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Introduction

Pendant longtemps, les remédes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal recours de la médecine de nos grands-parents, malgré I’important développement de
I’industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre de
maladies souvent mortelles. Environ 80% de la population mondiale profite des apports de
la médecine traditionnelle & base des plantes reconnaissant ainsi les savoirs empiriques de nos
ancétres (EL Rhaffari et Zaid, 2004).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques (Billing et Sherman, 1998). Depuis la découverte de la pénicilline par
Alexander Fleming en 1929, jusqu'a nos jours les antibiotiques sont utilisés massivement
contre les infections bactériennes. En raison de cette utilisation excessive, une résistance

bactérienne s’est développé contre la majorité des antibiotiques (Gopal Rao, 1999).

A cet effet, il est nécessaire d’orienter les recherches vers de nouvelles voies

thérapeutiques et surtout vers les végétaux qui ont toujours constitué une source d’inspiration
de nouveaux médicaments a partir de produits du métabolisme secondaire (Hammer et al.,
1999; Cassella et al., 2002).
Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. D'un point de vue
thérapeutique, ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve dans les
plantes médicinales (Macheix et al., 2005). Plusieurs études in vitro et in vivo ont été
focalisées sur 1’évaluation des propriétés antimicrobiennes des polyphénols. A I’heure
actuelle, cet effet est certain et démontré par de nombreuses recherches expérimentales
(Ulanowska et al., 2007).

Cependant, [’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydant et
antimicrobienne demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes
d’une utilisation rare ou moins fréquente ou non connue dans la médecine traditionnelle. Ces
plantes représentent une nouvelle source de composés actifs (Teixeira da Silva, 2004).

La camomille est I'une des plantes médicinales les plus documentées dans le monde entier.
Ses utilisations primaires sont en tant qu’un sédatif, un anxiolytique, antispasmodique,

antimicrobienne, et anti-inflammation (Gardiner, 1999).
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L’objectif de ce travail est de testé plusieurs extraits polyphénolique de deux especes de
camomille (Chamaemelum nobile L. et Chamomilla recutita L.) sur les agents microbiens
responsable de certaines maladies dans le but de valorisé I’espéce végétale dans des

préparations pharmaceutiques.

Notre manuscrit est scindé en trois chapitres:

Le premier est consacré a une étude bibliographique dans laquelle sont exposés les
géneralités sur les deux plantes étudiées et les principes actives.

Le deuxieme chapitre illustre respectivement les matériels et les méthodes adoptées pour la
réalisation de cette étude. Le dernier chapitre expose les résultats obtenus et des discussions

apportées. Et enfin, une conclusion résumant 1’essentiel du travail.
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Chapitre I Synthese bibliographique

1.1. Généralité sur la famille des Astéracées

Le mot « aster » du grec signifie «I’étoile» en référence a la forme des fleurs (Gaussen
et Leroy, 1982). La famille des Astéracées ou Composées est la famille la plus large des
plantes a fleurs, famille de plantes dicotylédones, elle comprend prés de 13 000 espéces
réparties en 1500 genres formant approximativement 10% de la flore du monde (Pottier,
1981).

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, placées sur I'extrémité d'un
rameau ou d'une tige et entourées d'une structure formée par des bractées florales.
Les fruits sont des akenes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée « Pappus » qui
favorise la dispersion des graines par le vent (Messai, 2011). Les racines des Astéracées sont
d'habitude pivotantes et fibreuses. Les tiges sont généralement droites, mais tombent quelque
fois au fait de s'élever. Les feuilles sont souvent alternes, et parfois en face, ou verticillées
(Gherboudj, 2014).

Les principes amers, les corps insaturés, les flavonoides, les coumarines, les polyphénols,
les terpénes.., principaux constituants chimiques des Astéracées expliquent la diversité de

leurs activités pharmacologique (Mezache, 2010).

Plusieurs espéces sont utilisées en pharmacie : le Semen-contra (Artemisiacina Berge),
I'Arnica (Arnica montana L.), et la Camomille (matricaria chamomilla L. et Anthemis
nobilis L.) (Guignard, 1994).

I.1.1. La petite camomille : Matricaria chamomilla L.

1.1.1.1. Etymologie

Matricaria vient de matrix, « Femelle », « matrice », la plante facilite et soulage les
douleurs des régles; le nom « chamomilla » vient du grec « chamaimelon », « chamai »
signifiant « a terre », et « melon »,signifiant « pomme » (Pierre et Lys, 2007).

La petite camomille est cependant plus connue par ses synonymes suivants: Chamomilla
chamomilla L.; Chamomilla recutita L.; Matricaria chamomilla L. (Goetz et Ghedira,
2012).

-
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1.1.1.2. Noms vernaculaires

Francgais : camomille allemande, petite camomille, camomille sauvage, ceil du soleil.
Anglai : german chamomille.

Italie : camomilla vulgare.

Arabe: bablnaj (Pierre et Lys, 2007).

1.1.1.3. Classification

La classification botanique de la petite camomille est présentée dans le tableau 1 selon
Quezel et Santa (1963).

Tableau 1: position taxonomique de Matricaria chamomilla L.

Taxonomie Description

Regne Plantae

Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement Dicotyledones

Classe Dicotyledoneae

Ordre Asteralae

Famille Astéraceae

Genre Matricaria

Espece Matricaria chamomilla L

1.1.1.4. Description botaniques

La Matricaire est une plante herbacée annuelle, aromatique, a odeur prononcée de
camomille et a saveur amére (Fourasté, 2007) ; mesurant de 50 centimétres de hauteur, a tige
dressée, rameuse. Les feuilles, alternes, épaisses, sont trés divisées (bi ou tri pennées), en
lanieres (Bellakhdar, 2006). Les fleurs libres en capitules, c’est-a-dire serrées les unes contre
les autres, sans pédoncule, sont placées sur I’extrémité d’une tige, entourée d’une collerette de

bractées simulant un calice (Bruneton, 1999).

:
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Les capitules sont inseres sur un réceptacle conique, présentant un grand nombre de fleurs
tubulées jaunes synanthérées : les fleurs du milieu en tube cylindrique sont jaunes a 5 lobes,
les fleurs du pourtour en languettes blanches souvent réfléchies, radiées (Wichtl, 2003).

Les fruits, tous semblables, sont des akenes jaune blanchatre, en cone renverse, ne dépassant

pas Imm de longueur. La graine est sans albumen et I’embryon est petit (Fourasté, 2007).

Figure n°1: photo de Matricaria chamomilla L.

(Personale)
1.1.1.5. Répartition géographique

Originaire des régions méditerranéennes, la Matricaire est ubiquitaire en Europe. Hors
d’Europe, on peut la rencontrer en Asie centrale, en Asie tempérée et du Sud-ouest, en
Afrique du Nord. Elle est méme naturalisée dans I’Amérique du Nord. Cette plante peut
s’¢lever a une assez grande altitude dans les champs des montagnes ou au voisinage des
habitations des villages situés a environ 1000 m (Fourasté, 2007).

Elle s’accommode de tous les sols, mémes calcaires, et croit essentiellement dans les jardins

ou le long des murs, et dans les décombres humides (Boutaoui, 2012).

1.1.1.6. Utilisation traductionnel

La médecine traditionnelle a attribué de nombreuses propriétes thérapeutiques a la
matricaire (camomille allemande) qui a été souvent discutés. Parmi les principales propriétés,
il y avait 1’'usage en tant qu’antispasmodique, fébrifuge, antispastique des organes de la
digestion, emmeénagogue, antinévralgique, antiallergique et bactéricide. En usage externe, la

Matricaire est un anti-inflammatoire, un cicatrisant de la peau et des mugueuses.
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Elle est prescrite contre les inflammations de la bouche, des oreilles, des yeux et contre
diverses affections cutanées (Guignard et al., 1988).

La matricaire est couramment employée dans les préparations capillaires des tinées a
éclaircir la nuance des cheveux dont elle stimulerait aussi la croissance. C’est la plante la plus

utilisée cosmétologie ou elle se montrerait émolliente, protectrice (Parek et Kim, 1998).

