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Introduction

Depuis I’antiquité, les plantes médicinales sont utilisees par la majorité de

population dans le monde, et surtout dans les pays en voie de développement (Karmakar,
2011).Le monde des végétaux est plein de ressources inépuisables et de vertus ; d’ou I’homme
puise non seulement sa nourriture, mais des molécules bioactives utilisees a desfins
thérapeutiques ; soit pour diagnostiquer, prévenir ou pour soulager les divers maladies
(Karmakar, 2011).

Les plantes médicinales représentent une énorme source de métabolites. En particulier
les composés phénoliques tels que les flavonoides, acides phénoliques, tanins, etc..., qui
possedentdiverses activités biologiques a savoir antioxydante, anti-inflammatoire,
Antimicrobiens (Karmakar, 2011).

Pour cela, I’industrie pharmaceutique moderne s’appuie principalement sur la
recherche de nouvelles molécules issues de métabolites secondaires d’origine végétale ayant
de nouvelles propriétés biologiques et pharmacologiques (Hostettmann et al., 1982).

L’ Algérie est connue pour sa diversité florale : méditerranéenne, saharienne...etc.

Appartenant a différentes familles botaniques, elle est estimée a plus de 3000 espéces
(Ozenda, 1991). Parmi ces especes on peut citer Pulicaria odora L et Calendula arvensis L
de la famille des Asteraceae. C’est sur ces deux plantes qui sont porté notre présent travail.
Pulicaria odora L est une espece aux propriétés tres biologiques et médicinales importantes,
elle est caractérisée par une activité antibactérienne (Fadwa et al, 2005),
antifongique (Touati et al., 2014) et cicatrisante (Meddour et al .,2009). Dans certaines
régions de la Kabylie, les feuilles de Pulicaria odora L sont utilisées sous forme fraiche pour
soigner des affections cutanées (plaies, brilures, écorchures...) ou encore par Voie interne
pour soigner certaines pathologies digestives (ulcere gastrique, gastrite...).
Calendula arvensis L est une espece aux propriétés tres biologiques et médicinales aussi
importants, elle est caractérisée par une activité antibactérienne, antioxydante, anti-
inflammatoire, et antidiabétiqgue (Abudunia, 2018).Les feuilles de cette plante soulagent les
vomissements et les ulcéres internes, ils servent aussi a se débarrasser des verrues,
callosités... (Khalid et al., 2010).

L’objectif de notre travail vise a demontrer la richesse de nos plantes en polyphénols
a déterminer leurs propriétés biologiques. Pour cela notre étude englobe deux aspects :
<> Le premier aspect est d’ordre phytochimique basé principalement sur ’extraction et le

dosage des composés phénoliques. Il porte également sur 1’évaluation de I’activité

Antioxydant des polyphénols par le test antiradicalaire du radical libre DPPH.
1
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% Le second aspect est consacré a un test antimicrobien afin de déterminer I’efficacité
de ces polyphénols apres extraction contre différentes souches microbienne
(Bactéries et champignons) pouvant étre pathogenes pour I’homme.
Ce mémoire s’articule en trois parties :
% La premiéere partie est une étude bibliographique concernant la phytothérapie
et les plantes médicinales, la présentation de la famille des Asteraceae, la
phytothérapie et les plantes médicinales et présentation des plantes

Pulicaria odora L et Calendula arvensis L.

X/

% La deuxiéme partie est consacrée a 1’expérimentation, elle englobe le
matériel et méthodes utilisés au cours de ce travail ainsi que les résultats
obtenus et leurs discussions.

Enfin  une  conclusion  générale et quelques  perspective.
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Chapitre | Phytothérapie et plantes médicinales

I.1. Phytothérapie et plantes médicinales
1.1.1. Définition de la phytothérapie

Le terme "phytothérapie™ est constitué en étymologie de deux racines grecques :
phuton et therapeia qui signifient respectivement « plante » et « traitement ».La
phytothérapiese définit comme une discipline allopathique qui vise & prévenir et traiter
certains dysfonctionnements et/ou certaines pathologies au moyen de plantes, de parties de
plantes ou de préparations botaniques qu'elles soient alimentaires ou topiques (Wichtl et
Anton, 2003).Elle se caractérise par trois types de pratiques :

v Une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne, basée sur l'usage des plantes en fonction
des vertus découvertes empiriquement.

v Une pratique fondée sur des avancées et des preuves scientifiques, a la recherche de
principes actifs extraits des plantes.

v Une pratique de prophylaxie, déja utilisée dans les temps anciens. Nous sommes tous
phytothérapeutes sans le savoir : c'est particuliérement vrai en cuisine, avec de l'ail, du
thym, du gingembre ou tout simplement du thé vert... Une alimentation équilibrée avec
certains éléments actifs est une mesure préventive en phytothérapie (Clément, 2005).

v Il est important de ne pas confondre cette discipline avec la phytopharmacie qui désigne a
elle seule toutes les substances utilisées pour traiter les plantes, c'est-a-dire les pesticides,
les fongicides, les herbicides et méme les insecticides (Prescrire, 2007).

1.1.2. Les plantes médicinales

D’apres la Xéme édition de la pharmacopée frangaise, les plantes médicinales sont des
médicaments botaniques au sens de la Pharmacopée européenne, ayant au moins en partie une
valeur médicinale (Debuigne, 1974).Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs
propriétés spécifiques a la santé humaine, en effet, elles sont utilisées de différentes manieres,
en décoction, en imprégnation et en infusion. Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre
utilisées : racine ; feuille, fleur (Dutertre,2011).Elles jouent un r6le important dans le
développement de médicaments pour la recherche pharmacologique, non seulement lorsque
leurs composants sont utilisés directementcomme agents thérapeutiques, mais aussi comme
matiéres premieres pour la synthése de médicaments ou comme modeles (Iserin, 2001 ;
Ameenah, 2006).

1.1.3. Métabolites secondaires des plantes:

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en faibles quantités par les végétaux (Lutge et coll., 2002).Elles jouent un role
5



Chapitre | Phytothérapie et plantes médicinales

dans l'adaptation des plantes a leur environnement. Les métabolites secondaires peuvent étre
classés en trois groupes principaux : les composés phénoliques, les terpenes et les alcaloides.
Chacune de ces classes contient une tres grande variété de composés dont l'activité en
biologie humaine est tres variée (Krief, 2003).

1.1.3.1. Composés phénoliques

Les composeés phénoliques ou poly phénols sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes (Bahorun, 1997).1Is sont présents dans toutes les parties des plantes
supérieures (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines et bois) ; et sont impliqués
dans de nombreux processus physiologiques, Exemples comprennent la croissance cellulaire,
la rhizogenése, la germination des graines et la maturation des fruits (Boizot et Charpentier,
2006).Différentes parties de la plante contiennent differentes quantités de poly phénols, selon
I'espéce vegétale et les composés phénoliques considérés (Bamforth,2000). Les composés
phénoliques sont caractérises par la présence d'au moins un noyau benzénique auquel au
moins un groupement hydroxyle libre estdirectement attaché, ou a une autre fonction, telle
que : éther, ester, hétéroside, etc. (Bruneton, 1999).Les principales classes de constituants
phénoliques sont : les acides phénoliques (acidecaféique, acide hydrox cinnamique, acide
chlorogénique), les flavonoides qui représentent plus de la moitié des poly phénols, les tanins

et les coumarines (Tapiero et al., 2002).

» Les acides phénoliques
Le terme acide phénolique s'applique a tous les composés organiques ayant au
moins une fonction carboxyle et un groupement hydroxyle phénolique. En phytochimie,
ce nom est utilisé uniqguement pour les déerives des acides benzoique et cinnamique
(Belyagoubi et Benhammou, 2011).Les composés phénoliques ont une activité anti-
inflammatoire, antiseptique et analgésique (aspirine dérivée de l'acide salicylique) (Iserin,
2001).

» Les Flavonoides
Terme en latin ; flavus = jaune. Ayant une structure de faible poids moléculaire(Figure01).1ls

peuvent étre considérés parmi les agents responsables des couleurs des plantes a coté des
chlorophylles et des caroténoides (Wichtl et Anton, 2009).lIs contribuent particulierement au

maintien d'une bonne circulation et au contréle des processus de croissance.
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Certains flavonoides ont aussi des effets anti-inflammatoires, antioxydants, antiviraux,

antifongiques, spasmolytiques. (Grunwald et Janick, 2006; Iserin, 2001).

~

40

J

Figure 01:Structure moléculaire de base des flavonoides (benzo-a-pyrone) avec la

numérotation classique (Colline et Crouzet, 2011).

» Les tanins

Les tanins sont des substances d'origine biologique qu'on trouve dans presque toutes
les plantes et dans toutes les parties (écorce, racines, feuilles, etc.) (Michelin kan sole,
2009).Leurs poids moléculaire est de 500 a 4000 KD. lls sont généralement en association
avec des alcaloides, des polysaccharides et des protéines (Haung, 2009).Les deux principaux
types de tanins sont chimiquement trés différents ; les tanins hydrolysables et les tanins
condensés (Hygerman, 1988).

% Les tanins hydrolysables

Ils sont des polyesters d’un sucre (majoritairement le glucose) et d’un nombre variable
de molécules dacide phénolique qui sont considérées comme non- Flavonoides
(Ellagitannins, Gallotannins) (Figure 02) (Delluc, 2004). Comme leur nom l'indique, ces
tanins sont sujets a I'hydrolyse acido-basique et sont hydrolyses sous l'action des enzymes et

de I’eau chaude (Conrad et al., 1998), on distingue :

% Tanins galliques (Gallotannins) : qui produisent par I'hydrolyse des sucres et
de l'acide gallique.
» Tanins ellagiques (Ellagitannins) : qui sont décomposés par des enzymes ensucre

et en acide ellagiques (Paris et Hurabielle, 1981).
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Figure 02: Structure chimique d’un tannin hydrolysables (Gallotannins (1), Ellagitannins
(2)) (Khanbabaee et Ree, 2001).

¢ Les Tanins condensées

Les tanins condensés également appelés proanthocyanidines et sont synthétisés par
I'intermédiaire de la voie biosynthétique des flavonoides. Ces molécules jouent un réle
dans ladéfense contre les herbivores (Figure 03). (Bogs et al., 2005 ; Holderness et al.,
2008).Sont chimiquement définis comme étant des oligoméres ou des polymeéres d’unités
de flavonoides. Les plus importants sont les flavanediols 3,4 et le flavon-3-ol (catéchine)
qui est Iunité de base de Tanins condensées (Bruneton, 1999 ; Schofield et al., 2001).

Figure03 : Structure générale des proanthocyanidines (Khanbabaee et Ree, 2001).
» Les coumarines

La coumarine est un composé phénolique non volatil que l'on trouve largement dans
les plantes, en particulier dans les racines et I'écorce, et qui a une odeur agréable, certains sont
utilisés pour aromatiser les épices ou le tabac, et certains sont tres toxiques. Ce sont des
dérivés du phénylpropane dont le précurseur est l'acide hydroxy cinnamique (Dutta-roy,
1999).
1.1.3.2. Les saponosides

Les saponosides sont des métabolites secondaires hétérosides présents dans de
nombreuses plantes (Iserin, 2001 ; Colak et al., 2009). Ce sont des glycosides de haut poids
moléculaire qui regroupent un ensemble complexe et chimiquement diversifie de molécules

de triterpénoides ou de stéroides (Wallace, 2004).Les saponines existent sous deux formes,
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les stéroides et les terpénoides. La structure chimique des stéroides st similaire a celle de
nombreuses hormones humaines, tandis que les saponines terpénoides ont une activité
hormonale moindre, mais elles ont souvent des propriétés expectorantes et favorisant la
digestion, comme la glycyrrhizine dans la réglisse (Grunwald et Janick, 2006 ; Iserin,
2001).

