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Résumé

Depuis fort longtemps, les plantes médicinales furent le principal recours pour la fabrication de remedes
naturels. Elles ont été utilisées par différentes civilisations en médecine traditionnelle. L’objectif de notre
travail est d’évaluer D’activité antibactérienne, antioxydante et anti-inflammatoire des composés
phénoliques de la plante médicinale Matricaria Chamomilla L appelée communément « babounedj » ;
une plante herbacée qui appartient a la famille des Astéracées trés connue par ses propriétés

thérapeutiques.

L’extraction des composées phénoliques de la plante a été effectuée par macération qui a donné un
rendement indique une richesse en composés phénoliques, notamment en flavonoides. L’extrait brut
dispose d’une teneur notable en polyphénols totaux et en flavonoides dosés par des méthodes

spectrophotométrique avec un taux de 92,26+0,06 ng EAG/mg et 61,11+0,5 pg EQ/mg respectivement.

L’activité antibactérienne de I’extrait a été testée sur cinq souches bactérienne de références a savoir
Escherchia coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Klibsiella pneumoniae
ATCCI13883 , Salmonella typhimurium ATCCI14023 , Staphylococcus aureus ATCC25923 par deux
méthodes : la méthode de diffusion en puits et celle de micro dilution en milieu liquide (microplaque).
les résultats obtenus montrent que I’extrait méthanolique de Matricaria Chamomilla L posséde une bonne

activité inhibitrice de croissance vis-a-vis de la plupart des souches testées

L’extrait de Matricaria Chamomilla posséde une activité antioxydante notable contre le radical libre
DPPHe, bien que moins puissante que celle de I’acide ascorbique avec une valeur d’IC50, indicateur de
I’efficacité antioxydante significativement plus faible pour 1’acide ascorbique (37+0,23 pg/ml) que pour

I’extrait (62 +1,02pg/ml), soulignant sa supériorité.

L’extrait polyphénolique brut de Matricaria chamomilla a démontré une excellente activité anti-
inflammatoire significative a travers deux méthodes expérimentales : la stabilisation des membranes des
globules rouges et I’inhibition de la dénaturation de 1’albumine sérique bovine. Bien que légerement

moins efficace que le diclofénac médicament de référence.

Mots clés : Activité anti-inflammatoire. Activité antimicrobienne .Activité antioxydante .Camomille
(Matricaria Chamomilla) .Polyphénol



Abstract:

For a long time, medicinal plants have been the primary source for the production of natural remedies.
They have been used by various civilizations in traditional medicine. The aim of our study is to evaluate
the antibacterial, antioxidant, and anti-inflammatory activities of the phenolic compounds of the
medicinal plant Matricaria chamomilla L., commonly known as "Babounedj", an herbaceous plant
belonging to the Asteraceae family, well known for its therapeutic properties. The extraction of phenolic
compounds from the plant was carried out by maceration, which yielded an extract rich in phenolic
compounds, especially flavonoids. The crude extract showed a notable content of total polyphenols and
flavonoids, quantified using spectrophotometric methods, with values of 92.26 + 0.06 g GAE/mg and
61.11 £ 0.5 pg QE/mg, respectively. The antibacterial activity of the extract was tested on five reference
bacterial strains: Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC13883, Salmonella typhimurium ATCC14023, and Staphylococcus aureus
ATCC25923, using two methods: the agar well diffusion method and the microdilution method in liquid
medium (microplate). The results showed that the methanolic extract of Matricaria chamomilla L.
possesses good inhibitory activity against most of the tested strains. The extract of Matricaria
chamomilla demonstrated a significant antioxidant activity against the DPPH free radical, although less
potent than ascorbic acid, with an IC50 value significantly lower for ascorbic acid (37 £ 0.23 pg/ml) than
for the extract (62 + 1.02 pg/ml), highlighting the superior effectiveness of ascorbic acid. The crude
polyphenolic extract of Matricaria chamomilla showed excellent and significant anti-inflammatory
activity through two experimental methods: stabilization of red blood cell membranes and inhibition of

bovine serum albumin denaturation, although slightly less effective than the reference drug diclofenac.

