en bas, en stries

serrées.

 Répéter l’opération 2 fois, en tournant la boîte de 60° à chaque fois sans oublier de faire

pivoter l’écouvillon sur lui-même.

 Finir l’ensemencement en passant l’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

 Dans le cas où l’on ensemence plusieurs boîtes de Pétri, il faut recharger l’écouvillon à

chaque fois (Rahal et al., 2008).

2.4.8. Application des disques d’antibiotiques

Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boîte de 90 mm de

diamètre. Les disques d’antibiotiques doivent être espacés de 24 mm entre les centres.

Un disque de 6 mm de diamètre d’antibiotique est déposé aseptiquement sur la surface du

milieu ensemencé. Presser chaque disque d’antibiotique à l’aide d’une pince bactériologique

stérile pour s’assurer de son application (Ammari et al., 2005).

Ensuite, les boîtes sont placées à 4 °C pendant environ 2 h, ceci pour permettre une pré-

diffusion des substances bioactives et aussi de ralentir la croissance microbienne (Kitouni,

2007). Puis, on les place dans l’étuve pour une incubation de 24 h à 37°C ± 1 pour les

bactéries et de 48 h à 30°C ± 1 pour les Candida.
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2.4.9. Lecture

Les diamètres des zones d’inhibition sont mesurés dans les deux directions perpendiculaires

autour des disques à l’aide d’une règle graduée sur le fond de la boîte.

On compare les résultats à des valeurs critiques selon le diamètre d’inhibition, puis on classe

la bactérie dans l’une des catégories : Sensible, Intermédiaire, ou Resistance (CASFM, 2005,

2018).

2.4.10. Évaluation de l’activité antimicrobienne

2.4.10.1. Méthode de diffusion sur gélose

Des disques de papier filtre de 6 mm de diamètre sont stérilisés à l’autoclave puis imprégnés

de 10 µL de chaque extrait d’A. campestris avec des charges respectives de 0.5 mg/disque.

Ces disques sont déposés à la surface de la gélose (G.M.H pour les bactéries et G.S pour les

levures) préalablement ensemencée en surface avec la suspension microbienne. Après, les

boîtes sont placées à 4°C pendant environ 2 h pour permettre une pré-diffusion des molécules

bioactives contenant dans les extraits.

Des disques des antibiotique de référence : Ampicilline (AMP) 10 µg, Amoxicilline 25 µg,

Colistine Col 10 µg pour les bactéries et Nystatin 100 µg pour la levure C. albicans et les

disques des contrôles négatifs (imprégnés de DMSO) sont placés à la surface de ces boîtes.

L’incubation des boîtes est faite à 37°C pendant 24 h pour les bactéries et à 30°C pendant 48

h pour les Candida (NCCLS, 1997 ; CLSI, 2015).

La lecture des résultats se fait par la mesure du diamètre, en mm, de la zone d’inhibition.

Deux répétitions sont effectuées pour chaque charge.

2.4.10.2. Détermination des concentrations inhibitrices (CMI et CMB)

La méthode de dilution en milieu liquide permet de déterminer les paramètres (CMI, CMB)

d’inhibition de la croissance microbienne par les extraits. La concentration minimale

bactéricide (ou fongicide) (CMB ou CMF) est définie comme étant la concentration minimale

d’extrait ne laissant pas de microorganismes survivants de l'inoculum après incubation à

37 °C pendant 18 à 24 h (Abedini, 2013).

La méthode de micro-dilution en bouillon a été utilisée pour déterminer la CMI selon le

Comité National des Normes du Laboratoire Clinique (NCCLS, 2001). Tous les tests ont été

effectués dans le bouillon B.M.H pour les bactéries et le bouillon B.S pour les levures.