Les propriétés antimicrobiennes ont été évaluées sur les extraits aqueux de la matricaire
en raison de leur teneur en acides-phénols de type acide rosmarinique (Mimica-Dukic et al.,
2004). Aussi I’activité de I’huile essentielle a été déterminée vis-a-vis de Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella poona et Escherichia coli.
Les plus faibles concentrations minimales inhibitrices ont été enregistrées avec S. aureus, B.

cereus, B. subtilis (Hussain et al., 2011).

1.1.1.7. Composition chimique

Plus de 120 composants ont été identifiés dans les fleurs de la petite camomille
(Pino, 2002). Les capitules secs renferment 0.3 a 1.5 % d’une huile essentielle bleue foncée.
On y trouve aussi des flavonoides (un glucoside de 1’apigénine, de 1’apigénine libre, des
glucosides du quercétol et de la lutéoline) ; des polyienescyclinée; un mucilage uronique ; des
principes amer ; de la choline ; des acides gras ; un phytostérole et des matieres minérales
(Bellakhdar, 2006).

Les polyphénols sont les constituants le plus abondant dans cette plante, représentés par
des coumarines et les flavonoides. Coumarines : hernairine et 1’esculetine couvrent 0,1 des
composants totaux. Les flavonoides majeurs sont 1’apigénine, le lutéoline et la quercétine

représentant 16.8%, 1.9% et 9.9% respectivement de flavonoides totaux (Kato et al., 2008).

-
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I.1.2. La grande camomille: Chamaemelum nobile L.

1.1.2.1. Dénomination

On l'appelle "romaine” pour avoir été identifiée a Rome au XVe siecle, d'ou elle nous est
parvenue, via Londres, en tant que mauvaise herbe (Mourice, 2013). L’ancien nom latin de la
camomille romaine était Anthemis nobile (Nelly, 2013). Anthemis vient du grec anthos, qui
signifie « fleur » ; nobilis, « noble ». Elle est aussi connue sous les noms communs suivants :
camomille odorante, Anthémis noble ou odorant, Camomele, Camomille noble (Pierre et
Lys, 2007).

1.1.2.2. Classification

D’aprés Quezel et Santa (1963), la systématique de la grande camomille est la suivante :

Tableau 2 : position taxonomique de Chamaemelum nobile L.

Taxonomie Description

Regne Plantea
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédoneae
Sous-classe Astéridées

Ordre Asteralae

Famille Asteraceae

Genre Chamaemelum

Espece Chamaemelum nobile L.

-
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1.1.2.3. Description botaniques

La camomille romaine est une plante herbacée, vivace, de 10 a 30 cm de haut, vert
blanchatre, a tige ramifie et velues, étalées sur le sol puis redressees. Les feuilles alternes sont
divisées (bi ou tri pennées) en linéaires (Bellakhdar, 2007).

Les fleurs sont des capitules, tubulées au centre, hermaphrodite, blanc & blanc jaunétre de 2 a

2,5 cm de diamétre. Les fruits sont des akénes, jaunatres et cotelés (Nelly, 2013).

Figure n°2 : photo de Chamaemelum nobile L.

(Original)
1.1.2.4. Répartition géographie

C’est ’espece la plus fréquemment cultivée. Elle se développe sur un sol sec et riche en
silice jusqu’a 1000 meétres d’altitude (Nelly, 2013). Originaire d’Europe du Sud-Ouest
(France, Espagne et Portugal), elle est présentée en Afrique du Nord en Asie du Sud-Ouest et

en Moyen Orient (Egypte) (Dezso, 2011).

1.1.2.5. Utilisation traditionnel

La Camomille romaine est connue comme plante médicinale depuis le moyen-age. Elle
est classée par le Conseil de 1I’Europe une source naturelle d’aliments aromatiques. Cette
catégorie indique que la camomille romaine peut étre ajoutée aux denrées alimentaires en

petites quantités (Dezso, 2011).
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Elle est utilisée comme tonique de 1’appétit avant les repas pour faciliter la dégitions aprés
le repas. Elle est également utile pour calmer les maux de téte, les douleurs diverses, les maux
de dents, et adoucit les yeux et les paupieres (Pierre et Lys, 2007). La camomille romaine
possede des propriétés anti- inflammatoire, antimicrobien, antiseptique et antispasmodique.
Elle est trés utile pour les sujets hypersensibles, ayant du mal a s’adapter aux réalités
existentielles et qui expriment leurs difficultés émotionnelles par des problémes de peau
(Mourice, 2013).

1.1.2.6. Composition chimique

La camomille romaine contient 0,4 a 1,5% d’huile essentielle contenants 85% d’esters,
surtout de I’angélate d’isobuyle, accompagné des esters des acides méthylacrylique. Elle
renferme aussi un alcool (I’anthémole), de la pinocarvone, du pinocarvéol. On y trouve aussi
0,6% de lactone sesquiterpéniques; des flavonoides; des acides caféique et ses esters
glocusés ; des coumarines ; des acides gras, de mucilage et des minéraux (Bellakhdar,
2007).

1.2. Les principes actifs

1.2.1. Les composees phénoliques (polyphénols)

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. Ils peuvent étre
définis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes d’ou la
dénomination de métabolites secondaires. Ces composés ont tous en commun la présence d’un
ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. La structure des
composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples)
vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés) (Urquiaga et Leighton,
2000). En effet les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus
largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques

connus (Lugasi et al, 2003).

-
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1.2.1.1. Les principales classes de composés phénoliques

Les polyphénols sont répartit en plusieurs classes : les acides phénoliques, les

flavonoides, Les tanins, et les coumarines (Hopkins, 2003).

a) Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d’un noyau benzénique et
au moins d’un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées et liées a des sucres sous forme
d’hétéroside (wichtl et Anton., 2009). On distingue deux classes appartenant a cette sous-
famille. Les dérivés d’acide benzoique et les dérivés d’acide cinnamique (Manach et al.,

2004).

b) Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006), ils sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits
et parfois des feuilles. A I’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme
d’hétérosides (Bruneton, 1999 ; Ghestem et al., 2001). Ces substances naturelles sont trés
répandues dans la famille des Astéracées ou beaucoup de travaux ont été réalisés chez le
genre Matricaria (Babenko et Shakhovo, 2006). Les flavonoides sont généralement des
antibactériennes (Wichtl et Anton, 2009).

lIs peuvent étre exploités de plusieurs manieres dans I'industrie cosmétique et alimentaire
et de l'industrie pharmaceutique (les fleurs de tréfle rouge traitent les rhumes et la grippe en
réduisant les sécrétions nasales), comme certains flavonoides ont aussi des propriétées

anti-inflammatoires et antivirales (Iserin et al., 2001).

c) Coumarines

La coumarine est une substance naturelle organique aromatique .Ces composés possedent
hydroxyles phénoliques qui peuvent étre méthyles ou étre engagés dans des liaisons
hétérosides. Plus d’un millier de coumarines naturelles ont été décrites. Elles sont trés
largement distribuées dans le regne végétal. Elles ont des propriétés antibiotiques,

spasmolytiques, antifongiques et anticancéreuses (Mirunalini et krishnaveni, 2011).
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d) Tannins

Les tanins sont des substances poly phénoliques de structure variée, de saveur astringente
ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lie a leur propriété de se
combiner aux protéines (Paris et Hurabielle, 1981). Ils peuvent exister dans divers

organes: I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les graines (Khanbabae et Ree, 2001).
1.2.1.2. Propriétés biologiques des polyphénols

Les polyphénols suscitent beaucoup d’intéréts dans plusieurs domaines, celui de la
nutrition par leur caractére préventif a 1’égard de diverses maladies, en cosmétologie et
surtout dans les industries agroalimentaires par leurs implications, en particulier, sur la flaveur
des aliments et leur incidence sur la conservation des produits alimentaires (Hynes, 2001).