Keywords: Anti-inflammatory activity. Antimicrobial activity. Antioxidant activity. Matricaria

camomilla. Polyphenol
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Introduction géneérale



Introduction généjrale

Les soins par les plantes aussi appelées phytothérapie, est une science millénaire trés ancienne basée
sur un savoir empirique qui s’est transmis et enrichi au fil d’innombrables générations. 11 est trés difficile
d’établir avec précision 1’origine de la premicre utilisation des plantes par les humains comme thérapie
car toutes les cultures les ont utilisées a un moment de leur histoire comme source de traitement. On
choisissait souvent les plantes pour leur apparence qui évoquait un organe ou une affection et il s’avéra

souvent que cette similitude indiquait mystérieusement un effet thérapeutique.

En Algérie, les plantes médicinales occupent une place importante dans la médecine traditionnelle et
sont utilisées dans de nombreux traitement. Une étude de 2009 révele I’existence de 1926 herboristeries
réparties sur le territoire, dont une forte concentration a Alger (199 magasins), Béchar (100), la pratique

se transmet entre générations et connait un intérét croissant. (boumediou,A et a/ 2017)

L'action de la phytothérapie sur l'organisme dépend de la composition des plantes. Depuis le XVIIle
siecle, au cours duquel des savants ont commencé a extraire et a isoler les substances chimiques qu'elles
contiennent, on considére les plantes et leurs effets en fonction de leurs principes actifs qui sont des
substances chimiques qui leur conférent leurs propriétés thérapeutiques. La recherche des principes actifs
des extraits des plantes est d'une importance capitale car elle a permis la mise au point de médicaments

essentiels. (Larousse . 2001).

Les polyphénols, en particulier les flavonoides, représentent I’un des groupes les plus étudiés dans la
recherche actuelle sur les plantes médicinales. Ils sont présents dans de nombreuses parties de la plante
(feuilles, fruits, racines) et jouent un role crucial dans la protection contre les rayons UV, les infections
fongiques, et ’oxydation. En médecine, ils sont valorisés pour leurs effets antioxydants, antimicrobien,

anticancéreux, neuroprotecteurs et anti inflammatoire (Balasundram ez al.2006).

De nos jours, laplante Matricaria chamomilla L. est largement répandue dans le monde entier.
Elle a été utilisée traditionnellement dans plusieurs pays pour soigner un certain nombre de maladies,
notamment les troubles gastro intestinaux, le rhume, les troubles hépatiques, neuropsychiatriques et
respiratoires. Aussi, cette plante est largement utilisée contre la douleur digestif, les infections
urinaires et pour soigner les maladies de la peau, des yeux et de la bouche ((Giizel et al., 2015 ;

Petrakou et al., 2020 ; Singh et al., 2011).



Introduction généjrale

L’objectif de notre travail est de confirmer scientifiques I’utilisation traditionnelle de cette plante
médicinale en évaluant in vitro certaines activités biologiques des ses polyphénols a savoir 1’activité

antibactérienne, anti oxydante et anti inflammatoire.



Partie bibliographique



Chapitre 1 Phytothérapie et plante médicinales

Chapitre 1

Phytothérapie et plantes
meédicinales



Chapitre 1 Phytothérapie et plante médicinales

I. Phytothérapie

Le mot phytothérapie provient de deux mots grecs qui signifient essentiellement soigner avec Les
plantes, Il s’agit d’une pratique millénaire basée sur un savoir empirique que s’est Transmis et enrichi au
fil d’innombrables génération. La phytothérapie, étymologiquement le traitement par les plantes, est une
méthode thérapeutique qui utilise 1’action des plantes médicinales ou une seule partie active de ces

plantes ayant des propriétés thérapeutiques, dont on peut distinguer deux concepts de la phytothérapie :

> Phytothérapie traditionnelle : Basée sur I’observation et I’expérience, elle utilise les plantes
dans leur état naturel, sans transformation majeure. Cette approche est globale et holistique,

s’¢loignant de médecine Scientifique moderne, mais permet une observation sur le long terme.