Des dilutions en série sont préparées dans une microplaque à fond en U (plaque à

microtitration) de 96 puits dans la gamme de concentration choisie (75 000 µg/mL à 0.143

µg/mL) (Tableau 2).
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Tout d’abord, nous mettons 100 µL de bouillon B.M.H (ou B.S) dans les puits. Ensuite, nous

déposons 100 μL de chaque extrait d’A. campestris dans le puits 2, ensuite le puits 3 et puis

effectuons les dilutions successives (100 μL de puits 3 dans puits 4 et ainsi de suite). De plus,

on met 100 μL de la suspension bactérienne (ou fongique) dans les puits 1 puis 3 à 22 pour

obtenir un volume final de 200 μL avec une concentration finale de microorganismes de 5 ×

105 UFC/mL. Il faut impérativement désinfecter la micropipette à l’alcool pour éviter les

problèmes de contaminations et il est important d’homogénéiser le tube contenant la souche

en le passant au vortex avant de l’ajouter dans les puits (Abedini, 2013). Les microplaques

des bactéries et des C. albicans ont été incubées respectivement pendant 24 h à 37°C et

pendant 48 à 30°C. Après incubation la lecture est faite visuellement.

La CMI est définie comme la plus faible concentration inhibitrice de l’extrait par laquelle le

microorganisme ne démontre pas une croissance visible.

Pour déterminer la CMB, on prélève 10 μL des puits contenant la CMI et les concentrations

supérieures de la CMI, qu’on ensemence sur des milieux de culture solide (G.M.H ou G.S) et

on incube les boîtes à 37°C ± 1 pendant 24 h. Le lendemain, on peut déterminer grâce à cette

culture la CMB.

Tableau 2: Concentrations et masses des extraits dans les puits.

Numéro 1 2 3 4 5 6 ..
.

22

Concentration dans
les puits (µg/mL) TC TCE 75000 37500 18750 9375 .. 0.143

Masse de l’extrait sec
(µg)/ puits

/ / 7500 3750 1875 937.5 .. 0.0143

TC : Témoin de culture ; TCE : Témoin de la couleur des extraits.
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Conclusion et perspectives
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Dans cette étude, nous avons obtenu quatre extraits de la plante A. campestris avec différentes

méthodes et solvants. Ces extraits sont utilisés pour la quantification des teneurs en composés

phénoliques et l’évaluation des pouvoirs antioxydant et antimicrobien. Le rendement le plus

élevé était le rendement de l'extrait obtenu par la méthode ultrasons et le mélange des solvants.

L’étude phytochimique a prouvé une grande richesse de ces extraits en composés phénoliques

particulièrement avec l’extrait ultrasonique en utilisant le mélange des solvants. L’étude du

pouvoir antioxydant a montré une activité considérable dans tous les extraits. A propos du

pouvoir antimicrobien, les résultats ont montré que la plante a une activité faible et

intéressante avec les bactéries Gram négatif.

En perspective, nous suggestions pour une étude plus précise sur cette plante les points

suivants :

 Utiliser d'autres méthodes d'extraction et expérimenter avec un grand nombre de

solvants de polarité différente.

 Étudier l'effet toxique de cette plante et connaître les produits chimiques présents dans

les extraits et les purifier pour découvrir les substances actives.

 Étude des activités biologiques in vivo et in vitro, telles que l'activité anti-

inflammatoire, l'activité antidiabétique et l'activité antihypertensive.

 Tester les fractions actives contre Helicobacter pylori, qui joue un rôle majeur dans le

développement de l'ulcère gastroduodénal.
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الملخص