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides
particulier sont trés poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les
activités  antiallergique,  anti-artherogenique,  anti-inflammatoire,  hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,

cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007).

e Activité antimicrobienne

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur
toxicité vis-a-vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition
des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour
inactiver les adhésives microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire
(Cowan, 1999) Ces composés jouent un role de protection des plantes contre les invasions
microbiennes, et présentent d’autres mécanismes d’action de lutte contre les champignons,
bactéries et virus. Ces propriétés antifongiques et antivirales trouvent de nombreuses applications
en médecine humaine (Xia et al., 2011). Grace aux propriétés antimicrobiennes de certains
polyphénols comme les flavan-3-ols, les flavanols et les tanins, il est désormais possible de
développer des conservateurs alimentaires et de nouvelles thérapies dans de nombreuses
maladies infectieuses en considérant la résistance microbienne face a certains traitements
antibiotiques (Daglia, 2012).
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e Activité antioxydant

L’activité¢ antioxydant des polyphénols assure une meilleure conservation des denrées
alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique et ainsi permettre une meilleure
stabilisation des denrées alimentaires. Ils sont également préconisés pour améliorer la
stabilité de pigments de jus colorés, d’ardmes alimentaires, et rentrent dans la composition
de produits pharmaceutiques pour des utilisations par voie orale et des cosmétiques pour des

applications locales (Moure et al., 2001).
e Activité anti- inflammatoire

Les études sur les flavonoides issus de plantes utilisées traditionnellement restent encore
trés répandues car, bien que I’inflammation soit un phénoméne normal d’autodéfense
de I’organisme contre des blessures, elle est parfois incontrolée dans les maladies auto-
immunes (arthrite rhumatoide) ou lorsqu’elle est liée aux réponses allergiques (asthme)

(Benavente-Garcia et Castillo, 2008; Conforti et al., 2008).

1.2.2. Les saponosides

Le terme saponoside est dérivé de mot savon, sont des terpénes glycolyses comme ils
peuvent aussi se trouve sous forme aglycones, ils ont un goGt amer et acre (Hopkins, 2003).
Les travaux de Steinmetz et al. (1993) ont mis en évidence l'activité antifongique de
saponosides tri terpéniques extraits du lierre sur les levures et les dermatophytes. Dans un
méme ordre d’idée, les saponosides I'hédérine ont montré une activité anti-tumorale et

antibactérienne.

1.2.3. Les alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractére alcalin et de
structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des plantes,
la plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout amer et certains sont
fortement toxiques (Wichtl et Anton, 2009). Certains alcaloides sont utilises comme moyen
de défense contre les infections microbiennes (nicotine, caféine, morphine) (Hopkins, 2003).

0



Materiel et Méthodes



Chapitre II

Cette étude a portée sur la phytochimie et 1’évaluation du pouvoir antimicrobien de plusieurs
extraits polyphénoliques de deux especes végétaux appartenant a la famille des Astéracées
Matricaria chamomilla L. et Chamaemelum nobile L. Les travaux d’expérimentation de
cette eétude ont été réalisés au laboratoire de Biotechnologie Microbienne de la Faculté
des Sciences de 1I’Universit¢é M’Hamed Bougara de Boumerdes. Ils se sont etalés sur une

période de trois mois, soit du mois de Mars au mois du Mai de I’année universitaire 2016-

2017.
I1.1. Matériel
11.1.1.Matériel biologique

e Le matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne (les feuilles et les fleurs) de deux
plantes médicinales : Matricaria chamomilla L. et Chamaemelum nobile L. (Figure n°3) qui

ont été récoltés au niveau de la région de boudouaou, wilaya de Boumerdes.

Chamaemelum nobile L.

Matériel et Méthodes

Matricaria Chamomilla L.

Figure n°3 : les plantes médicinales étudiées
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e Les souches microbiennes utilisées

Les microorganismes retenus pour le présent travail proviennent du laboratoire de
Biotechnologie Microbienne, il s’agit de bactéries, de levures et d’un champignon
(Annexe 1).

Tableau 3 : les souches microbiennes testées.

Les souches microbiennes Gram Référence
Escherichia coli - Cb38
Staphylococcus aureus + Spp4330
Pseudomonas aeruginosa - ATCC2853
Bacillus thuringiensis + /
Candida albicans / /
Fusarium sp / /

11.1.2. Matériel non biologique

La réalisation des expériences de notre étude a fait appel a un matériel classique composé
de verreries, d’équipement et d’appareillages. Il comprend aussi un ensemble de réactifs et

produits chimiques (Annexe 2).

<
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11.2. Méthodes d’analyses

Le protocole expérimental de ce travail est résumé dans la figure suivante :

Matériel végétal

[ Récolte, Sechage, Broyage J

[ Poudre végétal J

A
[ )

Screening

o Macération
phytochimique
Extrait
aqueux
Extraction par
solvant
Evaluation de I’activité
antimicrobienne:
Antibiogramme Extraction des
%‘

—— |  polyphénols

[ Figure n°4 : diagramme résumant les différentes étapes du travail. ]
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11.2.1. Choix des plantes

Le choix de deux especes de la camomille est base sur leurs intéréts thérapeutiques qui ont

fait leurs preuves en médecine alternative (traditionnelle).

11.2.2. Méthodes de récolte, séchage et broyage

La récolte de la partie aérienne (les fleurs et les feuilles) de deux plantes a été faite au
mois de Mars et d’Avril (2017) au niveau de la réegion de Boudouaou, wilaya de Boumerdes.
Les parties récoltées sont séchées a 1’aire libre et a I’abri de la lumiere pendant trois semaines
pour abaisser la teneur en eau, afin d’éviter toute d’altération des micro-organismes.
Les parties séchées sont réduites en poudre fine a 1’aide d’un broyeur électrique.

La poudre obtenue est conservée a I’abri de I’air et de ’humidité des flacons en verre
hermétiquement fermés. Le broyat va constituer la matiére qui va servir a ’extraction des

polyphénols (Figure n°5).

Chamaemelum nobile L. Matricaria chamomilla L.

Figure n°5 : poudre végétale des deux plantes.
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11.2.3. Etude phytochimique

Le screening phytochimique effectué sur les deux especes de la camomille a pour objectif
de déterminer ou d’identifier les biomolécules existantes chez cette plante afin d’avoir une
appréciation global sur les types de polyphénols existant dans celle-ci.
Les tests sont effectués soit sur la poudre de la plante, soit sur leur infuser a 20%. Les

méthodes de caractérisation utilisées dérivent de celles décrites par Paris et Nothis (1978).

» Préparation de I’infusé a 20 %

Apres 15 min

Figure n°6 : protocole résumant les étapes de la préparation de I’infusé a 20%.

> Teste d’identification

Le tableau qui suit résume les différents tests effectués pour le screening phytochimique
(Annexe 3).
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Tableau 4 : différents tests effectués pour le screening phytochimique.

Constituant

Composé
Phénoliques

Composés
réductes

Composés
terpéniques

Composés
azotes

Totaux

Galliques
Tanins

Catéchique

S

Flavonoide

Anthocyanes

Mucilages

Glucosides

Saponosides

Alcaloides

Amidon

Réaction

S5ml de I’infusé +
quelques gouttes de FeClza 5 %

5ml de I’infusé +
2 g d’acétate de sodium +
quelques gouttes de FeCls

15 ml d’infusé +
10 ml du formol a 40 % +5 ml
d’HCI concentré

5 ml d’infusé +
5 ml d” HCI + coupeau de
Mg + 1ml isoamylique

5 ml d’infusé + quelques gouttes
d’HCI

1ml d’infusé +
5ml d’éthanol absolu et laissés
10 a 15 minutes

2g de poudre +
quelques gouttes de H,SO4

2 ml d’infusé +
Quelques gouttes d’acétate
de plomb

5 g de poudre végétale humecté
avec I’ammoniaque 2 + maceérés
dans 50 ml du
mélange éther chloroforme
pendant 24 h + filtration le
filtrat est épuisé par 1’acide
chlorhydrique 2N + quelques
gouttes de Dragendroff

Quelques gouttes d’iode sont
ajoutées a 2 g de poudre végétale

Révélation

Coloration
Blue noire

Coloration
Blue foncé

Coloration
Rouge

Coloration
Rouge- rangée

Coloration rouge

Un précipité
floconneux

Coloration
Rouge brique en
suite violette

Formation
d’un précipité
blanc

Coloration
Rouge

Coloration
Violette
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11.2.4. Extraction par macération

La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple, et qui consiste a
maintenir en contact la drogue avec le solvant d’extraction a température ambiante pendant
une durée de temps en relation avec la substance recherchée (Wichlt et al., 2003).