> Phytothérapie moderne : Repose sur des connaissances biochimiques et des tests cliniques
standardisés pour soulager les Symptomes, souvent sous forme de complément ou médicaments
d’origine végétale présentés comme Spécialités pharmaceutiques. (Z, MOHAMMEDI . et al
.2009).

I.1. Types de phytothérapie

e Aromathérapie

Est une thérapeutique qu’utilise les essences des plantes, ou les huiles essentielles, substances
Aromatique secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces huiles sont des produits Complexes a

utiliser souvent a travers la peau.

e Gemmothérapie

Se fonde sur 'utilisation d’extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que les Bourgeons et les

radicelles.

e Herboristerie

Correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus ancienne I’herboristerie sert de
la plante fraiche ou séchée ; elle utilise soit la plante enticre, soit une partie de celle-ci (écorce, fruit,
fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le plus souvent a base d’eau : décoction,
infusion, macération. Ces préparations existent aussi sous forme plus moderne de gélule de poudre seéche

que le sujet avale.
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e Homéopathie

A recours aux plantes d’une fagon prépondérante, mais non exclusive ; les trois quarts des souches sont

d’origine végétale, le reste étant d’origine animale et minérale.

e Phytothérapie pharmaceutique

Elle utilise des produits d’origine végétale obtenus par extraction et que sont dilués dans L’alcool
¢thylique ou autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue

et rapide. IIs sont présentés sous forme de sirop, gouttes, gélules et lyophilisats. (strang 2006)

1.2. Bienfaits de la phytothérapie

» Elle offre de nombreux avantages malgré les avancées de la médecine moderne. Les plantes ont
toujours €té une source majeure de soins, mémes dans les cas de maladies graves.

» Elle est généralement mieux acceptée par 1’organisme et moins toxique que les médicaments
Classique.

» La phytothérapie est moins couteuse que la médecine orthodoxe. Elle est adaptée aux pays en
développement, car elle peut répondre aux besoins de sant¢ de manicre simple et économique. (E,

ADJANOHOUM . et al, 2006)

I.3. Usage de la phytothérapie

Bien que la phytothérapie soit considérée comme naturelle, certaines plantes peuvent étre a la fois
bénéfiques et toxiques. Il n’est pas toujours facile de détecter leur toxicité, surtout que Certains effets
secondaires n’apparaissent qu’apres une utilisation prolongée et sur un grand nombre de patients. Il donc
essentiel de rester prudent et de ne pas croire que tout ce qui est naturel est forcément sans danger.
(ZEGGAWGH . et al, 2013)

I1. Plantes médicinales

I1.1. Définition

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle, et au moins certaines d'entre elles ont une
valeur médicinale. Leur effet provient de leurs composés (métabolites primaires ou secondaires) ou de
la synergie entre les différents composés existants. Elles sont utilisées en raison de leurs propriétés
spéciales qui sont bénéfiques pour la santé humaine. En fait, ils sont utilisés de différentes maniéres,
décoction, infusion et macération. Une ou plusieurs parties d'entre elles, racines, feuilles, fleurs peuvent
étre utilisées (Dutertre. et al . 2006).

Le tableau 01 montre quelques plantes médicinales trouvées en Algérie et leur propriété
6
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Tableau 01 : Quelques plantes médicinales trouvées en Algérie et leur propriété .Guide ullistré de la