1.1.3.3. Les alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, aux structures alcalines
et complexes (noyaux hétérocycliques), présentes dans plusieurs familles de plantes, la
plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool. Ils ont un goQt amer, et certains sont
toxiques (Wichtl et Anton, 2009).Certains alcaloides sont utilises comme défense contre les
infections microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupin) et comme médicaments
anticancéreux (Iserin, 2001).

1.1.3.4. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles, odorantes et
savoureuses, extraites de certaines plantes aromatiques, par distillation, enfleurage, pressage,
solvant ou autres méthodes (Belaiche, 1979 ; Valnet, 1984 ; Wichtel et Anton ,1999).Elles
se trouvent presque exclusivement dans les plantes, ou elles peuvent étre stockées dans tous
les organes (fleurs, feuilles, fruits, tiges, rimes et racines, graines, bois et écorce) (Teixeira et
al., 2013).Les huiles essentielles sont principalement constituées de deux groupes distincts de
composeés odorants, selon la voie métabolique utilisée, les terpénoides d'une part, et les
composeés aromatiques dérivés du phénylpropane, d’autre part (Bruneton, 1993).Les plantes
aromatiques utilisent les huiles essentielles pour se protéger des virus, certains pensent qu'il
s'agit d'une phytohormone, mais d'autres pensent que les huiles essentielles sont des
messagers entre parasites et microbes (Willem, 2009). Leurs applications sont dans les
inhalant, les lotions et les savons. lls peuvent également étre utilisés pour [lactivité
conservatrice et antimicrobienne. Les onguents, créemes et gels a base d'huiles essentielles
sont congus pour soulager les entorses, les douleurs et les irritations articulaires ou

musculaires et ils sont utilisés par voie topique (Mapola, 2003).
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I1.1.Etymologie et caractéristiques de la famille des Astéracées

Le nom Astéracées(Asteraceae) vient du mot grec Aster qui signifie étoile en relation
avec la forme de la fleur (Crete, 1965). Aussi connue sous le nom de Compositae, elle est la
plus grande famille de plantes a fleurs, qui est une famille internationale, principalement
distribué dans les régions tempérées, subtropical ou tropical, généralement en montagne
(Cronquist, 2001 et Singh, 2004).

Astéracées est une famille des dicotylédones comprennent plus de 1500 genres et plus
de 25000 espeéces décrites, y compris 750 endémiques, elle est I'une des plus importantes
familles d'angiospermes. Les plantes de cette famille sont presque toujours des herbes aux
racines succulentes : rhizomes, tubercules ou racines pivotantes (Harkati, 2011). Bien que
tous les types biologiques soient présents dans les composites : arbres, lianes, arbustes,
succulentes, épiphytes, plantes aquatiques, etc. La plupart des espéces sont principalement des
herbacées vivaces ou annuelles (Bremer et al., 1994).

I1.2.Répartition géographique de la famille des Astéracées

La famille des Astéracées est une famille cosmopolite, elle est répartie sur tous les
continents sauf 1’ Antarctique (Figure 04) (Azzouzi ,2016).La distribution géographique des
Astéracées montre une structuration coherente avec saphylogénie. Les premieres lignées
divergentes sont sud-américaines .De maniere concomitante a une modification
d’organisation chromosomique, des lignées ont colonisé I’Amérique du Nord, I’ Australie et la
Nouvelle-Zélande, 1’Asie, I’Afrique du Nord et la Meéditerranée, ainsi que 1’Afrique
subsaharienne (Chauvet, 2019).Dans la sous-famille des Carduoideae, une tribu, les
Cardueae, a colonisé I’Eurasie et I’Europe ; dans la sous-famille des Cichoirioideae deux
tribus (Gundelieae et Cichorieae) ont colonisé I’Afrique du Nord et la Méditerranée et une
autre tribu, les Liabeae, ont recolonisé 1’Afrique du Sud. De plus, au sein des Asteroideae,
I’essentiel du clade de « Heliantheae alliance », aurait recolonisé I’Amérique du Nord et le
Mexique. (Figure 05)(Chauvet, 2019).
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Figure 04: Répartition géographique mondiale des Astéracées (Belabbes, 2014).
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11.3. Caractéres écologiques de la famille des Astéracées

La famille des Astéracées est généralement présente dans les régions tropicales,
subtropicales et semi-arides, a la toundra alpine et arctique et aux régions tempérées. Comme
la montre (Figure 06). Les plantes de la famille des Astéracées .Sont adaptées a tous les
écosystemes. Elles sont retrouvées sur les pelouses rocailleuses, sur les vires rocheuses, et

dans les prairies de fauche (plus rarement). Pour I’altitude, elle préfere les massifs calcaires de

Haute altitude (Bermer, 1994).Elles peuvent se présenter comme un hote pour les
virusvégétaux (Bermer, 1994).
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Figure 06 : Caractéristiques du climat et du sol de famille des Astéracées (Tela
Botanica, 2020).

11.4. Description botanique de la famille des Astéracées

Les Astéracees ont la caractéristique commune d’avoir des fleurs réunies en capitules
c’est-a-dire. serrées les unes a coté des autres, sans pédoncules placés sur I’extrémité d’un
rameau ou d’une tige ou entourées d’une structure formee par des bractées florales. Cette
structure est en la forme de coupe ou de collerette est appelé un involucre (Barkely et al.,
2006).

Les fleurs de la famille des Astéracées sont particuliéres : les étamines sont soudées
entre elles par les antheres fendues vers l'intérieur. Sous le stigmate se trouve le "pinceau a

pollen”. C'est Adapté au schéma de pollinisation "piston". La croissance rapide des styles rend
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pollen brossé et collecté. Une fois la stigmatisation passée pour les anthéres, les stigmates se
déploient et exposent leurs faces collantes au pollen. Il est nécessaire Compte tenu de ce
temps, le nectar est sécrété (Barkely et al., 2006).

Les inflorescences sont généralement des fleurs tubulaires et/ou ligulées sessiles
compactes, dessous s'‘étend des bractées involucre les disposées en une a plusieurs rangées
(Figure 07). Bractée peut étre herbacée, sec ou épineux. Sur les contenants, les bractéoles, si
elles sont actuellement, il peut se présenter sous forme d'écailles, de poils ou d'écailles. Les

initiales sont généralement entourées a la base de 1 & 6 colonnes de bractées, qui forment
ensemble l'involucre (Barkely et al., 2006).

Fleurs
tubuleuses

Fleurs
ligulées

| eucanthemum viigare Garduus nutans pfatylepfs
Taraxacum oficina

Figure 07 : Types de fleurs des Astéracées (Boutaghane, 2013).
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Les fruits sont des akeénes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée Pappusqui

favorise la dispersion des graines par le vent (Figure08) (Usher, 1996).

Figure 08: Type de fruits de la Famille des Astéracées (Messai, 2011).
Les feuilles sont le plus souvent alternes. Elles peuvent aussi étre opposées ou réunies
en rosette principale (Paquerette) (Usher, 1996).
I1.5.position systématique de la famille des Astéracées
Tableau I : La classification classique (Mezache, 2010).
Regne: Plantae

Sous-régne: Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Embranchement: Phanerogamae (Phanérogames)

Sous-embranchement: Magnoliophytina (Angiospermes)

Classe: Magnoliopsida(Dicotyledones)

Sous-classe: Asteridae

Ordre: Asterales

Famille: Astéracées (Composées)

Les Astéracéees sont la plus importante famille de plantes a fleurs en Algérie. Cette
famille est la plus nombreuse de notre territoire, puisqu'elle contient 408 especes, réparties en

109 genres, répartis en deux sous-familles (Quézel et Santa, 1963).
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> Tubuliflores : Capitules comportant (ligules a 3 dents) comprend 6 groupes, plus de

sa répartition a 82 genres et 299 espéces.

> Liguliformes : Capitules ne comportant pas (ligules a 5 dents). Comporte 27 genres
et 109 especes.

I1. 6.Utilisations et intéréts économiques des Astéracées

Cette grande famille est économiquement importante et fournit des plantes comestibles : la laitue
est la plante la plus cultivée de cette famille, suivie par l'artichaut, le salsifis, I'endive, I'estragon et le
tournesol. De nombreuses autres espéeces ont des utilisations ornementales, telles que les marguerites, les
dahlias, les zinnias, les cosmos, les chrysanthémes et les asters. Plusieurs espéces sont utilisées en
pharmacie : Arnica (Arnica montana L), Camomille (Matricaria chamomilla L et Anthemis nobilis L), Patte
de chat (Antenaria djioca Gartn), Tussilage (Tussilago farfara L) (Gaussen et Leroy, 1982). Il existe
également certaines substances répulsives chez Anthemis, Chrysanthemum Matricaria, etc... (Pyréthrines,
qui ont servi de base a la synthese d’insecticides non toxiques pour les homéothermes), et de I’inuline
(polymeére de fructose), utilisés notamment pour l'industrie alimentaire et la medecine, extraits de

Cichorium intybus. D’Helianthus tuberosus (Suzanne, 2002).
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I11. 1. Présentation de la plante Calendula arvensis L

Calendula arvensis L est une plante de la famille Asteraceae et du genre qui signifie
en latin« Calendes » car chez les Romains le premier jour du mois fleurit sur tous les
calendriers. En Algérie, le genre Calendula est représenté par huit especes et prés de vingt-six
variétés et sous-especes (Quezel et Santa. 1963).

Les especes les plus connues sont mentionnés dans le tableau I (annexel).

La plante C.arvensis L (Figure 09) est une plante méditerranéenne, fleurit toute

I'année son nomvernaculaire arabe est Djemra et en Berbere, Azouiout (Petrovié, 2010).

Figure 09:la plante Calendula arvensis (souci des champs).

111.1.1. Description botanique

C. arvensis L ou souci des champs est une plante annuelle herbacée de 30 a 50 cm
d’hauteur, la tige dressée et ramifiée, les feuilles sont alternées, oblongues lachement dentées
ou entieres, les fleurs jaunes ou oranges vifs, simples ou pleines pouvant atteindre 5 a 6 cm de
diametre, les akenes extérieurs arques, épineux sur le dos les intérieurs roulés en anneau,
lisses ou épineux. Capitules assez grands, solitaires, terminant les rameaux (Petrovi¢, 2010).

I11.1.2. Classification

La position taxonomique de Calendula arvensis L est donnée dans le (tableau

02) selon Quezel et Santa. (1963).
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Tableau I1: Position taxonomique de C. arvensis L

Regne plantae
Embranchment Spermatophytes
Sous-embranchment Dicotyledones
Famille Asteraceaes

Genre Calendula

Espéces Calendula arvensis L

111.1.3. Distribution géographique

Calendula arvensis L se trouvent couramment partout dans le monde. Elle est
originaire de la région méditerranéenne (Belabbes, 2014). Il est trés populaire en Europe
centrale et méridionale, en Afrique du Nord et en Asie du Sud-ouest (Petrovi¢, 2010). La
Répartition de la C. Arvensis L dans le monde (figure 10).

Figurel0: Répartition de la C. Arvensis L dans le monde (Petrovi¢, 2010).

111.1.4. Ecologie et répartition

C'est une plante qui pousse dans les champs, les routes, les jardins abandonné le
calcaire facilite son développement. (Belabbes, 2018). Les caractéristiques du climat et du sol
de Calendula arvensis sont mentionnée dans la figurell.
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Figurell : Caractéristiques du climat et du sol de Calendula arvensis (Tela Botanica, 2020).
111.1.5.Composes secondaires isolés a partir de la plante

Depuis 1971, des études phytochimiques du genre Calendula ont été menees, avec
seulement deux espéces, Calendula officinalis L et Calendula arvensis L les travaux ont
conduit a l'identification des principaux meétabolites secondaires présents dans le genre qui
sont principalement des terpénoides, des saponines et tri terpénes suivi des sesquiterpénes et
caroténoides, en paralléle un bon nombre de flavonoides et d’acides phénoliques a été isolé
(Lehbili, 2018). Les résultats de screening phytochimique des fleurs de Calendula arvensis L
réalisé par Abudunia en(2018), ont montré la présence dominante des anthocyanes. D’autres
composés chimiques sont aussi présents avec des petites concentrations, comme les
substances polyphénoliques (flavonoides, tanins). Par contre une absence totale des

alcaloides, stéroides et terpene son été observé.