L’extraction solide-liquide des principes actifs de materiel végétale implique le transfert
d’un ou plusieurs solutés du solide vers un solvant tel que I’eau, I’éthanol, le méthanol,
I’acétate d’éthyle, 1’acétone, et le chloroforme. Le plus souvent la nature de solutés récupérés
est inconnue et la totalité de solutés constitue ce qu’on appelle « un extrait » (Priday et al.,
1999).

» Principe

Le principe consiste a dissoudre le principe actif a I’intérieur du solide et I’entrainer a
I’extérieur. La plupart des auteurs suggerent que 1’entrée du solvant se fait par un mécanisme

osmotique et la sortie du soluté par dialyse ou par diffusion (Lapornik et al., 2005).
11.2.4.1 Extraction aqueuse

L’extraction aqueuse est représentée par la figure n°7.

25 g de matiére Macération
végeétal + 150 ml pendant 24h Filtration sur le
d’eau distillé avec agitation gaz stérile
stériles magnétique

Conservation au Evaporation

<friodrat 3 Extrait
réfrigérateur et a
agueux s EA o
I’abri de la f a50°C
lumiere

Figure n °7 : représentation schématique de I’extraction aqueuse (Belhattab et al., 2007).
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11.2.4.2. Extraction par solvant

La méthode d’extraction par solvant est résumée dans la figure au-dessous :

25 g de la matiere végétale
+ addition de 150 ml de
chloroforme

Macération pendant 24h a température
ambiante et a I’abri de la lumicre avec
une agitation magnétique

Filtration sur la gaze
stérile

Filtrat

Filtration par un
papier filtre

Evaporation
a50°C

L’opération
est répétee
une 2¢™¢fois
par addition
de 150ml de
chloroforme

Culot

Culot

Extrait avec
solvant

Figure n°8 : protocole d’extraction par solvant (chloroforme) (Belhattab et al., 2007).

S
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11.2.4.3. Extraction et dosage des polyphénols

1. Mode opératoire de I’extraction

D’aprés Falleh et al., (2008), le méthanol est fréquemment employé pour 1’extraction des
composées phénoliques. L’extraction des polyphénols a partir des feuilles et des fleurs des
deux especes de la camomille utilisées dans notre étude passe par les étapes suivantes (Figure

n°9) (Revilla et al., 2001 ; Ojeil et al., 2010).

20 g de matiére végetale+
100 ml de méthanol

Macération pendant 3 jours a température
ambiante et I’abri de la lumiére

Filtration sur papier
filtre stérile

Filtrat Culot

Extrait de

Evaporation a 70 °C
polyphénol

pendant 20 min

Figure n°9 : protocole d’extraction des polyphénols.

-
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2. Calcul du rendement de Pextraction

Le rendement d’extraction est calculé en pourcentage du rapport de la masse de 1’extrait
obtenu sur la masse totale de la poudre végétale utilisée dans 1’extraction selon la formule

donnée par Falleh et al., 2008.

R(%6) = (M/M) x100

R(%0) : Rendement exprimé en %.

v' M : masse de I’extrait brut (m;-mg) (en g).

v' my : masse du ballon+ extrait apres évaporation (en g).
v" mp : masse du ballon vide (g).

v" My : masse du matériel végétal a traiter (en g).

3. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par un spectrophotometre « Optizen 2120 /UV ».
La méthode adoptée est celle décrite par Wong et al., (2006), utilisant le réactif

colorimétrique de Folin-Ciocalteu.

e Principe
Le reéactif utilisé est le Folin-Ciocalteu, qui est un mélange de 1’acide phosphotungstique

(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO12014) de couleur jaune. Lorsque les

polyphénols sont oxydes, ils réduisent le réactif Folin-Ciocalteu en un complexe ayant une
couleur bleue constitué d’oxyde de tungsténe et de molybdeéne.
L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés

(Boizot et Charpentier, 2006).

N
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e Mode opératoire
a) Préparation de la solution d’extrait
0,5 ml de I’extrait a différentes concentration a été introduit dans des tubes a essai, ajouter
Iml de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué dix fois). Aprés 3 a 5 min d’incubation, 1ml de
carbonate de sodium a 20% a été ajoutées.
Les tubes sont agités et incubés durant 1h & température ambiante et a I’abri de la lumiere.
L’absorbance de chaque solution a été determinée & 760nm a I’aide d’un spectrophotométre

UV-VIS contre un blanc.
Le blanc est représenté par 0,5ml d’éthanol additionné de 1ml de Folin-Ciocalteu et 1ml de

carbonate de sodium a 20%.
b) Expression des résultats

La quantification des polyphénols a été déterminée en fonction d’une courbe d’étalonnage

en I’acide gallique comme standard, ayant 1’équation suivante:

Y=10.341 X +0.068 R?=0.9977

Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent acide gallique par 20g de poudre végétale.

<
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11.2.5. Evaluation de P’activité antimicrobienne

L’évaluation de 1’activité antimicrobienne des extraits de deux plantes consiste a estimer
I’inhibition de la croissance des microorganismes testés. Cette activité est évalués par la
méthode de I’antibiogramme ou la méthode de diffusion en milieu gélose par 1’utilisation de

disques stériles (Cavallo et al., 2006).

A. Test de I’antibiogramme

» Principe

La méthode de diffusion tres utilisée en microbiologie est 1’antibiogramme, qui repose sur la
diffusion du composé antimicrobien en milieu solide. L’effet du produit antimicrobien sur la
cible est appréci¢é par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diametre
d’inhibition la souche du microorganisme sera qualifiée de sensible, d’intermédiaire ou de
résistante. Dans la technique de diffusion il y a compétition entre la croissance du

microorganisme et la diffusion du produit a tester (Broadasky et al., 1976).
> Revivification des souches

Les souches fournies sur des milieux gélosés de conservation sont revivifiées par la
méthode des stries sur le milieu gélose nutritif pour les bactéries et Sabouraud pour les
levures. Il est a noter que les bactéries sont incubées a 37°C pendant 24h. Par contre, les
levures sont incubées a 28°C pendant 72h, afin d’obtenir des cultures jeunes qui vont servir a

préparer I’inoculum (Meena et Sethiv, 2007).
» Préparation de I’inoculum

La préparation de I’inoculum consiste a introduire quelques colonies de chaque culture
étudiée dans des tubes stériles contenant 9ml d’eau physiologique stérile. Les colonies sont
prélevées a I’aide d’une anse de platine et homogénéisées dans de 1’eau physiologique.
Les tubes sont agités pendant quelques secondes a 1’aide d’un vortex et on réalise une lecture
de densité de chacune des suspensions préparées. Il faut noter que 1’obtention de la suspension
4 10% germes/ml, I’absorbance 4 625nm doit étre comprise entre 0.2 et 0.3 pour les bactéries et

entre 2 et 3 pour les levures (Billerbec, 2007).

-
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> Ensemencement

Les milieux de culture Mueller-Hinton et Sabouraud liquéfies et en surfusion a 45 °C, ont
¢été coulés dans des boites de Pétri de 90 mm de diametre. L’épaisseur de la gélose est de 2mm
répartie uniformément dans les boites. Ces derniéres doivent étre séchées 30 min devant
un bec Bunsen (Billerbeck, 2007). Aprés refroidissement et solidification du milieu
de culture sur la paillasse, chaque boite est ensemencée par écouvillonnage de la suspension
bactérienne a tester.

Les mémes opérations sont effectuées avec les souches de champignons. Ces dernieres
sont activees pendant 7 jours dans des boites de Pétri a une température de 28°C avant le test,
apres incubation I’inoculum des champignons est préparé et I’ensemencement est réalisé par

écouvillonnage sur boite Pétri (Sokemen et al., 2004).