flore algérienne (2012).
Plantes Photos Nom Partie Propriétés
médicinales Commun utilisé thérapeutiques
Myrte commun Rihane, Les feuilles et | utilisée comme antiseptique
Myrtus communis Mersen les fruits et digestif. Elle est
L. recommandée contre les
bronchites, elle désinfecte la
gorge infectée. Les fruits,
consommes verts ou
desséchés, fortifient le coeur.
Chicorée Seriss, Les feuilles soulager les problémes
sauvage, Tilfaf (en infusion) gastriques et stomatiques, ou
Chicorée amére et les racines encore en cas d’anémie et
cicHorium (en décoction) | d’insuffisance biliaire.
intybus L.
Carotte sauvage Sennayria, | Les feuille et | elle augmente la sécrétion
daucus carota l. Asfarnaia | les racines urinaire, est un vermifuge, a
subsp. maximus des vertus digestives, calme
(desf.) ball les spasmes de la vessie et
les douleurs menstruelles.
Echinops Fouga el Le capitule et | On lui reconnait une action
ecHinops djemel, les feuilles réelle sur les fibres
Spinosissimus Kachir musculaires lisses. Elle est
turra aussi conseillée aussi dans le
traitement des hémorroides
Grand mélinet, Kera en Les fleures et | astringentes et
Grande cérinthe nehal, les feuiies rafraichissantes.
cerintHe maJor | Fouila Les fleurs et les feuilles
¢taient utilisées dans le
traitement des inflammations
et des troubles oculaires
Eupatoire Tebbaq reconnait des vertus
chanvrine, laxatives. Elle facilite
Chanvrine I’évacuation de la bile et
eupatorium soigne les troubles du foie ou

cannabinum |..

des reins
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I1.2. Métabolites Secondaires

Les plantes médicinales sont reconnues pour leur richesse en composés bioactifs, produits dans le cadre
de leur métabolisme. Ces composés sont généralement classés en deux grandes catégories : les
métabolites primaires, nécessaires a la survie et a la croissance de la plante (glucides, lipides,
protéines ...), et les métabolites secondaires, qui bien qu’ils ne soient pas vitaux pour le métabolisme de

base, assurent des fonctions écologiques, de défense et d’adaptation.

Les métabolites secondaires qui sont souvent a l’origine des effets thérapeutiques des plantes
médicinales, dépassant actuellement 100.000 substances identifiées, ils appartiennent a trois grandes

familles : (Wink . 2010).

v" Les alcaloides : Ce sont des composés azotés, souvent toxiques, qui ont un role de défense

contre les prédateurs. Ils sont connus pour leurs effets pharmacologiques puissants chez

I’homme. ( Dewick, P.M. 2009).

v Les terpénes et les stéroides : Dérivés de I’isopréne, les terpénes sont trés variés et interviennent

dans la résistance aux stress biotiques et abiotiques. (Croteau, R. et al. 2000).

v Les composés phénoliques

I1.3. Composés phénoliques

Les composés phénoliques font partie d’une large famille de métabolites secondaires présents chez
les végétaux. A ce jour, environ 10000 de ces substances ont été identifiées. La majorité de ces composés
dérivent des acides aminés aromatiques, principalement la phénylalanine, et dans une moindre mesure
la tyrosine.la synthése de ces acides varie selon les especes végétales. le terme « composés phénoliques
» englobe les mono phénols, diphénols et poly phénols, selon qu’ils possédent une, deux ou plusieurs

fonctions phénoliques dans leur structure. (Fleuriet A. et a/ . 2005).

I1.3.1. Principales classes des composés phénoliques

D'apreés (Macheix. et al. 2005), les composés phénoliques sont regroupés en nombreuses classes qui

se différencient par:

- Les voies de la biosynthése;
- La complexité du squelette de bas (de simple C1 a des formes polymérisées)

-+ Les degrés de modification de ce squelette (degrés d'oxydation, d'hydroxylation, de
8
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méthylation...)
- Liaison possible de ses molécules de base avec d'autres molécules (glucides, lipides,
protéines et d'autres métabolites secondaires qui peuvent €tre des composés phénoliques).

La figure 01 représente les différentes classes des composés phénoliques.

Polyphenols
- " —
Phenolic acids Flavonoids Non-flavonoids
r I “ - | R
Hydroxybenzoic acid  Hydroxycinnamic acid Stilbenes Lignans Others
3 | " Eg. Diaryhaplancids
r 0.2 : 5 H ‘::0 OH Q OH
°, OH
t HO
B o ? $f
Ho‘““"““coon GO Y OCH, HO
H
Gallic acid Ferulic acid Resveratrol Secoisolariciresinol Curcumin
| | I I ! L |
Flavonol Flavone Flavanol Flavanone Isoflavone Anthocyanidin
OH OH Glu
’ »ﬁ"
lfw HO, ., O -ij HOQ HO. o\,.@T HO | 0 wJ
I |
1 K““rj J’DH :]Y ﬁ”"oﬂ
OH O OH O OH O 0 “hoy CH
Quercetin Apigenin Catechin Naringenin Puerarin Cyanidin

Figure 01 : Classification générale des polyphénols (Gervaise Y.2004).