111.1.5.1. Les polyphénols
Les « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupent une vaste ensemble de
plus de 8000 molécules, lls sont largement distribués dans la regne végétale, divisées en une
dizaine de classes chimiques, qui ont un point commun a savoir la présence dans leur structure
au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de
fonctions hydroxyles (OH) (libres ou bien engagés dans une autre fonction éther, ester).Les
représentants les plus nombreux (plus de 5000 molécules isolées) et les plus connus sont les «

flavonoides », ils comprennent aussi les acides phénoliques, les stilbenes, les tanins
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polyphénols sont des métabolites secondaires des plantes ayant une activité antioxydante,
anti-inflammatoire et antimicrobienne...etc. ( Bouakaz, 2006 ; Kwon et al., 2007).
111.1.5.1.1.Les flavonoides

Les flavonoides caractérisés dans ce genre sont ensemble immédiatement flavonols et
leurs dérivés Glycosylés. Ils ont chaleur isolés majoritairement parmi Calendula officinalis
(Figure 12) (Yoshikawa et al., 2001 ; Ukiya et al., 2006). Les composés présentés ici bas
ont été obtenus par Calendula arvensis L et avec Calendula officinalis L (Asolkar et al.,
1992).

Figure 12 : Les flavonoides isolés de la plante Calendula arvensis
(Quercetine-3-Rutinoside) et de Calendula officinalis (Quercetine-3-O-glucoside) (Lehbili, 2018).

111.1.5.1.1.2.Les tanins
Dans les investigations phytochimiques immeédiatement chercheurs, les tanins

isoléspar Calendula officinalis sont catéchol et pyrogallol (Figure 13) (Kritli, 2011).

p

OH OH

O HO OH

Catechol Pyrogallol

\

Figure 13: Les tanins isolés de I’espéce Calendula officinalis (Kritli, 2011).
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111.1.5.1.1.3. Les acides phénoliques
Une caractérisation sur des plaques CCM ; obtenus a partir des différents extraits des

fleurs de Calendula officinalis a permis d’identifier quatre acides phénoliques : I’acide

Chlorogénique, I’acide caféique, I’acide coumarique et ’acide vanillique (Figurel4)

(Cetkovié et al., 2003).

Figure 14: Exemples des acides phénoliques identifiés dans 1’espeéce Calendula officinalis
(Cetkovié et al., 2003).

111.1.5.2. Les terpénoides

Ce sont une démesuré école sous composés naturels avoisinant si 15000 a molécules
différentes et sur allure volontiers lipophiles et quel possédent une hiérarchie molaire
construit d quelque monomere entre 5 carbones susnomme isoprene; ils ont chacun affaibli
chargement molaire, volatiles (Abbas et Miloudi, 2016). Ces molécules présentent en forme
des huiles essentielles, parfums et golt des plantes, pigments (carotene) ; des
Conservateurs...etc. Conformément la difféerence sous vers d communautés si soutien
isopréne, parmi les composés monoterpénes, sesquiterpenes, diterpenes, triterpenes... etc
(Hopkins, 2003).

111.1.5.2.1.Les huiles essentielles

Les capitules du souci contiennent I’huile essentielle (HE) La teneur en ligules est
inférieure a celle du capitule ; elle atteint son maximum en pleine floraison, avant de décroitre
significativement (0,13 % au lieu de 0,4 % a 0,97%). L’HE contient incontinent
dérivésmonoterpéniques et sesquiterpéniques oxygénés cadinol et dérivés (Muley et al.,
2009). Les HE immédiatement soucis corses ont avant-deux étudiés pendant 2010 durant

I'équipe pendant Paolini et al. (2010), révélant deux grandes classes de composés déterminés
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par la quantité des composés sesquiterpéniques (hydrocarbures et alcools) et les

Caractéristiques du sol. Avec Turquie pendant 2012, un groupe de recherche a étudié I'HE du
Calendula arvensis L et a découvert que la plupart des composeés étaient du sélénene (16,0%),
B-pinéne (12,3%), (2)-o -santalol (8,2%), & -amorphene (8,0%) et (Z) sesquilavandulol (4,8%)
(Figure 15).

Zingiberenol 2 t-Muurolol (E,Z)-Farnesol t-Cadinol
Figure 15 : Les composés majoritaires des HE de Calendula arvensis (Belabbes, 2014).
111.1.5.2.2.Les saponines

Une vingtaine par saponines de canicule isolee pendant Calendula officinalis et
Calendula arvensis L, toutes ces saponines sont des glycosides de 1’acide oléanolique avec
comme partie osidique : le glucose, le galactose et I’acide glucuronique. Seulement, quatre
saponines ont une génine différente. Deuxiéme enchainements sont retrouvés dans ces
saponosides, selon le premier sucre lié directement a la génine en C-3 soit un glucose ou un
acide glucuronique (Figurel6) (Lehbili, 2018).

o+
HO =
3 2
»
Ra Rz Ra
Calenduloside C— Arvensoside C Gic Gal H
Arxrvensoside A = Gal Gic
Agsrvensoside B (2] Gal H

Figure 16 : Structure chimique de quelques saponines isolées de Calendula arvensis (Lehbili,
2018).

111.1.5.2.3.Les sesquiterpénes

Quatre glycosides sesquiterpenes ont €té isolés a partir des parties aériennes de
Calendula arvensis L (Figurel7) (Pizza et al, 1988).qui sont I’arvoside B et ses dérivés, dont
la partie génine est un rare- alloaromadendro le avec le B-fucopyranosyle comme partie
osidique .Une étude récente a permis de mettre en évidence la présence de quinze

sesquiterpénes glycolysés (D’ambrosio et al., 2015). Parmi ces composés, deux ont été
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caracterisés dans le Calendula arvensis L (Pizza et al., 1988). 11 s'agit d’arvoside B et accord
dérivation (2 méthylbutyl). Une étude récente a révéle la présence de quinze sesquiterpénes
glycolytiques (D'ambrosio et al., 2015). (Pizza et al., 1988).

oR b

arvoside B R=H

OH
g 2.méthylbutylique R = j’}o

Figure 17 : Structure chimique de quelques sesquiterpénes identifiés dans Calendula

arvensis L (Yoshikawa et al., 2001).
111.1.5.2.4.Les triterpenes

Les études phytochimiques depuis fleurs avec Calendula officinalis L ont mis en
évidence la présence de triterpénes pentacycliques.
> Des dérives de y-taraxastane : le y-taraxasterol, faradiol, hiliantriol et hiliantriol
(Figure 18).
» Type Taraxastane: taraxasterol, arnidol, heliantriol B.
» Type lupane: lupeol, calenduladiol, heliantriol B2 (Silwowski et al., 1973 ;
Wilkomirski et al., 1979 ; Yoshikawa et al., 2001).

Figure 18: Structure chimique de I’hélianol, (un alcool triterpénique extrait par
leméthanol) de fleurs de Calendula. (Akihisa et al., 1996).
a) Les caroténoides

Une dissertation de HPLC a permis d’identifier seize caroténoides dans les
feuilles, pétales et pollens de Calendula officinalis et Calendula arvensis.

A les pétales et les pollens, les principaux caroténoides sont flavoxanthin et
auroxanthin tandis que la tige et les feuilles contenaient principalement de la lutéine et
B-caroténe (Figure 19) (Bako et al., 2002).
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Figure 19: Structure générale des caroténoides déterminés par HPLC (Bako et al., 2002).
111.1.1.5.3. Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des molécules qui appartiennent a la famille des flavonoides
Sont des pigments colorés responsables de la pigmentation des fleurs, des fruits et des grains
lequel donnent des couleurs tres variées : bleu, rouge, mauve, rose ou orange. (Samouelian et
al., 2009). Ces molécules présentent comme les flavonoides un squelette de base en Cis formé
de deux cycles A et B liés par un hétérocycle (cycle C), chargé positivement, cette charge est
due a leur structure de base commune : le cation flavylium ou 2 phenyl 1-benzopyrilium
(Cooke et al., 2005). Les anthocyanes sont solubles et s’accumulent dans les vacuoles des
Cellules de I’épiderme des feuilles et au niveau de la pellicule des fruits (Figure 20). Les trois
principaux anthocyanes sont :

» La pélargonidine : possédant un OH en 4’ et engendrant une couleur rouge-orange,
» La cyanidine : possédant deux OH en 3°, 4’ ou en 4°, 5’ct engendrant une couleur
rouge magenta
» Ladelphinidine : possédant trois OH en 3°, 4°, 5’et engendrant une couleur mauve.
(Dahmani, 2018)

OH

B

=
> SRS
OR ="~or

pH 7-5 blewus fonce oH pH 10 /

Flgure 20: Structure de base des anthocyanes (Cooke et al., 2005).

Le type exact d’anthocyane présent dans cette espéce n’est pas déterminé dans les
littératures.
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111.1.5.1.4 Les alcaloides
Les alcaloides sont des substances organiques azotés d’origine végétale et quel sont
dérivés des acides aminés ; a caractere alcalin, toxiques et parfois a faibles doses et qui ont
des effets thérapeutiques connues (Sebai et al., 2012).11 existe triple classes d’alcaloides :
(selon que : I’atome d’azote est intégré ou non dans I’hétérocycle, et selon le précurseur des
alcaloides).
> Les vrais alcaloides : sont bio synthétisés a partir des acides aminés et I’atome
d’azote est inclue dans 1’hétérocycle.
> Les Pseudo-alcaloides : représentent les mémes caractéristiques que les vrais
alcaloides, mais ne sont pas dérivés des acides aminés.
» Les Proto-alcaloides :I’atome d’azote n’est pas inclue dans I’hétérocycle et ils ne sont
pas synthétises a partir des acides aminés (Bruneton, 1999).
Des travaux effectués ou ce genre montrent 1’absence totale des alcaloides.
Des nombreuses études menées sur cette espece, ont démontre que les alcaloides sont

inexistants dans la plante Calendula arvensis L.
111.1.6. Domaines d’application et intérét en phytothérapie

Calendula arvensis L est considéré comme une plante médicinale, ses fleurs sont un
effet purifiant, antispasmodique et stimulant, sa tisane peut réduire les crampes d'estomac et
des intestins ; quant aux feuilles, leur séve soulage les vomissements et 1’ulcéres internes, ils
servent aussi a se débarrasser des verrues, callosités et cors, elles sont actuellement utilisées

en phytothérapie. Différentes préparations sont disponibles sur les marchés tels que des

onguents pour bébés, des huiles de massage, des créemes et des savons protecteurs (Khalid et
al., 2010).

I11.1.7. Les activités biologiques de I’espéce Calendula arvensis

Calendula arvensis L est une espece aux propriétés trés biologiques et médicinales.
Importants tels que caractérisent par une Activité antioxydante, antibactérienne, anti-
inflammatoire, antidiabétique (Abudunia, 2018).Aussi il existe d’autres activités de cette
espece qui sont : Anti tumoral (Jimenez-Medina, 2006), Immun-modulateur (Amirghofran,

2000), Anti-VIH (Kalvatchev, 1997).
I11. 2. Présentation de la plante Pulicaria odora L
Pulicaria odora L Appartient a la tribu Inuleae de la famille des Astéraceae, du genre Pulicaria qui

compte environ 100 espéces réparties en Europe, au nord d’Afrique, d’Asie et plus particulierement
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autour de la méditerranée (Matieu Tene, 2004).