Figure n°10 : ensemencement par écouvillonnage
(Personale)

E



Chapitre II Matériel et Méthodes

> Depot des disques

Dans les conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, des disques de 6 mm de
diametre précédemment stérilisées sont imbibés avec 30ul d’extrait a tester et déposés au
contre de la surface gélosée. Les boites sont laissees au moins 8h au réfrigérateur pour une
bonne diffusion de I’extrait (Rozman et Jersek., 2009) pour chaque souche, une culture
témoin est ont réalisées en imbibant les disques avec le solvant d’extraction.

Apreés la diffusion, les boites ont été incubées a 37°C pendant 24h pour les bactéries et 25°C

pendant 48h pour les levures.

- Mesure du ssame
L(a 13 zone dinhibition

08 Croessance

Figure n° 11: I’antibiogramme par les disques (www.ac- grennobel.fe).
» Lecture

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque a I’aide d’un pied de coulisse ou une regle en (mm). Les résultats sont exprimés par
diametre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé€ par des signes d’apres la sensibilité des

souches vis-a-vis de I’extrait végétal (Ponce et al., 2003).
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ANALYSE D'UN ANTIBIOGRAMME

Zone sans bactérie de
diamétre trés large,
preuve d'une grande
efficacité contre la
bactérie

Gélose nutritive colonisée
par les bactéries que l'on
veut combattre

Pastille imbibée
d'antibiotique D

Zone sans
bactérie plus
petite que
pour les
autres
antibiotiques

Antibiotique F, on constate aucune
auréole autour, il est donc inefficace
contre la bactérie étudiée

Figure n°12 : analyse d’un antibiogramme (Www.education-numerique.org).

Tableau 5 : estimation de la sensibilité des souches aux extrait (Ponce et al., 2003).

Diamétre de la zone d’inhibition (mm) Sensibilité des souches
D<6 Résistantes
D<8 Légerement inhibitrice
9< d<14 Modérément inhibitrice
15 < d< 19 Fortement inhibitrice
D >20 Trés fortement inhibitrice

E
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Dans cette partie nous avons exposé les résultats concernant le screening phytochimique,
la caractérisation spectrale et enfin, I’évaluation de 1’activité antimicrobienne de plusieurs

extraits polyphénoliques de Matricaria chamomilla L. et Chamaemelum nobile L.

I11.1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique a permis de nous renseigner sur les différentes classes des
métabolites secondaires constituants les deux plantes. Ce qui facilite le choix des substances
bioactives a étudier.

L’ensemble des résultats du screening phytochimique effectué sur la poudre et ’infusé de la
Matricaria chamomilla L. et Chamaemelum nobile L. sont résumés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 6 : résultats des tests phytochimique de la partie aérienne (les fleurs et les feuilles)

de deux plantes médicinales Matricaria chamomilla L. et Chamaemelum nobile L.

Composes mis Résultat Source vegétale

en évidence positive

Matricaria chamomilla L. Chamaemelum nobile L.

Tanins totaux Coloration
bleu noire

Tanins galliques Coloration

bleu foncé

+++ +++

E
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Tanins Coloration

Catéchiques rouge

+

Saponosides Précipité

blanc

Anthocyanes Coloration
rouge

+++

Alcaloides Coloration .
rouge

+

++
-
+

Amidon Coloration

bleu violette
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Coloration
Flavonoides rouge-

orange

Mucilage Précipité

floconneux

Glucosides Coloration
rouge

brique

Avec:

(-) : Absence de substance.

(+) : Faible teneur en substance.
(++) : Moyenne teneur en substance.

(+++) : Forte teneur en substance.

+++

+++

+++

+++

+++
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D’aprés les résultats regroupés dans le (tableau 6), il s’aveére que la poudre des feuilles et
des fleurs de deux especes étudiées, est trés riche en glucosides, mucilages, flavonoides,
tanins totaux, saponosides, tanins catéchiques, tanins galliques, et en alcaloides. Cependant on
note une absence totale des anthocyanes et de I’amidon. A partir de ces résultats, on constate
la caractérisation chimique de deux plantes a démontré qu’elles possédent les mémes

compositions chimiques.

Nos résultats sont relativement différents avec ceux obtenus par Mezhoudi et Moulla
(2015), ces derniers ont trouvés chez les mémes espéces un faible taux en flavonoides,
mucilages et une absence des tanins, par contre ils sont en accord avec nos données
concernant I’absence d’amidon, d’anthocyane, et la présence des tanins galliques et

glucosides.

En comparaison avec d’autres études réalisées sur d’autres plantes de la famille des
Astéracées, nos résultats sont dans le méme sens que ceux d’Alilou, (2012) sur ’abondance
des alcaloides, des tanins catéchiques, et des saponosides dans les fleurs d’Asteriscus

graveolens et Asteriscusim bricatus.

Par ailleurs, a travers 1’étude de Saihi, (2002) on constate la présence des tanins totaux dans
la plante Artemiciacam pestris. Ce résultat cité précédemment, nous renseigne sur certains

composés polyphénoliques existant chez la famille des Astéracées.

Il est bien établi que le profil phytochimique d’une plante est directement li¢ aux
conditions de I’environnement telles que le climat, la localisation géographique, la
température, la photopériode, le stade végétatif, etc. Ces facteurs influent sur les voies de

synthese des composes actifs de la plante (Tsai et al., 2008).

Selon Harrar (2012), les polyphénols peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les
micro-organismes. Cette toxicité est fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles

présents sur le composé phénolique.
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111.2. Extraction et caractérisation des polyphénols totaux

111.2.1. Le rendement d’extraction

Les parties aeriennes(les feuillets et les fleurs) de deux plantes Chamaemelum nobile L. et
Matricaria chamomilla L. ont été soumissent a trois types d’extractions des composés
phénoliques, ces méthodes sont basées sur la macération de la poudre avec des solvants :
méthanol et chloroforme et afin de se rapprocher plus aux préparations traditionnelles, nous
avons utilisé seulement de I’eau chaude pour I’obtention de I’extrait aqueux.

Le rendement d’extraction de chaque échantillon nous permet non seulement d’apprécier les
extraits totaux issus de chaque espece, mais également d’envisager la quantité d’organe a
prélever en cas de besoin.

Le tableau ci-dessous présente les rendements des différents extraits.

Tableau 7 : rendement d’extraction des différents extraits.

Extraction des polyphénols

Meéthanolique Chloroformique Aqueux
Chamaemelum nobile L. 8.5% 0.84 % 10%
Matricaria chamomilla L. 6% 0.64% 0.9294

A travers I’analyse des rendements d’extraction, il ressort que 1’extrait aqueux donne le
meilleur rendement pour les deux espéces de camomille suivi du méthanol et enfin le

chloroforme (Annexe 4).

A partir des résultats obtenus on note que les polyphénols sont plus abondants dans les
extraits de poudre de Chamaemelum nobile L. que chez Matricaria chamomilla L.
La richesse de ces deux plantes en polyphénols est confirmée préalablement lors de screening

phytochimique.

-




Chapitre III Résultats et Discussion

D’autre part, nos résultats montrent des rendements d’extraction légérement différents
entre ces deux especes ; qui peuvent s’expliquer par différents facteurs y compris le diamétre

de la poudre et la température.

Comparant aux travaux de Benchikh, (2012), il ressort que Matricaria chamomilla L.
présente un taux fort en polyphénols soit 17.18 % pour extraction par méthanol, 0.54 % pour
I’extraction par chloroforme et 18.56 % pour extrait aqueux pour 100g de poudre. Ces

résultats sont comparables a celle rapportés dans notre étude.

D’une maniere générale, les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une plante a
une autre de la méme famille mais également en fonction des conditions du développement et
de croissance, la maturité, le conditionnement, les conditions de stockage et par les méthodes

d’extraction (Zang et Hamauru, 2003).

Par ailleurs, la méthode de macération sous agitation permet d’accélérer le processus
d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec 1’extrait tout en préservant la
bio-activité de ses constituants. De méme, le déroulement de cette extraction a température
ambiante ainsi que 1’épuisement du solvant a pression réduite permet d’obtenir le maximum
des composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux

températures ¢levées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction.