معروفة هي .و قاحلة شبه و القاحلة المناطق في خاصة العالم، جميع في .تتوزع الستيراسيا عائلة Artemisiaإلى campestris نبتة نتمي
هذه .في الدم ضغط ارتفاع و الدم في السكر ارتفاع الهضمية، الضطرابات لعلج الجزائر في النبتة هذه .تستعمل الطبية و العلجية بخصائصها
35كهزمع الصوتية الموجات طريق عن الستخلص و السترجاع طريق عن )الستخلص بطريقتين مستخلصات اربعة تحضير تم الدراسة
في ءً ثرا النتائج للميكروبات.أظهرت المضادة و للكسدة المضادة القدرة دراسة و الفيتوكيميائية بالدراسة أيضا القيام المذيبات.تم مزيج و الهكسان
38.79 ± بين الفينول محتوى إجمالي .ESيتراوح ECجم / ملجم 93.35 ± 10.69 أقصى بحد ، الفلفونويد سيما ول ، الفينولية المركبات
مستخلص DPPHأن CAT)و الختبارين خلل من الكسدة مضادات نشاط تقييم .ESأظهر EAGجم / 185.35مجم ± 9.20 2.48إلى
أقوى UMS35أنه مستخلص ESوأظهر EAGجم / 361.82مجم ± 0.40 الكسدة مضادات لمركبات تركيز أعلى على UMD35يحتوي
ضد للغاية فعال للميكروبات المضاد التأثير أن وجد . /مل مجم 1.90 ± 0.26 EC50 قيمة بأقل الحرة الجذور حبس في المستخلصات باقي من

الجرام. سالبة البكتيريا ضد 7.8ممونشاطية ± 0.2 الخميرة

الميكروبات. مضادات قوة ، الكسدة مضادات قوة ، Artemisia,الستخراج campestris:المفتاحية الكلمات

Résumé
Artemisia campestris est une plante de la famille des Astéracées, elle est distribuée partout dans le monde, en
particulier dans les régions arides et semi-arides. Elle est connue pour ses propriétés thérapeutiques et
médicinales. En Algérie, cette plante est utilisée pour traiter les troubles digestifs, l’hyperglycémie et
l'hypertension artérielle. Dans cette étude, quatre extraits ont été préparés par deux méthode d'extraction (sou
reflux et ultrason 35 Khz) avec l'hexane et un mélange de solvants. L’étude phytochimique et les pouvoirs
antioxydant et antimicrobien sont investigués. Les résultats ont montré une richesse en composés phénoliques
notamment les flavonoïdes avec un maximale93.35 ±10.69mg EC/g ES. La teneur en phénols totaux varie entre
38.79 ±2.48 à 185.35 ±9.20 mg EAG/g ES. L’évaluation de l’activité antioxydante par les deux tests (CAT et
DPPH) a montré que l'extrait UMD35 possède la concentration la plus élevée en composés antioxydants
(361.82±0.40 mg EAG/g ES) et l’extrait UMS35 a montré une capacité antiradicalaire plus élevée par rapport à
le reste des extraits avec la valeur la plus faible EC50 (1.90 ±0.26 mg/mL). L’effet antimicrobien révèle que
l’extrait ERE montre une activité antifongique contre Candida albicans (7.8 ±0.2 mm) et un pouvoirintéressant
des extraits UMS35 et UMD35 avec les bactéries Gram négatif.

Mots clés : Artemisia campestris, Extractions, Pouvoir antioxydant, Pouvoir antimicrobien.

Abstract
Artemisia campestris is a plant of the Asteraceae family, it is distributed all over the world, especially in arid and
semi-arid regions. It is known for its therapeutic and medicinal properties. In Algeria, this plant is used to treat
digestive disorders, hyperglycemia and high blood pressure. In this study, four extracts were prepared by two
extraction methods (under reflux and 35 Khz ultrasound) with hexane and a mixture of solvents. The
phytochemical study and the antioxidant and antimicrobial powers are investigated. The results showed a
richness in phenolic compounds, in particular flavonoids, with a maximum of 93.35 ±10.69mg EC/g ES. The
total phenol content varies between 38.79 ±2.48 to 185.35 ±9.20 mg EAG/g ES. The evaluation of the
antioxidant activity by the two tests (CAT and DPPH) showed that the UMD35 extract has the highest
concentration of antioxidant compounds (361.82 ± 0.40 mg EAG / g ES) and the UMS35 extract showed a
higher antiradical capacity compared to the rest of the extracts with the lowest EC50 value (1.90 ±0.26 mg/mL).
The antimicrobial effect reveals that the ERE extract shows an antifungal activity against Candida albicans (7.8
±0.2 mm) and an interesting power with Gram-negative bacteria.

Keywords : Artemisia campestris, Extractions, Antioxidant power, Antimicrobial power.
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