I1.3.2. Activité biologiques des polyphénols

Les rdles biologiques, pharmacologiques et thérapeutiques des certains composés phénoliques sont

résumes dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 02: Activités de certains composés phénoliques (Bahorun T. 1997)

POLYPHENOLS

ACTIVITES

Acides phénols
(cinnamiques et benzoiques)

Antibactériennes
Antifongiques
Antioxydants

Coumarines

Protectrices vasculaires et
antioedémateuses

Flavonoides

Anti tumorales

Anti carcinogénes
Anti-inflammatoires
Hypotenseurs
Diurétiques
Antioxydants

Anthocyanes
Proanthocyanidines

Protectrices capillaro-veineux
Effets stabilisants sur le collagene
Antioxydants

Anti tumorales

Antifongiques
Anti-inflammatoires

Tannins galliques et catéchiques antioxydants

% Activité Antioxydante

L'antioxydant est une substance qui ralentit, empéche ou inhibe 1'oxydation en neutralisant des
radicaux libres qui sont des molécules ou des fragments de molécules qui contiennent un électron non
appari¢ dans leurs orbitales atomiques ou moléculaires ou simplement des especes d'oxygene réactif, qui
contiennent en également d'autres especes d'oxygene, y compris du peroxyde d'hydrogeéne qui sont des
fragments hautement réactifs et sont générés par les cellules pendant la respiration. Cependant, leur
production élevée induit des dommages moléculaires et cellulaires conduisant au développement de

divers troubles de la santé humaine.( Lalhminghlui, K et a/.2018).

Les composés phénoliques abondants dans les tissus végétaux, ont la capacité d’agir comme
antioxydants naturels. Ils ont une réactivité élevée en tant que donneurs d'e- et sont capables de stabiliser
et de délocaliser les e- non appariés (c'est-a-dire leur fonction de rupture de chaine) et sont capables de
chélater les ions de métaux de transition (en mettant fin a la réaction de Fenton). Ils sont également
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capables de modifier la cinétique de peroxydation en modifiant 'ordre de remplissage lipidique pour
diminuer la fluidité de la membrane. Ces changements pourraient entraver la diffusion des radicaux libres

et restreindre la réaction peroxydative .(Yadav , et al .(2016)

+ Activité anti-inflammatoire

Les anti-inflammatoires sont définis comme étant des substances qui agissent sur la douleur et le
gonflement provoqués par I’agression d’un agent pathogéne. Ils bloquent la sécrétion ou ’action de
certains médiateurs chimiques de I’inflammation, comme les prostaglandines, réduisant ainsi la sensation

de douleur ainsi que I’inflammation elle-méme .( Orliaguet, G et al. 2013)

L’activité anti-inflammatoire des composés phénoliques a ét¢ démontrée dans de nombreuses études
in vitro et in vivo . IIs expriment leur activité anti-inflammatoire en modulant 1I’expression des génes pro-
inflammatoires tels que COX, LOX, la synthase de 1’oxyde nitrique (NO synthase) ainsi que plusieurs
cytokines . De plus, les flavonoides, un sous-groupe important de polyphénols, peuvent inhiber
différentes étapes de la réponse inflammatoire, depuis I’augmentation de la perméabilité vasculaire dans
les phases précoces jusqu’a la formation de tissu de granulation. Ils peuvent empécher la libération des
médiateurs pro-inflammatoires tels que I’histamine, les dérivés lysosomales, ainsi que les produits des
basophiles, cellules mastocytaires et neutrophiles. Certains flavonoides modulent aussi la fonction

lymphocytaire, influencant ainsi la réponse immunitaire .(Santangelo ef al.2007)
Activité anti bactérienne

Un agent antibactérien : est un agent qui inhibe la croissance bactérienne ou tue les bactéries.