111.2.2. Caractérisation spectrale des polyphénols totaux

Concernant le dosage des polyphénols réalisé selon la méthode de Folin Ciocalteu. Cette
derniére nécessite 1’établissement d’une courbe d’étalonnage en I’acide gallique comme

standard (Annexe 5).

Le dosage est effectué uniqguement sur I’extrait méthanolique, les résultats obtenus sont de
I’ordre de 0.016 mg/ ml a 0.017 mg/ ml pour Matricaria chamomilla L. et Chamaemelum
nobile L. respectivement. Ce résultat minime confirme bien que le méthanol n’est pas le

meilleur solvant d’extraction.

Concernant les deux autres extraits (aqueux et chloroformique), faute de quantité, ce

dosage n’a pas pu étre effectué.
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111.3. Evaluation de I’activité antimicrobienne

Lors du test antimicrobien, on a noté que les différents extraits polyphénoliques obtenus a

partir de la Matricaria chamomilla L et Chamaemelum nobile L agissent difféeremment vis-a-

Vis des souches testées.

Les résultats relatifs aux diameétres des zones d’inhibition de I’effet des différents extraits

polyphénoliques sont représentés dans les tableaux allant de 8 a 10 et les figures 13 a 18.

Tableau 8 : résultats de I’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux de Chamaemelum

nobile L. (grande camomille) et Matricaria chamomilla L. (petite camomille).

Les souches Essais
Ech.l | Ech.ll
Staphylococcus 10 10
. aureus 8 8
2 12 12
o
g Bacillus 13 12
o thuringiensis 11 10
10 13
Pseudomonas 14 12
- aeruginosa 13 8
> 11 7
C - - -
g Escherichia coli 11 10
G 12 12
15 10
c 6 6
o
S Fusarium sp
S ) 6 6
£
< 6 6
)
o Candida albicans 6 6
g 6 6
- 6 6

Moyenne de diametre

d’inhibition (mm)

Ech.l Ech.Il
10+1 10+1
Sensible Sensible

11.33+0.83 | 11.66+0.83

Sensible Sensible
12.66+0.38 9+2
Sensible Sensible

12.66+1.16 | 10.66+0.66
Sensible Sensible

6+0 6+0

Résistante Résistante

6+0 6+0

Résistante Résistant

Témoins

Ech.l
6+0
Résistante

6+0
Résistante

6+0

Résistante

6+0
Résistante

6+0

Résistante

6+0

Résistante

Ech.Il
6+0
Résistante

6+0
Résistante

6+0

Résistante

6+0
Résistante

60

Résistante

6+0

Résistante

Avec : Ech.l : Chamaemelum nobile L. Ech.Il : Matricaria chamomilla L.
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Figure n°13 : photos des résultats de 1’activité antimicrobienne de 1’extrait aqueux de

Chamaemelum nobile L.

Staphylococcus aureus Bacillus thuringiensis Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa Candida albicans Fusarium sp

Figure n° 14: photos des résultats de 1’activité antimicrobienne de 1’extrait aqueux de

Matricaria chamomilla L

Staphylococcus aureus Bacillus thuringiensis Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa Candida albicans Fusarium sp.

5



Chapitre III

Résultats et Discussion

D’aprés 1’antibiogramme réalisé, on note que 1’extrait aqueux de deux plantes ayant une

activité modérément inhibitrice vis-a-vis a toutes les souches bactériennes a caractéres Gram

positif et Gram négatif, dont la moyenne de diamétre d’inhibition variant entre 9-11 mm pour

Matricaria chamomilla L. et entre 10-12 mm pour Chamaemelum nobile L.

En ce qui concerne les flores fongique, Candida albicans et Fusarium sp ont montré une

résistance a I’extrait aqueux.

Tableau 9 : résultats de I’activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique de

Chamaemelum nobile L. (grande camomille) et Matricaria chamomilla L. (petite camomille).

Les souches Essais Moyenne de diametre Témoins
d’inhibition (mm)
Ech.l | Ech.ll Ech.l Ech.ll Ech.l Ech.ll
Staphylococcus 6 6 60 6+0 6+0 60
— aureus 6 6 Résistante | Résistante | Résistante | Résistante
2 6 6
o
£ Bacillus 11 11 10+1.5 9.66+1.33 6+0 60
o Thuringiensis 12 11 Sensible Sensible | Résistante | Résistante
7 7
Pseudomonas 10 20 8.66+0.83 | 22.5+1.66 6+0 6+0
e aeruginosa 9 25 Sensible Sensible | Résistante | Résistante
m
2 7
C - - -
£ Escherichia coli 6 6 6+0 6+0 6+0 6+0
o 6 6 Résistante | Résistante | Résistante & Résistante
6 6
c Fusarium sp. 6 6 6+0 6+0 6+0 6+0
o
S 6 6 Résistante | Résistante | Reésistante = Résistante
o
g 6 6
~
O
Candida albicans 6 6 6+0 6+0 6+0 6+0
[<5)
§ 6 6 Résistante | Résistante | Résistante = Résistante
= 6 6

Avec : Ech.l : Chamaemelum nobile L. Ech.II :

Matricaria chamomilla L.
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Figure n°15 : photos des résultats de 1’activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique de
Chamaemelum nobile L.

Staphylococcus aureus 7 Bacillus t_h_urigiensis Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa Candida albicans Fusarium sp

Figure n°16: photos des résultats de I’activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique de
Matricaria chamomilla L.

.
P

Staphylococcus aureus Bacillus thuringiensis
e : e —

Escherichia

Pseudomonas aeruginosa Candida albicans Fusarium sp.
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Les résultats ci-dessus montrent que I’extrait méthanolique a une activité modérement
inhibitrice sur Bacillus thuringiensis avec une moyenne de diamétre d’inhibition de 10 mm et
9.66 respectivement pour Chamaemelum nobile L. et Matricaria chamomilla L.

Par ailleurs, on note que Matricaria chamomilla L. possede une forte activité inhibitrice
avec une valeur élevée de 22.5 mm contre Pseudomonas aeruginosa, par contre pour
Chamaemelum nobile L., on observe une moyenne sensibilité sur celle-ci avec un diameétre
de 8.66 mm.

Pour le reste des souches microbiennes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Fusarium

sp. et Candida albicans), elles se sont révelees résistantes pour les deux especes végetales.

Tableau 10 : résultats de I’activité antimicrobienne de 1’extrait par chloroformique de

Chamaemelum nobile L. (grande camomille) et Matricaria chamomilla L. (petite camomille).

Les souches Essais Moyenne de diameétre Témoins
d’inhibition
Ech.l ' Ech.ll Ech.l Ech.1l Ech.l Ech.ll
Staphylococcus 6 6 6+0 6+0 6+0 6+0
- aureus 6 6 Résistante | Résistante | Résistante | Résistante
2 6 6
o
% Bacillus 9 10 8.66+.033 | 9.33+0.66 6+0 610
Lo
O thuringiensis 9 8 Sensible | Sensible | Résistante = Résistante
8 10
Pseudomonas 11 10 10+1.5 | 10.33+0.83 6+0 6+0
= aeruginosa 7 12 Sensible | Sensible | Résistante | Résistante
S 12 9
C - - -
£ Escherichia coli 6 6 6+0 6+0 6+0 6+0
(3 6 6 Résistante | Résistante | Résistante | Résistante
6 6
c Fusarium sp. 6 6 6+0 6+0 6+0 6+0
o
S 6 6 Résistante | Résistante | Résistante | Résistante
Q.
g 6 6
e
O
Candida 6 6 6+0 60 6+0 610
(<b]
§ albicans 6 6 Résistante | Résistante | Résistante = Résistante
= 6 6
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Figure n°17 : photos des résultats de I’activité antimicrobienne de ’extrait chloroformique de
Chamaemelum nobile L.

Staphylococcus aureus Bacillus thuringiensis Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa Candida albicans Fusarium sp.

Figure n°18 : photos des résultats de 1’activité antimicrobienne de 1’extrait chloroformique de la
Matricaria chamomilla L.