En Algérie, le genre Pulicaria est représenté par 16 espéces dont quatre sont situées au
Sahara. Les espéces de Pulicaria ont été utilisées en médecine populaire comme insectifuges,
galactagogues, antiépileptiques, ainsi que pour le traitement du rhume, de la toux, des
coliques, de latranspiration excessive et du carminatif (Boumaraf et al., 2016).

111.2.1. Description botanique

Pulicaria odora L. est une plante vivace de 30 a 60 cm de haut, poilue ou tomenteuse.
Elle a une tige dressée, simple, ou ramifiée sur sa moitié supérieure. Tige souterraine élargi en
nodules recouverts de feuilles écailleuses, 1l a un gros capitule (15-25 mm) long manche,
solitaire au sommet des tiges , la floraison des plantes a lieu tous les mois de juin a aodt ;
pollinisé par les insectes (ou auto-élevé) ; dispersé par le vent (Rameau et al., 2008 ;
Roubaudi, 2011).

Figure 21 : plante Pulicaria odora L (photo personnel).

111.2.2. Classification

Tableau I11: Classification de Pulicaria odora L (Lavagne, 2006).

Régne Plantae
Division Spermatophyta
Sous-division Anglospermes
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Pulicaria
Espéces FPulicaria odora
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111.2.3. Distribution géographique de Pulicaria odora L

Pulicaria odora L est présent en Espagne, au Portugal, en Italie et en Afrique du Nord.
Plusieurs désignations sont faites a cette espéce, qui est reportées d'une région a l'autre ; Inula
odora, Herbe vergerette, Montana (Gonzalef-romero et al., 2000) et Amezough eggillef pour
la population locale.

111.2.4. Ecologie et répartition

Pulicaria odora L pousse dans les climats chauds proches de I'océan, elle a besoin de
plus ou moins de lumiére, pousse dans des sols plus ou moins secs, a texture proche de
l'argile, riche en nutriments, pauvre en matiere organique, intolérant a la salinité, pH proche

de l'alcalin(Lavagne, 2006).Les différentes caractéristiques sont indiquées dans la (figure21).

caracteéristiques climatiques
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Figure 22 : Caractéristiques du climat et du sol de pulicaria odora L (Lavagne, 2006).
111.2.5. Composes secondaires isolés a partir de la plante
De nombreuses recherches ont été menées sur les différentes especes du genre
Pulicaria pour évaluer surtout la composition de leurs huiles essentielles. Cependant, peu
d’études ont été menees sur Pulicaria odora L.
111.2.5.1.Flavonoides

Une étude réalisée par Williams et al.(2003), sur quatre especes du genre Pulicaria, a montré

que Pulicaria odora L est différente des autres especes grace a la production d’une série de
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comme flavonoides majeurs des feuilles.et d'un autre nouveau composé complétement
méthylé, Ether 3,5,6,7,4'-pentaméthylé.Aussi, parmi les espéces étudiées, seule Pulicaria
odora L. produit le 7- Glucoside, patulétine (quercétine 6-méthyl éther) et le 6-hydroxy-
kaempférol méthyl éther tandis que les dérivés de la quercetagetine et la quercétine 3-

glucuronide ont été détectées a I'état de traces. (Williams et al., 2003).

111.2.5.2. Huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles des racines de Pulicaria odora L par la méthode de
distillation a la vapeur a permet d’isoler le thymol et l'isobutyrate de thymol. Ces huiles
essentielles sont Riches en composés oxygénés, ce qui explique leur odeur aromatique
(Hanbali et al., 2005).tandis que les travaux Ezoubeiri et al. (2005), ont permet
I’identification de deux isoméres du thymol (figure23) chez Pulicaria par Chromatographie
sur colonne de gel de silice, il s’agit de 2-isopropyl-4-méthylphénol (CioH140) et de
isobutyric acide 2-isopropyl-4-méthyl-phénylester (Ci4H2002). Ce dernier est considéré

comme le composé principal des huiles essentielles de P.odora L.

(1 g p

1.

2l

g\
&

Figure 23: Structure des huiles essentielles de Pulicaria odora L : (A) : 2-

isopropyl-4-méthylphénol et (B) : isobutyric acide 2-isopropyl-4-méthyl-phénylester
(Ezoubeiri et al., 2005).
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111.2.6 propriétés et usage thérapeutique

Pulicaria odora L. est un médicament marocain plante largement utilisée en médecine
traditionnelle pour traiter les maux de dos, troubles intestinaux et crampes menstruelles, La
plante est un constituant du remeéde traditionnel appelé « Mssakhen », qui est donné aux
femmes apres 1’accouchement. Les parties aériennes de la plante sont utilisées comme
antibactérien ou anti diarrhéique (Awen et al., 2010). et ses racines sont utilisees pour ses
effets anti-inflammatoires (Bellakhdar, 1997).Pulicaria odora L est aussi utilise comme une
épice appréciée pour sa saveur, qui est utilisée pour parfumer le pain et la viande (Ezoubeiri
et al., 2005).
111.2.7 Activités biologiques de I’espéce Pulicaria odora L

Pulicaria odora L est une espéce aux propriétés tres biologiques et médicinales. Importants tels que
caractérisent par une activité antibactérienne (Fadwa et al ., 2005) et antifongique (Touati et al.,2014) et
cicatrisante (Meddour et al .,2009).D apres 1’étude de (Hanbali et al., 2005, Ezoubeiri et al., 2005). Les

huiles essentielles de Pulicaria odora L se caractérisent par une activité antibactérienne et antifongique.
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Chapitre I : Matériels et Méthodes

Cette étude a éte effectuée au sein du laboratoire de la microbiologie, et de biochimie,
faculté des sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la terre a I’Université Akli

Mohand Oulhadj bouira, pendant la période allant du mois de mars au mois juin 2022.

Les objectifs de ce travail sont:
> Préparation de I’extrait a partir des plantes de Pulicaria odora L et Calendula
arvensis L par la méthode macération.
» Dosage des polyphénols totaux, des flavonoides dans les extraits éthanolique
des deux plantes
» Evaluation de I’activité anti radicalaire par le test de DPPH.
> Teste I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion des puits sur milieu

solide (Miller Hinton) et antifongique sur milieu solide (PDA).

e

S

Matériels et réactifs utilisés

Le matériel et les différents réactifs utilisés pour 1’extraction et les différents tests sont

reportés dans les annexes (Annexe I1).

I. Méthodologie du travail
I.1.échantillonnage

Le matériel végétal est constitué des feuilles de deux plantes de la famille des
Asteraceae. Pulicaria odora L récolté dans la région Draa ElI Mizane, de la wilaya de Tizi
ouzou (figure 24) et Calendula arvensis L récolté dans la région Dar EIl Biaa et Farachati, de
la wilaya de bouira (figure25), 1’échantillonnage a été effectu¢ le mois de mars de I’année
2022.
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Figure24: Aspect des feuilles (A) et fleurs (B) de Pulicaria odora L.
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Figure 25:Aspect des feuilles (A) et fleurs (B) de calendula arvensis L.
1.2. Préparation de I'échantillon végétale
l.2.a- Le séchage

Le séchage des feuilles des deux plantes a été effectué dans I’étuve a température
ambiante 37 C° pendant 48 heures (figure 26).

Figure 26:photographie des plantes (Pulicaria odora L et Calendula arvensis L) dans

I’étuve.

1.2.b. Le broyage

Apreés séchage, les feuilles des deux plantes sont broyées grace a un broyeur électrique

pour obtenir une poudre fine.
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|.2.c. La conservation

La poudre de la plante a été conservée dans des flacons en verre recouverts
d’aluminium, a température ambiante et a ’abri de la lumiére et de I’humidité. L aspect final

de la plante C.arvensis L et P.odora (figure 27

y

Figure 27:L’aspect final de la plante Calendula arvensis L (photo personnel).

Figure28 :L’aspect final de la plante de Pulicaria odora L (photo personnel).

1.3. Extraction des polyphénols

Une quantité de 30g de la poudre végétal (Pulicaria odora L) est macérée dans 340ml
d’éthanol et une quantité de 30g de la poudre (Calendula arvensis L) est macerée dans 250mi
d“éthanol pendant 72 heures sous agitation magnétique (figure 29).
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Figure 29 : la macération des plantes sous I’agitation magnétique (photo personnel).

Ensuite les extraits ont été filtrés (figure 30), et concentrés par évaporation sous
pression réduite a 40°C a I’aide d’un évaporateur rotatif Bushi (figure 31) qui permet

d’éliminé le solvant sous vide.

Figure 30 : Filtration des extraits. (Photo personnel).
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Matériels et Méthodes

Le protocole utilisé pour I’évaporation des filtrats est celui décrit par (Michiels et

al.2012) :

v" Placer le filtrat dans le ballon d’évaporation ;

v Procéder a I’évaporation jusqu'a disparition compléte du solvant (T° =45 °C) ;

v Retirer le ballon du rotavapeur et attendre qu’il soit froid ;

v Peser le ballon afin de calculer le rendement d’extraction ;

_—

Figure 32 : L extrait de deux plantes aprés I" évaporation (photo personnel).
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% Mode opératoire

Matiere seche des deux plantes

= Br
Broyat 0yage i
= Extraction Ethanoliqu
solide liquide pendant 72h
= Filtration
Filtrat Sédiment
= Extraction
d’extrait
éthanolique
pendant 24h
= Filtration
Filtrat combines " =
Filtrat Sédiment
Extrait polyphénolique brut = Filtration sur papier filtre

= Evaporation sous vide a 40

Figure33: Protocole d’extraction des polyphénols (Owen et John, 1999).

% Calcul du rendement de I’extraction
Le rendement d’extraction est défini comme étant le rapport entre le poids de
I’extrait Sec obtenu aprés évaporation du solvant et le poids de la poudre végétale traitée. Le
rendement d’extraction exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante (Bssaibis
et al., 2009) :
Ou:

R : rendement de I’extraction en %.

R (%) = [(P1-P0) /P]. 100

P1 : poids du ballon avec extrait en gramme apres évaporation du méthanol.
PO : poids du ballon vide en gramme.

P : poids de I’échantillon initial (poudre végétale) en gramme.
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I.4.Analyses quantitatives par dosage spectrophotométrique
I.4.a Dosage des polyphénols totaux

% Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-
Ciocalteu selon la méthode décrite par (Wong et al, 2006). Ce réactif de couleur jaune est
constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMO12040). Lors de I'oxydation phénols sont oxydés, le réactif
Folin- Ciocalteu est réduit en un complexe ayant une couleur bleue constitué d’oxyde de
tungstene (WsO23) et de molybdéne (M0gOz23). L’intensité de la couleur mesurée a 765 nm est
proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés (Boizot et charpentier, 2006), Le
protocol est résumé dans la (figure 34).

% Mode opératoire

Extrait éthanolique de Pulicaria odora L et Blanc
de Calendula arvensis L

i .1

|_J

|

|
Figure 34: Dosage des polyphénols totaux selon la méthode de Folin-Ciocalteu (Boizot et
charpentier, 2006).

pm—————

50 ul d’éthanol
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% Expression des résultats
La concentration des polyphénols totaux a été déterminée en fonction d’une
courbe d’étalonnage réalisee avec "l’acide gallique™ comme standard. Les résultats sont
exprimés en (mg EAG/ g MS) Les teneurs en polyphénols totaux (PPT) sont calculées selon
la formule suivante (Bentabetlasgaa, 2015).

PPT=axf/b

a : concentration en polyphénols en mg/ml déterminée a partir de la courbe d’étalonnage.
f : facteur de dillution.
b : concentration initial de 1’extrait (mg/ml).
1.4.b. Dosage des Flavonoide totaux
% Principe
Le dosage des flavonoides a été déterminé par la méthode du trichlorure d’aluminium
(AICIs) Kosalec et al., 2004 avec quelques modifications.

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Ils forment des complexes jaunatres par chélation des métaux qui sont le fer et
I’aluminium.