L’activité antibactérienne s’exerce de 2 maniéres différentes :

e Activité létale bactéricide : qui provoque la mort de la bactérie.

e Activité inhibitrice ou bactériostatique : empéche la croissance du micro-organisme.

(BELOUD,A .2003).
D’une maniere générale, I’action se déroule en trois phases :

v Attaque de la paroi bactérienne qui provoque une augmentation de la perméabilité puis la
perte des constituants cellulaires.
v Acidification de I’intérieur de la cellule, Arrété la production de 1’énergie cellulaire et la

synthése des composants de structure.

11
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v" Destruction de matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie. (Burt.2004)

Les polyphenols sont doués d'activité antibactériennes importantes et diverses, probablement di a
leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur les groupes phénoliques
sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les microorganismes, avec 1'évidence que le taux
d'hydroxylation est directement proportionnel a la toxicité . Il a été¢ aussi rapporté que plus les composés
phénoliques sont oxydés plus ils sont inhibiteurs des microorganismes .Les flavane-3-ols, les flavonols
et les tanins ont recu plus d'attention du a leur large spectre et forte activité antimicrobienne par rapport

aux autres polyphenols .(Cowan ef al .1999).

Ces composés jouent un role inhibiteur, ils n'agissent pas sur la paroi bactérienne mais plutdt sur un
mécanisme interne. Ces composés sont supposés agir sur I'ADN, I'ARN et la synthése protéique . Ils
possédent une capacité de supprimer un nombre de facteurs de virulence microbienne telle que
l'inhibition de la formation de biofilms, la réduction de l'adhésion aux ligands de I'hote et la
neutralisation des toxines bactériennes ainsi qu'a leur capacité d'établir une synergie avec certains

antibiotiques. (Ulanowska et al. 2008)

I1.3.3. Role et intérét des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de la plante
(lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains microorganismes
symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et
physique (relations avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV); soit
directement dans la nature soit lors de la conservation apres récolte de certains végétaux; dans les critéres
de qualité (couleur, astringence, amertume, qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'homme
dans sa consommation des organes végétaux (fruits, légumes, tubercules...) et des produits qui en
dérivent par la transformation; dans les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des
traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées...) pendant lesquels
apparaissent fréquemment des brunissements enzymatiques qui modifient la qualité du produit fini. (

Fleuriet A.et al .( 2005).
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I. Généralité sur la famille des Astéracées

Le mot aster du grec signifie «I'étoile» en référence a la forme des fleurs . La famille des Astéracées
ou Composées est la famille la plus large des plantes a fleurs, famille de plantes dicotylédones, elle
comprend pres de 13 000 especes réparties en 1500 genres formant approximativement 10% de la flore
du monde . Les astéracées sont principalement des plantes herbacées, des arbustes ou des arbres. Elles
sont constituées d'oligosaccharides, entre autre l'inuline avec présence générale de poly acétylénes et
d'huiles essentielles. Les principes amers, les corps insaturés, les flavonoides, les coumarines, les
polyphénols, les terpenes.., principaux constituants chimiques des Astéracées expliquent la diversité de

leurs activités pharmacologique .(Gaussen et a/ .1982)

II. Description de la plante Matricaria chamomilla L.

Matricaria vient de matrix, Femelle, « matrice, la plante facilite et soulage les douleurs des regles: le
nom chamomilla vient du grec chamaimelon, chamai >>> signifiant a terre », et melon », signifiant

pomme» (Pierre et al . 2007).