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Bacillus thuringiensis

Pseudomonas aeruginosa Candida albicans Fusarium sp.
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L’étude de I’activité antimicrobienne de [I’extrait chloroformique a montré un effet
moyennement inhibiteur contre Bacillus thuringiensis et Pseudomonas aeruginosa avec des
diametres qui oscille entre 8.66 mm a 9.33 mm respectivement pour Chamaemelum nobile
L. et Matricaria chamomilla L., a I’encontre de Bacillus thuringiensis et des diametres de 10-
10.33 mm respectivement pour Chamaemelum nobile L. et Matricaria chamomilla L. vis-a-
vis de Pseudomonas aeruginosa.

Cependant les autres souches microbiennes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Fusarium sp et Candida albicans) sont révélées résistantes.

On ce qui concerne les témoins (eau, chloroforme, méthanols), ils n’ont aucun effet sur les

souches microbiennes testées.

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram (+) par rapport
aux Gram (-) (Falleh et al., 2008), ceci peut étre attribuer a la différence dans les couches
externes des bactéries Gram (-) et Gram (+). Ces travaux ne sont pas en accord avec nos
résultats qui ont émerge une résistance de Staphylococcus aureus et une sensibilité de

Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis des extrais méthanolique et chloroformique.

En comparaison avec d’autre étude réalisée sur ces plantes, obtenue par Mezhoudi et Moulla
(2015), il ressort que I’activité antimicrobienne des huiles essentielle de Chamaemelum nobile
L. et Matricaria chamomilla L. présent une moyenne activité antimicrobienne contre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Candida albicans avec des diamétres limité entre
8-10 mm.

Par ailleurs, I’é¢tude de Naili et al., (2010), sur I’extrait méthanolique d’Artemisia campestris,
une plante de la famille des Astéracées, montre que cet extrait posséde un effet inhibiteur sur
Staphylococcus aureus et Escherichia coli contrairement a notre travaille ou aucune activité a
été marquée par I’extrait méthanolique de deux especes de camomille vis-a-vis a ces souches

bactériennes.

D’apres les résultats obtenus on note que 1’extrait aqueux possede un effet inhibiteur sur
toutes les souches bactériennes testées, soit Gram positif ou bien Gram négatif, contrairement
aux les deux extraits chloroformique et méthanolique, sachant que ces trois extraits n’ont

aucun effet inhibiteur sur la flore fongique étudiée.

.
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Le chloroforme et le méthanol ne sont pas les dans le cas de notre expérimentation les
meilleurs solvants d’extraction des polyphénols pour Chamaemelum nobile L. et Matricaria
chamomilla L. mais I’eau est considérée comme un bon extracteur des polyphénols pour ces
deux plantes. On note aussi que les polyphénols de deux espéces sont beaucoup plus solubles

dans I’eau que dans les deux autres solvants.

L’inactivité des extraits méthanoliques et chloroformiques peut étre due aussi a la méthode
d’extraction utilisées. En effet, Hayouni et al., (2007) ont montré que la méthode
d’extraction et la nature du solvant peuvent influencer 1’activité antimicrobienne des
composes phénoliques. D’autre part la charge du disque influe aussi sur Dactivité

antimicrobienne.

Si I’on se référe aux études de Moussaid et al., (2012), I’activité des principes actifs serait
liée aux conditions de séchage et de broyage de la plante. Car le broyage est aussi a ’origine
de la génération de chaleur responsable de la perte des molécules volatiles ainsi que la

décomposition et I’oxydation des molécules thermolabiles (Jones et Kinghorn, 2005).

L’absence d’inhibition totale de la part des trois extraits contre les souches fongiques est
expliquée par le fait que la concentration fongicide est supérieure aux concentrations

effectuées dans cette étude.

<
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Conclusion

Les plantes médicinales sont considérées comme une source de matieres primaires
essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs
médicaments. Parmi ces plantes, on cite Chamaemelum nobile L. et Matricaria chamomilla L.

de la famille d’Asteraceae.

Le présent travail a été consacré a 1’étude phytochimique et 1’évaluation de la activité

antimicrobienne de différents extraits polyphénoliques de ces deux especes végétales.

En premier lieu, les tests phytochimiques effectués montrent la richesse de ces deux espéces
en tannins totaux, tannins galliques, tannins catéchiques, saponosides, alcaloides, flavonoides,

mucilages et glucosides, et 1’absence total d’amidon et les anthocyanes.

D’autre part, la macération a montré que les polyphénols de Chamaemelum nobile L. présente
des rendements estimés de 10%, 8,5% et 0.84% respectivement pour 1’extrait aqueux, 1’extrait
méthanolique et I’extrait chloroformique ; ces rendements sont relativement important que les
polyphénols de Matricaria chamomilla L., soit 9.92%,6% et 0.64% respectivement pour
I’extrait aqueux, I’extrait méthanolique et 1’extrait chloroformique. Cette variation dans les
taux de rendements est liée aux facteurs climatiques, a la nature de sol et la méthode

d’extraction elle-méme.

Quantitativement, 1’évolution du contenu polyphénolique d’un extrait méthanolique en
adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu révele la présence des petites quantités en
polyphénols dans les deux plantes étudiées, soit 0.016 mg/ml pour Matricaria chamomilla L,
soit 0.017 mg/ml pour Chamaemelum nobile L. Ce résultat confirme bien que le méthanol

n’est pas le meilleur solvant d’extraction.

Au cours de cette étude, les résultats de ’activité antimicrobienne ont montré que les trois

extraits polyphénoliques ont une activité moyennement inhibitrice, et ils ont réagi positivement

au moins sur une des souches microbiennes testées sauf la flore fongique. Sachant que 1’extrait

méthanolique de Matricaria chamomilla L. a une forte activité vis-a-vis de Pseudomonas

aeruginosa par une zone d’inhibition estimé de 22.5mm.

Enfin, la présente étude montre la richesse de ces deux plantes en composes phénoliques, ce

qui montre lI'importance de leurs utilisations en médicine locale comme agents antimicrobiens.
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Conclusion

En perspective, il serait souhaitable de :

>

Tester I’effet des autres molécules bioactives associées a ces plantes comme les
alcaloides.

Evaluer I’activité antimicrobienne sur une large gamme d’agents pathogenes.

Valorisé d’autres activités biologique comme 1’anti-inflammatoire, anti-cicatrisante et

antiallergique.
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Annexe 1 : classification et description des microorganismes étudiées.

Espéce microbienne

Classification

Caracteres biologiques

D : Bacteria -Gram positif.
Staphylococcus aureus | E : Firmicutes - Coque en aman, immobile.
C : Bacilli - Aérobie facultatif.
O : Bacillales - Catalase”, oxydase.
F : Staphylococcaceae - Colonisé les Muqueuses et peau.
G : Staphylococcus - Responsable d’infection pyogene
Espéce : Staphylococcus aureus | grave.
D : Bacteria - Gram positif.
E : Firmicutes - Bacille.
C - Bacilli - Anaérobie facultative.
O : Bacilles - spoulée.
F : Bacillaceae
G : Bacillus

Espéce : Baccillus thuringiensis

Escherichia coli

O T O O m O

: Bacteria

: proteobacteria

: Gammaproteobacteria
: Enterobacterieles

: Enterobacteriaceae

: Escherichia

Espéce : Escherichia coli

- Gram négatif.

- Bacille mobile.

- Aérobie facultatif.

- Lactase®, oxydase".

- Colonisée tube digestif.

- provoquer infections des
urinaires et gastro-entérites

infantiles.
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Pseudomonas

aeruginosa

: Bacteria

: Proteobacteria

: Gammaproteobacteria
: Pseudomonadales

: Pseudomonadaceae

o M O O m ©

: Pseudomonas

Espéce : pseudomonas

- Gram négatif.

- Bacille mobile.

- Aérobie

- Non sporulé

- Responsable des infections

nosocomiales.

aeruginosa

D : Fungi - Levures ovoides ou rondes.

E : Ascomycota - Champignons levuriformes.

C : Saccharomycetes - Aérobies.

O : Saccharomycetales - Un germe cutané saprophyte de
F : Saccharomycetaceae la peau saine.