% Mode opératoire

Les extraits ont été préparées soit dans I’eau distillée ou 1’éthanol 96%,tout en
précisant la masse pesée , puis un volume de 0.5 ml de chaque préparation a été ajouté a un
0.5ml de la solution d’AICl3 a 2% (prépare dans I’éthanol ),Apres incubation pendant lh
I’absorbance a été lue 430 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible (Bahroun et

al.,1996). Le protocol est résumé dans la (figure 35).
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Extrait éthanolique de Pulicaria odora L et de Calendula

_ Blanc
arvensis L

=

N J
N J Y.
V 0.5 MI d’éthanol

0.5 Ml de I’éxtrait

+0,5 ml de solution AICI; a 2% ‘

Incubation pendant 1 h ‘

Lecture a 430 nm ‘

Figure 35: Dosage des flavonoides par la méthode de (Bahroun et al., 1996).
% Expression des résultats
Les concentrations des flavonoides contenus dans I’extrait de la plante ont été
calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme

standard, les résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine/g d’extrait.
1.5. Analyse statistique

L’analyse statistique a ¢été faite en utilisant le logiciel XLSTAT, les résultats sont
représentes sous la forme de moyenne * déviation standard (DS) et analysés par analyse de
variance a un facteur (ANOVA) suivi du test de Tukey pour les comparaisons multiples et la

détermination des seuils de signification (P<0.05).
1.6. Evaluation du potentiel anti radicalaire

L'évaluation de l'activité antioxydante par piégeage de différents radicaux peut étre
effectuée par plusieurs méthodes ; on peut citer :

e La méthode utilisant le radical libre DPPH. (2;2-diphenyl-1-picrylhdyrazyl).

I.6.a. Test au DPPH
s But
Détermination in vitro du pouvoir antioxydant des extraits (feuilles) de la plante
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P. odora L et C. arvensis L par la réduction du radical DPPH.

L'activité du balayage des radicaux libres a été mesurée en employant le radical libre
stable DPPH (C1sH12Ns5O6) qui est l'un des essais principaux employés pour explorer
I'utilisation des extraits d’herbes comme antioxydants (Markowicz Bastos et al., 2007).

% Principe
En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2.2’-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) de couleur violette se réduit en 2.2 diphényl 1 picryl hydrazine de couleur
jaune. (Maataoui et al., 2006).

Ce radical est un oxydant qui peut étre réduit par l'antioxydant (AH) selon la réaction

sulvante : DPPH + AH — DPPH'H + A. (Celiktas et al., 2007).
% Mode opératoire

Pour préparer le DPPH, on a mélange 1,96 mg de DPPH dans 50 ml de I"éthanol, apres
une agitation pendants 1h, Une solution de 4mg/4ml de chaque extrait éthanolique a éte
prépares a partir de laquelle des dilutions dans I"éthanol (1/2,1/3,1/4,1/5,1/6) ont été réalisees.

L effet de chaque extrait sur le DPHH est mesure par la procédure décrite par
(chaouche et al ., 2013). Un volume de 50ul de différentes concentrations a chaque extrait est
ajouté a 950 pl de la solution éthanolique du DPPH les tubes sont incubes a une température
ambiante et I'arbi de la lumiére pendant 30 min. L absorbance est effectuée a 517 nm a l"aide
d"un spectrométre (Sanchez Moreno et al., 1998).

» L antioxydant de référence ou le contréle positif (acide ascorbique) a été aussi préparé
selon la méme methode.
% L’expression des résultats
L’activité antiradicalaire est estimée par 1’équation décrite par (Talbi et

al., 2015) :
% = [(A contrdle — A extrait) /A contréle] x 100

Abs controle : absorbance de la solution DPPH en absence d’un antioxydant.

Abs extrait : absorbance de la solution de DPPH en présence d’un antioxydant.

1.7. Activité antibactérienne des extraits polyphénoliques de Pulicaria odora L et

Calendula arvensis L.

Nous avons testé I’activité des polyphénols de la plante a différentes concentrations

vis-a-vis de quelques souches bactériennes par la méthode des puits.
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1.7.a. Les souches bactériennes utilisées
Tableau 1V : Les souches bactériennes utilisées

Type de Gram Les souches bactériennes
Bacillus cereus ATCC6633

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Les bactéries Gram positif i rosee e el
Klebsiella pneumoniase

Les bactéries Gram négatif Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

L.7.b. Préparation de ’extrait éthanolique

Les extraits secs de Pulicaria odora L et de Calendula arvensis L ont été solubilisés
dans I’éthanol pour avoir des solutions méres de 1mg/ml a partir de laquelle des dilutions ont

ensuite effectuées.
1.7.c. Préparation de milieu de culture

Deux milieux de culture utilisé pour I’étude de I’activité antibactérienne est le Gélose
Miller hinton et la gélose nutritive solide acidifié (38g Mueller Hinton + 3g d agar dans 1000
ml d’eau distillé) (14g gélose nutritive dans 500mL d’eau distillée).Une fois préparé, le milieu
de culture a été stérilisé par autoclavage pendant 1h et 30 min a 121 C°. Avant utilisation, le
milieu est liquéfié puis coulé (Environ 20 ml du milieu préparé dans chaque boite de Pétri).

La composition de ce milieu est Mentionnée dans (Annexe 3).
1.7.d. Revivification des souches

Les souches bactériennes a tester sont repiquées par la méthode des stries sur la gélose
nutritive, (figure 36).puis incubées a 37C° pendant 24 heures afin d’obtenir des cultures

jeunes.

Figure 36 : Revivification des souches bactériennes. (Photo personnel).
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I.7.e. Préparation de I’inoculum bactérien

La suspension bactérienne a été préparée a partir des cultures bactériennes revivifiees.
A l’aide d’une anse de platine, quelques colonies ont été prélevées puis introduites dans des
tubes a essai contenant 9 ml d’eau physiologique stérile , Aprés une homogénéisation des
tubes pendant quelques secondes, une lecture de densité optique de chacune des suspensions
préparées a eté effectuée a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible a une longueur d’onde
de 625 nm.La densité optique doit étre comprise entre 0.08 et 0.13, ce qui correspond a une
concentration de 102 UFC/ml. L’inoculum préparé est dilué au 1/100em dans I’eau
physiologique pour avoir une concentration finale de 10 UFC/ml, comme indiquée par le
(Casfm, 2001).

L.7.f. Etude de I’effet antibactérien de I’extrait polyphénolique de Pulicaria odora L et

Calendula arvensis L par la méthode de diffusion par puits sur gélose.

La méthode de diffusion des puits a ete décrite pour la premiére fois par Nathan et al.
(1978). C’est un modele couramment utilisé pour tester l'activité antimicrobienne (Holder et

Boyce 1994) .La méthode de diffusion en gélose est souvent utilisée pour mettre en évidence

L’antagonisme entre les micro-organismes. Dans cette procedure bien connue, le test est
effectué en ensemencement de la souche d'intérét sur le milieu (Muller Hinton) par des stries
serrées en surface (Balouiri et al ., 2016). Sur les boites de Pétri inoculées par les germes
cibles préparé es préalablement, 7 puits sont réalises en utilisant un embout stérile. Dans
chaque puits on met 50 ul d’extrait éthanolique a différentes concentrations. Un témoin
contenant 50 pl d’éthanol et ’autre contenant 50 pl acide gallique ont été utilisés dans chaque
boite comme des témoins .Les boites ont été placés au réfrigérateur de 4C° pendant une nuit.
Puis incubé dans I’étuve a 37C° pendant 24h.L’activité antibactérienne est déterminée en
termes de diameétre de la zone d’inhibition produite autour des puits apreés 24h d’incubation
(Bouhdid et al., 2006) (figure 33).

% Lecture de résultat

Apres I’incubation, on mesure de diametre de la zone d’inhibition autour de
chaque puis. Plus le diamétre de la zone est grand plus la souche est sensible. L’échelle de
I’estimation de I’activité antibactérienne est donnée par (Touati et al., 2018).

=  Résistante : D<8 mm

= |ntermédiaire : 15 mm>D>8 mm

e Sensible : D>15 mm
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Figure 37: protocole expérimentale d’activité¢ antibactérienne (la méthode de diffusion par
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Puits) (photo personnel).
1.8. Activité antifongique des extraits polyphénoliques de Pulicaria odora L et Calendula arvensis
L.

I.8.a. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture utilisé pour I’étude de I’activité antifongique est le PDA (Potato
dextrose Agar ou pomme de terre glucosée et gélosée) acidifié (21g PDA dans 500 ml). Une
fois préparé, le milieu de culture a été stérilisé par autoclavage. Avant utilisation, le milieu est
liquéfié puis coulé (Environ 20 ml du milieu préparé dans chaque boite de Pétri). La

composition de ce milieu est Mentionnée dans (Annexe 3).
1.8.b. Repiquage des souches

Le PDA est le milieu de culture utilisé pour I’entretien des souches fongique. Des
espéces moisissure ont été récupérer dans le tube incline contenant dans le milieu (PDA)
conservées a 4°C. Le repiquage des souches se fait par prélevement d’un fragment de colonie
pour les trois espéces des champignons phytopathogénes (Aspergillus Flavus, Aspergillus
niger 1, fusarium verticilium). A l’aide d’une anse de platine stérilisée. Ce fragment est
déposé au centre d’une boite Pétri contenant le milieu PDA comme (figure35).

Le repiquage se fait aseptiqguement devant le du bec Bunsen .L’observation des

champignons filamenteux se fait Apres 7 jours d’incubation & 28°C.

Figure 38 : Repiquage des souches fongiques (photo personnel).
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I .8. c. Etude de Peffet antifongique de I’extrait par la méthode de contact direct sur
milieu gélosé.

Cette technique décrite par Grover et al. (1962) et Khallili (2001) consiste a mélanger
1 ml d’une solution alcoolique a base d’extrait phénolique de Pulicaria odora L et Calendula
arvensis L, a déférent concentrations de 15mg/ml, 30mg/ml, 60mg/ml avec 15 ml du milieu
PDA en surfusion, dans un tube a essai stérile. Aprés agitation, le contenu a été versé dans
une boite de Pétri. Une boite contenant le milieu PDA et 1 ml d’éthanol 95° a été utilisé
comme témoin négatif. Un fragment de champignon a été implanté au centre de chaque boite
(traitées et témoin), ces derniéres sont ensuite incubées a 28 c° pendant 7 a 8 jours.

Le suivie de la croissance fongique a été effectuée tous les deux jours jusqu’a la fin de
la durée appropriée d’incubation ou I’on procede a la mesure des diametres de mycélium pour

dégager le pourcentage d’inhibition ou taux d’inhibition, calculé comme suit :

% d’inhibition du mycélium = ((Mlc - MI t) / Mlc)

Avec ;
MIc = diametre de Mycélium dans la boite témoin (control)
MIt = diametre de Mycélium dans les boites contenant les principes actifs
(Champignons traités).
L’extrait est qualifié de :
% trés actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 75 et 100 %, la souche
fongique est dite trés sensible ;
¢ actif lorsqu’il possede une inhibition comprise entre 50 et 75 %, la souche
fongique est dite sensible ;
¢+ moyennement actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 25 et 50%,
la souche est dite limite ;
%+ peu ou pas actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 0 et 25%, la
souche est dite peu sensible ou résistante.
A T’issue de ces données, tout extrait ayant présenté un pourcentage d’inhibition
supérieur a 50% sur une souche fongique est sélectionné pour la détermination de la

concentration minimale inhibitrice (CMI) (Alcamo, 1984;Rotimi et al., 1988).
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I11.1.Le rendement d’extraction des polyphénols

L’aspect, la couleur et le rendement d’extraction des extraits éthanolique obtenus par
macération de la poudre des feuilles de Pulicaria odora L et Calendula arvensis L sont
mentionnées dans le tableau V ci dessus.
Tableau V : Aspect, couleur et rendement d’extraction des feuilles de Pulicaria odora L et de
Calendula arvensis L.

Rendement en% Aspect Couleur
Feuilles de 4,96% Non collante Vert
Pulicari
aodoralL
Feuilles de 12,9% Non collante Vert foncé
Calendula
arvensisL

D’apres Ces résultats, on note que la valeur de rendement obtenue durant notre
travail de Pulicaria odora L (4,96%) est inferieur de Calendula arvensis L (12,93%).Cette
différence dans le rendement peut étre probablement liée aux conditions opératoires, la région
et la periode de récolte.

Le rendement de Pulicaria odora L est inférieur a celle rapporté par Gaci et Lahiani.
(2017) qui est de I’ordre de (22,02%) par macération aqueuses. Cette différence dans le
rendement peut étre probablement liée Conditions opératoires, la région et la période de
récolte.

Le rendement de Calendula arvensis L est inférieure a celle rapporte par (Abudunia,
2018). Qui est de l'ordre de (20,5%) Cette différence dans le rendement peut étre
probablement liée a une nature de solvant d’extraction utilisée et leur polarité. Dailleur cet
auteur a utilisé le méthanol comme solvant d extraction.

En effets, Selon Spigno et al. (2007), ’extraction dépend de plusicurs parametres y
compris le volume et la nature des Solvant utilisé, la température et le temps d’extraction.

Plusieurs études ont souligné que les matieres grasses et les phospholipides empéchent
la pénétration du solvant dans la matiere solide et I’extraction compléte des substances
végétales, ce qui se refléte négativement sur le taux d’extraction (Matkowski et Piotrowska,
2006).Les solvants alcooliques sont capables d’augmenter la perméabilité des parois
cellulaires en facilitant I’extraction d’un plus grand nombre de molécules polaires, de

moyenne et de faible polarité (Seidel, 2005).
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11.2. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux
11.2.a .Dosage des polyphénols totaux

La méthode suivie pour doser les polyphénols totaux des extraits des feuilles de
Pulicaria odora L et de Calendula arvensis L est la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. C’est 'une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en
polyphénols, des plantes médicinales et les nourritures (Abdel-Hameed, 2009).L’acide
gallique est le standard le plus souvent employé dans la méthode de Folin-Ciocalteu
(Maisuthisakuletal., 2008).

Une courbe d’étalonnage a été alors effectuée avec 1’acide gallique (Figure 39), une
mesure de la densité optique (DO) de Iextrait a été réalisée a 765 nm. La quantité des
polyphénols totaux est déterminée par 1’équation de régression : Y = ax + b exprimés en

milligramme d’équivalent d’acide gallique pargramme de 1’extrait sec.

y = 3,3365x+0,0007 ¢
R? = 0,983
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Figure 39: Courbe d'étalonnage pour le dosage des polyphénols en équivalent de l'acide

gallique.
Les Teneurs de polyphénol de nos extraits (Tableau VI), sont exprimés en
milligramme Equivalent de I'acide gallique par gramme de matiére séche (mg EAG/g MS).

Les valeurs sont données sous la forme de moyenne de 3essais + Ecart type (ET).
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Tableau VI : Teneurs en polyphénols totaux de ’extrait éthanolique exprimées en
mgEAG/gMS (n=3).

Extrait Teneur en polyphénols (mg EAG/g MS)
Pulicaria odora L 72+0,0002
Calendula arvensisL 200+ 0,0005

A partir le tableau si dessus nous pouvant dire que:
La plante Calendula arvensis L donne une teneur en PPT de I’ordre de 200+ 0,0005mg

EAG/g MS qui représente la valeur la plus élevé comparé a la teneur en PPT donné par la
plante Pulicaria odora L qui est égale 724+0,0005 mgEAG/gMS. Mais ’analyse statistique
révele une différence significative entre les teneurs en polyphénols des feuilles de Pulicaria
odora L et calendula arvensis L (P<0,05), Donc le type du solvant utilisé pour 1’extraction
influence sur la teneur en polyphénols totaux des différents extraits

Nos valeurs sont inferieur a celles enregistrees par Touati et al. (2018) qui ont indiqué
pour les feuilles et les racines de la plante médicinale Pulicaria odora L une teneur de
90+0.63mgEAG/g pour l'extrait méthanolique.

Une autre étude réalisée par Gherib et al. (2016) qui ont pour leur part indiqué pour
une autre espece du genre Pulicaria une teneur de 329,9 £0,3mgEAG/g pour les extraits de
fleurs et 222,7+1,1mgEAG/g pour ceux des feuilles.

Nos valeurs sont supérieures a celles enregistrées par Abudunia. (2018) qui ont
indiqué pour la plante médicinale Calendula arvensis L 50.26+0.18mgEAG/g pour I'extrait
méthanolique et 47.89+2.34mgEAG/g pour 'extrait aqueux.

Une autre étude effectuée sur 51 especes vegétales, Tawaha et al. (2007) ont eu un
taux de phenol totaux de 12.3mgEAG/g pour I’extrait méthanolique.

De méme, Parejo et al. (2003) ont noté pour des extraits aqueux de neuf plantes
appartenant a la famille des Asteraceae des teneurs en polyphénols comprises entre71 et
211,5mgEAG/g concorde avec nos résultats.

D’autre part Wojdylo et al. (2007), ont signalée que la famille des Asteraceae présente
des teneurs élevées en composés phénoliques par rapport aux autres familles botaniques.

Plusieurs facteurs peuvent influencer les teneurs en composes phénoliques, des études
récentes ont montré que les facteurs extrinseques (facteurs géographique et climatiques)
(Generalic et al., 2012), facteurs génétiques, mais aussi le degré de maturation de la plante et
la période de stockage a une forte influence sur les composés phénoliques (Benhouda et
al.,2014).
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11.2.b. Dosage des Flavonoide totaux
La teneur en flavonoides(FT) a été estimée par la méthode colorimétrique de
trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996).La quantité des flavonoides est déterminée
par I’équation de régression :Y=ax (Figure40) exprimés en mg d’équivalent de quercitine par

gramme de I’extrait sec.
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Figure 40: Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides en équivalent de quercetine.
Les taux de flavonoides de nos extraits (Tableau VII), sont exprimés en milligramme

équivalent de la quercétine par gramme de matiere seche (MmgEQ/gMS).Les valeurs sont

données sous la forme de moyenne de 3 essais = ET. Tableau VII: Teneur en flavonoides de

I’extrait exprimé en mg Eq/g MS (n=3).

Extrait Teneur en flavonoides (mMgEQ/gMYS)
Pulicaria odora L 52+ 0,009
Calendula arvensis L 44+0,002

A partir le tableau si dessus nous pouvant dire que: La plante Pulicaria odora L donne
une teneur en FT de 'ordre de 52+ 0,009 mg Eq/gMS qui représente la valeur la plus élevé
comparé a la teneur en FT donné par la plante Calendula arvensis L qui est égale 44 + 0,002
mg Eqg/g MS. Mais, ’analyse statistique ne révele aucune différence significative entre les
teneurs en flavonoide des feuilles de Pulicaria odora L et Calendula arvensis L (P>0,05).

Nos valeurs sont supérieures a celles enregistrées par Touati et al., (2018) qui ont indiqué
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pour les feuilles et les racines de la plante médicinale Pulicaria odora L, une teneur de
11,34+3,15mgEc/g pour I'extrait au méthanol.

Une autre étude effectuée sur les feuilles de cing espéces de la famille des Asteraceae
par Conforti et al. (2009), ils Ont trouve des valeurs allant de 7,49 a32, 9mg Eq/g. en utilisant
un melange éthanol/eau a 70%comme solvant d’extraction.

De méme Liu et al. (2008), ont trouvée des valeurs inferieur au notre24.26;26.91 ;
28.35 mgEr/g dans trois especes de la famille des Asteraceae en utilisant I’éthanol a 60% pour
I’extraction.

Cependant, Bohm et Tod, (2001) Ont suggéré la richesse en flavonoides chez des
especes végétales appartenant a la famille des Asteraceae.

Selon Falleh et al., (2008), la teneur en flavonoides peut étre liée aux conditions
climatiques (temperature chaude, exposition solaire élevée, sécheresse et salinité) qui

stimulent la biosynthese des métabolites secondaires tels que les polyphénols.
11.3. Evaluation du potentiel antiradicalaire

L activité antioxydante des extraits de Pulicaria odora L Calendula arvensis L ainsi
que le témoin 1’acide ascorbique a été estimée par la méthode du radical libre DPPH. Elle est
largement utilisée pour estimer la capacité des substances a agir en tant que piégeurs des
radicaux libres ou donneurs d hydrogene et d'évaluer ainsi leur activité antioxydante
(Milardovic et al., 2006; Laib, 2011).
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Figure 41 : courbe du radicale libre DPPH des extraits (Pulicaria odora L Calendula

arvensis L) et acide ascorbique évalue a différentes concentrations.

D aprés les résultats illustrés dans la (figure 41) On observe que tous les extraits

présentent un effet contre la radicale DPPH, qui augmente en paralléle a I'augmentation de
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Leurs concentrations. En effet, I'acide ascorbique présente I'activité la plus élevée avec un
pourcentage d'inhibition de presque 100% suivie I extrait de Pulicaria odora L avec un
pourcentage d inhibition de presque 80% tandis que I'activité la plus faible a été marquée
au niveau d'extrait de Calendula arvensis L avec un pourcentage d inhibition de presque
60%.

ICso est un paramétre largement utilise pour mesurer I'activité antioxydante des
échantillons. Elle est définie comme la concentration nécessaire pour diminuer la
concentration initiale du DPPH de 50%. Plus la valeur ICso est faible, plus I'activité

antioxydante est élevée (Rivero-Cruz et al., 2020).

Tableau VIII: Les concentrations efficaces pour réduire50%de DPPH par I’acide
ascorbique et les extraits de Pulicaria odora L et Calendula arvensis L.

Extrait Pulicaria odora Calendula arvensis L Acide
L ascorbique
I1Cso 6 80 50
(Hg/mi) 5

L’IC 50 enregistré pour I’acide ascorbique est de I’ordre de 50 ug/ml, elle est inférieure

par rapport a I’IC 5o enregistré pour les extraits des Pulicaria odora L et Calendula arvensis
L, qui sont de I’ordre de 65 pg/ml et de 80 pg/ml pour les deux extraits, respectivement.
Nos valeurs sont inferieur a celles enregistrées par Cherifi et Hami. (2017). Qui ont indiqué
pour I’acide ascorbique une IC 59 de I’ordre de 96,74+0.07ug/ml et pour 1'extrait aqueux
Pulicaria odora L une IC 50 de 106,56 +£0.05 pg/ml. Cette différence dans I’ICso peut étre
probablement liée aux conditions opératoires, type de solvant.

Nos valeurs sont supérieures a celles enregistrées par Abudunia. (2018), qui ont
indiqué pour la plante médicinale Calendula arvensis L a une bonne activité de piégeage des
radicaux DPPH avec une valeur de 20.9 + 5.34 pg/ml .D’ailleurs cet auteur a utilisé le
méthanol comme solvant d'extraction. En 2012, I’équipe d’Ercetina et al. (2012) ont réalisé
des travaux sur les extraits des feuilles et fleurs de Calendula arvensis L et de Calendula
officinalis L, les résultats ont montré I'extrait de méthanol des fleurs de Calendula arvensis L
a la plus forte activité de piégeage des radicaux DPPH (52.25 + 1.34 pg/ml), inferieure a nos
résultats. L activité antioxydante des composés phénoliques est principalement due a leurs
propriétés redox, ce qui permet a ces composes d absorber et de neutraliser les radicaux libres
et de piéger les especes réactives d oxygene (Rejeb, 2008).
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Un extrait possédant un composé phénolique qui contient un grand nombre de groupes

Hydroxyle a une activité antioxydant élevé (Arabshabhi et al., 2007).
I1.4. Activité antibactérienne des extraits polyphénoliques de Pulicaria odora L et

Calendula arvensisL

L’activité antimicrobienne des extraits de Pulicaria odora L et de Calendula arvensis
L a été évaluée sur des souches bactériennes a Gram positif et & Gram négatif par la méthode
de diffusion en milieu gélosé Mueller Hinton. Les résultats obtenus sont résumés dans le
tableau IX.