G : Candida -Un saprophyte exclusif des

Espéce : Candida albicans

muqueuses- pseudo — mycélium.
- Provoque des infections

fongiques (Candidose).

: Fungi
: Ascomycota

: Sordariomycetes

O O m ©O

: Hypocreales

T

- Nectriaceae
G : Fusarium

Espéce : Fusarium sp

- Phytopathogene.

- Mycélium aérien.

- L’origine infection opportuniste
chez ’homme et I’animal.

- Produit des mycotoxines.

- Ubiquiste.

- Producteur des spores.

- Saprophytes.

D : Domaine, E : Embranchement, C : Classe, O : Ordre, F : Famille, G : Genre
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Annexe 2 : verreries et appareillages utilisées.

Verrerie et petite matériels
Tubes a essai + portoir tube

Boites de pétrie
Flacons stériles
Béchers

Eprouvettes graduées

Entonnoirs

Fioles

Pipettes graduée
Erlenmeyers

Pipette Pasteur

Cuvette de spectrophotomeétre

Ecouvillon

Anse de platine
Pince stérile

Disques d’antibiotiques

Papier filtre

Parafilm

Equipements et appareils
Bec Benzene

Autoclave
Balance électronique
Micropipette

Réfrigérateur

Incubateur

Agitateur magnétique
Rotavapeur
Etuve
Vortex
Bain-Marie
Broyeur
Spectrophotomeétre ultraviolet-visible.

Pompe a vide
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Annexe 2 : produits utilisés.

Produits chimiques Formule chimique

Solvants

Réactifs

Autres
produits

organiques

Méthanol CH30H
Chloroforme CICl;
Ethanol C,HsOH
Ether C4H100
lode I,
Réactif de Folin-Ciocalteu /
acétate de sodium (CH300H)Na
Acétate de plomb Pb
Acide acétique CH3COOH
Acide chlorhydrique HCI
Acide sulfurique H,SO,
Acide citrique CeHsO7
Acide gallique C7HgOs
Carbonate de sodium Na,CO3
Chlorure de fer FeCls
coupeau de Mg Mg"
Formol C7Hs
Ammoniaque NH,OH
Alcool iso-amylique CsH120
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Annexe 3 : fiche techniques de réactifs.

» Reéactif de Dragendroff :

( 0.85g de Nitrate de bismuth. ) Mélange les deux solutions (1 et 2)
Solution 1< 40 ml d’eau distillée.
10 ml d’acide acétique. l
- > 15 ml du mélange + 20 ml d’acide acétique
( 8 g d’iode de potassium. et compléter a 100 ml avec I’eau distillée
Solution 2 <

2 ml d’eau distillée.

. S

» Acide chlorhydrique (HCI) & 2N : 87.64 ml d’HCI + 500 ml d’eau distillée.

» Ammoniaque % : 30 ml d’Ammoniaque et 60 ml d’eau distillée.

» Chlorure ferrique (FeCls) a 5% : 5 g de FeCl; et 10 ml d’eau distillée.
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Annexe 4 : rendement d’extraction des polyphénols.

10

8,5%

Extrait méthanolique

m Chamaemelum nobile L.

m Matricaria chamomilla L.

10

9,98

9,96

9,94

9,92

9,9

9,88

10 %

Extrait aqueux

m Chamaemelum nobile L.

m Matricaria chamomilla L.
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0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0,84%

0,64%

Extait chloroformique

® Chamaemelum nobile L.

®m Matricaria chamomilla L.
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Annexe 5 : courbe d’étalonnage d’acide gallique.

Absorbances a 760 nm

3 I
Y+ 51X + U, UBo

2[5 <=099/71

2
1,5

1
0,5

0 i |

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

concentration de I'acide gallique (mg/ml)

0,3
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Annexe 6 : moyenne des zones d’inhibition des souches microbiennes vis-a-vis de

Chamaemelum nobile L. et Matricaria chamomilla L.

mm Extrait méthanolique
25,00
20,00 m Staphylococcus
aureus
15,00
= Baccillus
10,00 thuringiensis
m Pseudomonas
5,00 aeruginosa
0,00 ™ Escherichia coli
Chamaemelum Matricaria Témoins
noble L. chamomilla L.
mm Extrait aqueux
14,00
m Staphylococcus
12,00 aureus
10,00 = Baccillus
8,00 thuringiensis
6,00 = Pseudomonas
aureus
4,00
m Escherichia coli
2,00
0,00

Chamaemelum Matricaria Témoins
noble L. chamomilla L.
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mm Extrait chloroformique
12,00
10,00
8,00 m Staphylococcus
aureus
6,00 m Bacillus
thuringiensis
4,00 m Pseudomonas
200 aeruglr)osg .
m Escherichia coli
0,00
Chamaemelum Matricaria Témoins
nobile L. chamomilla L.
Extrait méthanolique
mm
6,00
5,00 .
® Fusarium sp
4,00
. ) )
3.00 Candida albicans
2,00
1,00
0,00

Chamaemelum Matricaria Témoins
noble L. chamomilla L.
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mm
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00

Extrait aqueux

Chamaemelum Matricaria
noble L. chamomilla L.

Témoins

m Fusarium sp

m Candida albicans

mm
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00

Extrait chlorofomique

Chamaemelum Matricaria
noble L. chamomilla L.

Témoins

m Fusarium sp

m Candida albicans




Résumé

Les travaux présentés dans cette étude visent a la valorisation des deux plantes médicinales de la
famille des Astéracée a savoir Chamaemelum nobile L. et Matricaria chamomilla L., en les
caractérisant par une évaluation des activités antimicrobiennes de différents extraits polyphénoliques.
Ces deux plantes sont tres appréciées pour leurs teneurs en métabolites secondaires. Les extraites
polyphénoliques obtenues par macération ont monté un rendement d’extraction de 8.5%, 0.84% et
10% pour Chamaemelum nobile L. et de 6%, 0.64% et 9.92% pour Matricaria chamomilla L.,
respectivement 1’extrait méthanolique, chloroformique et aqueux. La teneur totale en polyphénol a
été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu est d’ordre 0.017 mg/ml et 0.016 mg/ml pour
Matricaria chamomilla L. et Chamaemelum nobile L. respectivement.

L’activité antimicrobienne des trois extraits polyphénolique été déterminée sur six souches
microbiennes, selon la méthode de diffusion de disque et a donné des zones d’inhibition variant
de 7 a 15 mm. Donc les trois extraits polyphénoliques ont une activité moyennement inhibitrice et
ils ont réagi positivement au moins sur une des souches microbiennes testées sauf la flore fongique,
ainsi que 1’extrait méthanolique de Matricaria chamomilla L. a une forte activité vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa par une zone d’inhibition estimé de 22.5mm.

Mots clés : Chamaemelum nobile, Matricaria chamomilla, Polyphénols, Activités antimicrobienne.

Abstract
The work presented in this study aims at the valorization of the two medicinal plants of the family
Asteraceae, Chamaemelum nobile L. and Matricaria chamomilla L., characterizing them by an evaluation of
the antimicrobial activities of various polyphenolics extracts. These two plants are very much appreciated by
their traitors in secondary metabolites. The polyphenolics extracted by maceration an extraction yield of
8.5%, 0.84% and 10% for Chamaemelum nobile L. and 6%, 0.64% and 9.92% for Matricaria chamomilla L.
respectively extract Methanolic, chloroformic and aqueous. The total content of polyphenol was determined
using the Folin-Ciocalteu reagent and found to be: 0.017 mg/ML and 0.016 mg/ml for Matricaria
chamomilla L. Chamaemelum nobile L. respectively.
The antimicrobial activity of the three polyphenols extracts was determined on six microbial strains,
according to the disk diffusion method, giving zones of inhibition ranging from 7 to 15 mm. Thus, the three
polyphenolic extracts have a moderately inhibitory activity and have positively reacted at least on one of the
tested microbial strains except the fungal flora, as well as the methanolic extract of Matricaria chamomilla
L. has a strong activity against Pseudomonas aeruginosa. by an estimated inhibition zone of 22.5 mm.
Key words: Chamaemelum nobile L, Matricaria chamomilla L, Polyphenol, antimicrobial activity.
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