Tableau IX: Diamétre des zones d’inhibition de différentes concentrations de 1’extrait

éthanolique de Pulicaria odora L sur les bactéries & Gram positif et négative.

Diametre de la zone d’inhibition (mm)/Profil des
sensibilités
Concentration 2 "
é de Pextrait (mg/ml) % w '% § § o g °
g %) L = o o O 8 =
N T o £ =% 2 o8&
x ) = > 2 |T 5 - ©
g = X 3 £EE |38 |87
2 - £ g3 [£° |G
n 73 o
1mg/ml 16: 14: 17: 0 0
Sensible moyenne Sensible
0.5mg/ml 14: 13: 0 0 0
r moyenne moyenne
S [ 0.25mg/mi 13: 0 0 0 0
3 moyenne
8
S 0.125mg/ml 11: 12: 0 0 0
5 moyenne moyenne
(Al
0.06mg/ml 10: 0 0 0 0
moyenne
24:trés 15: 0 0 0
Acide gallique sensible moyenne
Ethanol
0 0 0 0 0
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Tableau X:Diamétredes zones d’inhibition de différentes concentrations de 1’extrait

Ethanolique de Calendula arvensis L sur les bactéries & Gram positif et négative.

Diameétre de la zone d’inhibition (mm)/Profil de sensibilité
» | Concentration o
(5] ’ : > 0 2
2| delPextrait (mg ° 0 T 3
O a (&] C n O »n
- /ml) i S = = = o =
3 S5 o 8 e o) E .= S g
=2 < o =35/ 8% S8
— = o [<5) ) T S o 2
= g % E £2| 5% 28
= @ S 23 g 3| A< LT
n X g @ -
1mg/ml 20: 15: 0 |12 0
Sensible Moyenne moyenne
- 0.5mg/ml 18: 12: 0 0 0
2 Sensible moyenne
3 0.25mg/ml | 15 11: 0 0 0
& moyenne Moyenne
[45]
3
S 0.125mg/ml 13: 11: 0 |10: 0
g Moyenne Moyenne moyenne
0.06mg/ml 11: 0 0 |10: 0
Moyenne moyenne
25: 20: 0 | 1r: 0
Acide gallique trés Sensible moyenne
Sensible
Ethanol 0 0 0 0 0

L’activité antibactérienne de 1’extrait a ét¢ estimée en termes de diameétre de la zone
d’inhibition autour des puits contenant des extraits éthanolique de Pulicaria odora L et
Calendula arvensis L a différentes concentrations.

Dans notre étude, les souches bactériennes testées a Gram positif sont plus sensibles
que les souches a Gram négative.

L’¢étude de I’activité antibactérienne de I’extrait polyphénolique de la plante Pulicaria
odora L. a montré un effet sensible sur les deux souches de bactéries a Gram™ testées Bacillus
cereus et Staphylococcus aureus) avec des zones d’inhibition respectives de 16mm et 17mm
.Cependant, La plante Calendula arvensis L posséde un effet sensible sur Bacillus cereus avec
une zone d’inhibition de 20mm. Par contre les souches de bactéries a Gram negative
Klebsiella pneumoniase a un effet moyenne pour les deux plantes Pulicaria odora L et

Calendula arvensis L avec des zones d'inhibition respectivesl4mm, 15mm.
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Contrairement a I’extrait éthanolique de Pulicaria odora L les souches Pseudomonas
et Entérococcus faecalis ont pas présenté d’effet inhibiteur avec les différentes
concentrations. Cependant les souches Staphylococcus aureus et Entérococcus faecalis.

D'apres notre étude le témoin (acide gallique) a un effet sensible élevé par rapport des
extraits éthanolique de Pulicaria odora L et Calendula arvensis L.

Concernant notre plante Pulicaria odora L, a notre connaissance, il n’existe aucune
étude qui parle sur Pactivité antimicrobienne ses extraits polyphénoliques, tres peu de
données ont été retrouvées concernant sa composition chimique et ses activités biologiques le
peu de travaux disponibles sont été accentués sur I’effet des huiles essentielles.

Drailleurs, d’apres les travaux de Hanbali et al. (2005) et Ezoubeiri et al. (2005). les
huiles essentielles extraites des racines de cette plante se caractérisent par une activité
antibactérienne. Cependant, des travaux menés avec différentes especes du méme genre,
notamment des extraits de polyphénols méthanoiques de 1’espéce Pulicaria dysenterica sont
actifs sur des souches de B. subtilis et S. aureus confortant nos résultats (Bahman et al.,
2002). Alors que El-kamali et Mahjoub. Ont démontré une sensibilité des mémes souches
bactérienne qu’on a étudiées (Gram® et Gram’) aux extraits méthanolique et éthanolique de
I’espéce Pulicaria undulata. Cette difféerence de sensibilité des souches microbiennes aux
extraits biologiques peut étre expliquée par une adaptation évolutive liée étroitement aux
conditions biotiques (1’espéce elle-méme) et abiotique (milieu).

D’apres Colak et al. (2009), la sensibilité d’un microorganisme a un extrait dépend
des propriétés de type de polyphénols et du microorganisme lui-méme.

D’apres plusieurs études , la différence dans la sensibilité des souches de Gram® et de
Gram " aux extraits, peut étre due a la différence de la structure des deux type des bactéries en
effet, les bactéries Gram négatif sont généralement plus résistantes, 1’absence d’activité chez
ces bactéries est due a la présence d’une membrane externe qui possedent des
polysaccharides, protéines et des phospholipides dans leur paroi cellulaire servant comme
barriére aux agents bioactifs (Shtayeh et al.,1998;Colak et al.,2009)..

De plus, Trombetta et al., 2005, ont conclu que I’effet antimicrobien des composés
polyphénoliques est partiellement di a une perturbation des fractions lipidiques de la
membrane plasmique des bactéries. Alors que, ces composés phénoliques altérent la

perméabilité de la membrane et causant la perte de ses organites intracellulaires.

D’autres auteurs, Dhaouadi et al. (2010) suggerent que I’effet antimicrobien despolyphénols induit
I’inhibition de la croissance bactérienne suite a leur adsorption sur la membrane cellulaire et leur
interaction avec les enzymes et les effecteurs ou la privation en Substrat étions métalliques.
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Nos valeurs sont inférieures a celle enregistrées par Hanbali et al. (2005), qui ont
indiqué pour les huiles essentielles de Pulicaria odora L ont démontré qu’elle posséde une
tres bonne activité sur Bacillus cereus avec un diamétre de 30mm pour une concentration
de5g/ml.

L’étude réalisée par Hamid yousfi. (2015), sur I’extrait méthanolique de la plante
Pulicaria cripsa a montrer pour la souche Pseudomonas une zone d’inhibition de 17 mm. Ce
résultat ne concorde pas avec la notre. Et zone d’inhibition élevée contre Staphylococcus 29
mm cette valeur est supérieure a celle enregistré pour nos résultats.

L’étude réalisée par Shtayeh et al. (1998), ont démontré que ’activité obtenue sur
Klebsiella pneumoniase par I’extrait éthanolique de Inula viscosa, une espece qui appartient a
la famille des Asteraceae, a donné une zone d’inhibition de 9 mm pour une concentration de
200mg/ml d’extrait ces résultats et inferieur a nos resultats.

Ensuite 1’étude de Gherib et al. (2006), sur Pulicaria Mauritanica a démontré que
I’huile essentielle de cette derniére posseéde une activité sur Enterococcus faecalis avec un
diametre de22, 7+1,5mm, ne concorde pas a nos résultats.

L’étude réalisée par Abdumia. (2018) ont démontré que l’activité obtenue sur les
bactéries a Gram positive (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus SARM) par 1’extrais
méthanolique de Calendula arvensis L a des zones d’inhibition respectives del5Smm, 10mm et
les bactéries a Gram negative (Pseudomonas aeruginosa) a donné une zone d’inhibition de
15mm. Neconcorde pas avec nos résultats.

D autres etude réalisée par Karabegovi¢ et al. (2011), sur I’extrait méthanolique de la
plante Artemisia campestris (Asteraceae) a montrer pour la souche Bacillus subtilis une
zoned’inhibitionde20, 5+0,3mm. Ce résultat concorde avec la nétre.

I1.5.Activité antifongique des extraits polyphénoliques de Pulicaria odora L et Calendula

arvensis L

Les résultats d’antifongioGramme enregistrés par la méthode de contact direct sur
gélose PDA additionnée de déférentes concentrations de chaque extrait ont mentionnés dans

le (tableau XI) si dessus.
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Tableau XI : Pourcentage d inhibition de mycélium de moisissures apreés traitement

par les extraits éthanolique de Pulicaria odora L et Calendula arvensis L.

Souches des
moisissures

%d’inhibition de mycélium au 7em jour

Concentration
de Pextrait

Pulicaria odora L

Calendula arvensis L

(mg/ml)

0.375mg/ml / /
= 0.625mg/mi / /
=
S = 1mg/ml / /
<&

0.375mg/ml 1,6 : résistante 3,3 : résistante
% 0.625mg/ml 28,3:limité 16,6 : résistante
5o - -
S5 1mg/ml 48,3:limité 41,6:limité
o D
< 'c

0.375mg/ml 27,2:limité 9,1 : résistante

0.625mg/ml 30,9:limité 27,2:limité
ES
% E 1mg/ml 70,9 : sensible 45,4:limité
T

Aspect des champignons Fusarium verticilium, Aspergillus nigerl, Aspergillus flavus

en présence de témoin éthanol par la méthode de contact direct mentionné dans (Annexe 7).

D’apres ce tableau, on remarque que les pourcentages d’inhibitions de la croissance

des souches de moisissure testés augmentent en paralléle a I’augmentation de la concentration

des extraits des deux plantes (Pulicaria odora L et Calendula arvensis L) dans le milieu.

Cependant, la meilleure activité est observée avec Pulicaria odoraL aussi bien pour la souche

fusarium verticilium que pour la souche d’Aspergillus niger avec pourcentages d’inhibitions

respectifs de 70,9% et de 48, 3%. Tandis qu’Aspergillus flavus présente une insensibilité totale aux

deux substances naturelles étudiées. En effet, on observe chez cette souche d’Aspergillus flavus, que

la croissance mycélienne est plus importante dans les boites traitées que dans la boite témoin, ce qui

prouve que ces extraits ne présentent aucune activité antifongique, mais plutét certaines favorisent la

prolifération et I’envahissement de mycélium.

D’apres la classification de la sensibilité donnée par Alcamo. (1984) ; Et Rotimi et al.(1988).
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e Résistante: 0 <D <25

e Limite: 25<D <50

e Sensible: 50 <D <75

e Tréssensible : 75 <D <100

Aspergillus niger 1 a un effet limité pour ’extrait de Pulicaria odora L & Partir de la
concentration 0,625 mg/ml et a partir de la 1mg/ml pour Calendula arvensis L. tandis que
fusarium verticilium il présent un effet limité a partir de 0.375mg/ml pour Pulicaria odora L
et partir de 0,625 mg/ml pour Calendula arvensis L, tandis que a la concentration de 1 mg/ml
ce champignon est qualifier comme étant sensible.

Comparativement a d’autres travaux, on constate que notre résultat est en accord avec
celui enregistré par Foudah et al.(2015), lors d’une étude sur un autre genre de Pulicaria qui
est Pulicaria crispa il ont indiqué un effet inhibiteur sur Aspergillus niger (DE 18mm) en
utilisant un extrait méthanolique de cette plante.

D autre part, Karabegovi¢ et al. (2011), ont montré une forte activité antifongique
d’Artemisia campestris et (Asteraceae) vis-a-vis Aspergillus niger avec une zone d’inhibition
de 33,1+0,1mm.

D’apres les résultats d’Amine et al. (2017), L’extrait aqueux de Calendula officinalis
L (Asteraceae). N’a exprimé aucune activité antifongique vis-a-vis Fusarium oxysporum, ne
concorde pas a nos résultats

Cependant pour la souche d’Aspergillus flavus, et contrairement a notre résultat ou la
croissance mycélienne est plus importante dans les boites traitées que dans la boite témoin,
I"étude de Boussa, (2013), a permis de montrer que les composés phénoliques de Pulicaria
odora L, sont dotés d’une bonne activité antifongique vis-a-vis ce champignon avec une zone
d'inhibions 17 £ 0,57 mm.

Le mécanisme d'action des extraits des plantes a été évalué aussi par plusieurs études.
Certains chercheurs attribuent cette fonction aux composés phénoliques qui sont douées d’une
activité antifongique. Ces composeés peuvent altérer la structure de la membrane cellulaire, en

inhibant la croissance mycélienne (Ghani et al., 2008; Yan et al .,2008).
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Conclusion

La plupart des espéces vegétales qui poussent dans le monde entier sont riches en
molécules bioactives a intéréts bénéfiques sur la santé humaine. Parmi ces plantes, Pulicaria
odora L et Calendula arvensis L. qui sont deux plantes utilisées traditionnellement pour leurs
vertus thérapeutiques vis-a-vis de plusieurs maladies. A cet effet, notre étude a pour objectif
de déterminer la teneur en composés phénoliques, d’évaluer I’activité antimicrobienne
(antibactérienne et antifongique) ainsi que I"activité antioxydante des extraits éthanoliques des
parties aériennes de ces deux plantes.

La détermination de rendement d’extraction de a révélé que c’est Calendula arvensis
L. qui a donné la valeur la plus élevée (12,93 %) contre 4,96% trouvé chez Pulicaria odora L.
Apres dosage de ces composés par la méthode de Folin Ciacalteu, les teneurs en polyphénols
totaux obtenues ont été estimées a 72 et 200 mg EAG/g MS pour Pulicaria odora et pour
Calendula arvensis L. respectivement. Cependant, le dosage des flavonoides par la méthode
colorimétrique de trichlorured’aluminium (AICI 3) a montré des teneurs plus proches 52 et 44
mgEQ/g MS pour Pulicaria odora L et Calendula arvensis L. respectivement.

L’activité¢ antioxydante des extraits ethanoliques des deux plantes déterminés par la
méthode du DPPH a montré que I’effet de I’extrait de Pulicaria odora est le plus important
avec une IC so de 65ug/ml tandis que celui Calendula arvensis, il a donné une IC 5o de 80
pg/ml.

Au cours de cette étude nous avons réalisé egalement un test antimicrobien vis-a-
vis de quelques souches pathogenes (cing souches bactériennes et trois souches fongiques),
les résultats ont montré que les extraits éthanolique des feuilles de Pulicaria odora L et
Calendula arvensis L agissent differemment sur les souches bactériennes testées dont on peut
citer Bacillus cereus ATCC 6633 sur laquelle on a enregistré des zones d’inhibitions de
16mm et 20mm. Tandis que Klebsiella pneumoniase les zones d’inhibitions enregistrées ont
été de 14mm et de 15mm. Pour les extraits de P. odora et de C. arvensis respectivement.

Concernant I’activité antifongique, les résultats ont montré que la souche Fusarium
verticilium est sensible a I’extrait Pulicaria odora L et .Aspergillus niger 1 a un effet limité
pour les deux extraits. On peut conclure que les extraits de notre plante exercent de bon effet
biologiques et pourrons par conséquent étre utilisée dans le traitement des maladies.

En perspectives, il est intéressant de compléter cette étude par:

% L’identification des composés phénoliques extraits par des techniques plus précises
telles que ’'HPLC, GS/SM.

% L’étude de Iinfluence d’autres méthodes d’extraction (par exemple : sonication,
hydrodistillation) et type de Solvant sur le rendement d’extraction en composes
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Polyphénoliques des deux plantes.

% L’élargissement de I’étude de I’activité antimicrobienne des extraits polyphénoliques
sur d’autres especes bactériennes pathogénes pour la santé humaine.
% L’évaluation de la performance de préparations combinées des extraits des deux

plantes.
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Annexe 1 : Les espéces connues du genre Calendula (Abudunia, 2018).

Espéces Synonymes

C.subinermis
C. gracilis
C. ristalgalli

C. aegyptiaca C. malvaecarpa
C.echinata
C. platycarpa

C. malveacarpa

C. parvijlora
C. arvensis C.stellata
C.siculla
C. monardi C. undulata
C. officinalis
C. tomentoza C. incana
C.suffruticossa C. stellata
Annexe 2 : Matériels utilisés en laboratoire.
Appareils Verreries et matériels plastiques Solvants, reactifs et milieux
deculture
e Spectroph e Becher e Solvants et acides : Ethanol,
oto metre e Erlenmayer Chloroforme, acétate de
e Rota vapeur e Fioles sodium, K1, ammoniaque,
e Etuve e Tubes a essai lode, hydroxydede potassium,
e Autoclave e Ependorffs acide sulfurique, chlorure de
e Bec bunsen e Pilulier fer, carbonate de sodium,
e Réfrigérateur e Lames et lamelles trichlorure d’aluminium,
e Haute 5 EuvETE acide gallique, quercitine.
e Balance e Ecouvillon * Reactifs:
. Folin-
e Pince .
. Ciocalteu.
e Anse de platine - ]
Boites de pétri e Milieu de culture :
* DOIes felpe fl Gélose nutritive
* Papierfiltre Gélose Mueller
 Embouts Hinton.Pda
e Micropipette




(Sodium lIgor, 2002).

Annexe 3 : Composition des milieux de culture utilisés, préparation pour 1L d’eau distillée

Gélose nutritive Gélose Mueller Hinton Gélose PDA

- 1g d’extrait de viande. - 300 ml d’infusé de beeuf. -Filtrat de pomme de

- 29 d’extrait de levure. - 17.5g peptone de caseine.  terre250 g

- 5gde chlorure - 179 d’agar. -Glucose 20 g
desodium. - Eau distillé. (1L pour -Agar 20 g

- 20g d’agar. 38gdu mélange).

- Eau distillé. (1L pour -PH 7,4.
28gdu mélange).

- PH 7,4.

Annexe 4 : Préparation des solutions.
e Solution de chlorure d’aluminium (AICI3) a 2%
Dissoudre 2 g d’AICI13 dans100ml d’éthanol.
e Préparation de réactif Folin-Ciocalteu
10 ml de réactif Folin-Ciocalteu dans100ml d’eau distillé.
e Solution de carbonate de sodium
g de carbonate de sodium dans 100ml d’cau distillé.
e Solution de I’acide gallique
de I’acide gallique dans 50 ml d’éthanol.
e Dilution a partir de la solution mére
On applique la regle Avec : (C1V1= Co\Vo)
C> : la concentration de la solution diluée que i’on veut prébarer
V> : le volume connu de la solution diluée
Cy : concentration de la solution mére
V1 : le volume inconnu de la solution mere qu’il faut prélever
Annexe 5 : Mode opératoire de I’acide gallique.
e Solution mere contient 1mg d’acide gallique/ml d’éthanol.
e 1ml de chaque solution a été introduit dans des tubes contient 1ml d’éthanol.
e 0,5 ml acide gallique dilué avec un volume de 5,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu

(10 fois dilué dans I’eau).



e Apres 3min, 0,5 ml de carbonate de sodium Na.Cos ont été ajoutés.

e Les solutions sont maintenues & l'obscurité pendant 1h 30min & température
ambiante.

e La lecture de labsorbance de chaque solution a été effectuée a l'aide d'un
spectrophotometre a une longueur d'onde de 765 nm contre un blanc qui contient de
I’éthanol a la place d’acide gallique.

Annexe 6 : Mode opératoire de quercitine

e Solution mére contient mg quercitine/ml d’éthanol 1ml de chaque solution a été
introduit dans des tubes contient 1ml d’éthanol

e Un volume de 1ml de trichlorure d’aluminium a été additionné dans chaque tube
contient 0.5ml de chaque solution diluée.

e Les solutions sont maintenues a I'obscurité pendant 1h a température ambiante. @

e La lecture de l'absorbance de chaque solution a été effectuée a l'aide d'un
spectrophotometre a une longueur d'onde de 430 nm contre un blanc qui contient

de I’éthanol a la place de quercitine



Annex 07 : Aspect des champignons en présence de témoin éthanol par la méthode de contact

direct.
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Résume

Pulicaria odora L et Calendula arvensis L sont deux plantes largement utilisé en médecine traditionnelle
en Algérie. Ce qui nous a incités a la réalisation de ce présent travail qui porte sur I’étude de la teneur en
polyphénols totaux, la teneur en flavonoides, les activités antioxydante et antimicrobienne de leur extrait
éthanolique. Les rendements d’extractions des polyphénols des deux plantes Pulicaria odora L et Calendula
arvensis L. Sont respectivement de 4,96% et 12,93%. Le dosage des polyphénols a montré des teneurs respectives
de 72 + 0,0002mg EAG/g et 200+ 0,0005mg EAG/g. Le dosage des flavonoides a montré des teneurs respectives
de 52+ 0,009 mg Eq/g MS et 44 + 0,002 mg Eq /g MS. En outre I’activité antioxydante a révélé des IC50 de
I'ordre de 65pug/ml, 80 pg/ml, contre 50pg/ml pour I’acide ascorbique. L’activité antimicrobienne a été
déterminée sur cing souches ; Pseudomonas, klebsiella pneumoniase, Bacillus cereus, staphylococcus aureus,
Entérococcus faecalis et trois souches fongiques. Les résultats indiquent que les extraits des deux plantes
possedent une activité antibactérienne sur des bactéries Gram+ et bactéries Gram-, avec des diametres plus au
moins différents. Concernant les résultats de I’activité antifongique les extraits de deux plantes ont été
prometteurs.
Mots clés : Pulicaria odora L, Calendula arvensis L, polyphénols, flavonoides, extraction, activité antioxydante,
activité antimicrobienne.
Abstract

Pulicaria odora L and Calendula arvensis L are two plants widely used in traditional medicine in
Algeria. This prompted us to carry out this work, which deals with the study of the total polyphenols content, the
flavonoids content, the antioxidant and antimicrobial activities of the different extractions of two regions bouira
and Tizi ouzo. The extraction yields of polyphenols of the two plants Pulicaria odora L and Calendula arvensis
L. Are respectively 4.96% and 12.93%. Polyphenols were measured at 72 0.0002mg EAG/g and 200 0.0005mg
EAG/g respectively. Flavonoids were measured at 52 0.009 mg Eg/g MS and 44 0.002 mg Eq/g MS respectively.
In addition, the antioxidant activity was carried out using the DPPH method, characterized by IC 5o values of
65ug/ml, 80pg/ml, compared with 50 pg/ml for ascorbic acid. The antimicrobial activity was determined on five
pathogenic microbial strains namely two Gram negative bacterial strains Pseudomonas, klebsiella pneumoniase
and three Gram positive bacterial strains Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis and three
fungal strains Aspergillus Flavus, Aspergillus niger 1, Fusarium verticilium. The results indicate that the extracts
of both plants have antibacterial activity on Gram+ and Gram-bacteria, with at least different diameters.
Concerning the results of the antifungal activity, the extracts of two plants possess an antifungal activity.
Keywords: Pulicaria odora L, Calendula arvensis L, phytochemical, polyphenols,flavonoids, extraction,
antioxidant activity, antimicrobial activity.
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