I1.1. Botanique

La Matricaria chamomilla L. est une plante herbacée annuelle, aromatique . Elle dégage une odeur
douce et agréable et a une saveur légerement amére et herbacée. Elle mesure généralement de 10 a 60
centimétres de hauteur. Ces feuilles, alternés, épaisses, sont trés divisés (bi ou tri pennées), en laniéres.
Ces fleurs sont regroupées en capitules solitaires a l'extrémité des tiges ressemblent a de petites
marguerites avec un centre jaune entouré¢ de pétales blancs, dont leurs racines sont fibreuses et peu

profonde. (Heywood et a/ . 2007)

Figure 02: Différents parties de Matricaria Chamomilla (Hamad , S et al.2016)
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I1.2. Géographique

Espece sauvage et cultivée. On la semé au printemps ou a l'automne et on récolte les capitules floraux
en été, en pleine floraison. La camomille aime les terrains siliceux, riches, légers et bien drainés elle
tolére un pH de 4.5 a 7.5 et pousse sous climat plein soleil. Cette plante peut s’¢élever a une assez grande

altitude dans les champs des montagnes ou au voisinage des habitations des villages situés a environ
1000 m. (Andrew,ch .2001).
I11. Position systématique de la plante

Matricaria Chamomilla L., également connue sous le nom de camomille allemande ou camomille
vraie, Elle appartient a la famille des Astéracées (Asteraceae), qui regroupe de nombreuses plantes
médicinales et ornementales. Sa classification botanique est la suivante :

Régne : Plantae (Plantes)

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae (Astéracées)

Genre : Matricaria

Espéce : Matricaria Chamomilla L. (Benedi. et a/ .2019)

Cette classification est reconnue par les principales bases de données botaniques mondiales, telles que
Plants of the World Online (POWO), hébergée par le Royal Botanic Gardens, Kew. Elle repose sur
des criteres morphologiques, anatomiques, et phylogénétiques rigoureux, validés par des experts en
taxonomie végétale’

Nom arabe : g2 Jsi, =5k .(Dr, Ahmed Issa, dictionaire)
Synonymes de la plante : Chamomilla chamomilla L, Chamomilla recutita L.; Matricaria chamomilla
L. (Goetz et al .2012).

IV. Composition chimique de Matricaria Chamomilla L

L’une des especes végétales qui se caractérise par une large variété de composition chimique. Le

tableau ci-dessous résume quelques constituants chimiques de la plante.
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Tableau 03:Quelques constituants chimique de la camomille (John, Wiley. 2008) .

Huiles essentielles Esters, angélate d’isobutyle, angélate  Les fleurs
de 2-méthylbutyle.

Flavonoide Apigétrine,apiine,apigénine, Fleurons blanc,
apigénine-7-O-glucoside,lutéoline, Jaunes
lutéoline-7-O-glucoside,
matricine,quercétine,rutine.

Huiles volatiles a-bisadole,azuléne, Les glandes a huile des fleurs
chamazuléne.

Hydrocarbures a-pinéne, camphéne, myrcéne. Les fleurs

tri terpéniques

Autres composés  Acides aminés, polysacharides de Les fleurs
choline, acides végétaux et gras,
tanin.

Coumarine Les fleurs

V. Activités biologiques

Matricaria Chamomilla L, est une plante herbacée annuelle largement utilisée en phytothérapie pour
ses propriétés anti-inflammatoires qui sont bien documentée dans la littérature scientifique.. Les
flavonoides (apigénine, lutéoline, quercétine) présents dans les fleurs de camomille conférent a la plante
un fort potentiel antioxydant . Les extraits de Matricaria Chamomilla exercent une action
antimicrobienne notable contre plusieurs souches bactériennes et fongiques. L’apigénine, un flavonoide
majeur de la camomille, se fixe sur les récepteurs GABA-A dans le cerveau, exercant un effet sédatif et
anxiolytique sans induire de dépendance . Traditionnellement utilisée pour soulager les troubles
digestifs, la camomille exerce un effet relaxant sur les muscles lisses intestinaux. L’ a-bisabolol et la
spiroéther sont responsables de cette action antispasmodique, en réduisant I’excitabilité¢ des fibres
musculaires. Elle est notamment efficace contre les coliques, ballonnements, et dyspepsies. (Srivastava

et al. 2010)
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Le tableau 04 résume certaines activités biologiques de la plante Matricaria Chamomilla L.

Tableau 04 : Certaines activités biologiques de Matricaria chamomilla L. (Ghedira et al, 2009)

Anti-inflammatoire ¢ Effet sur I’cedéme induit par 1’huile de croton.
« Inflammations  rhinopharyngées,  bronchiques et
stomatologiques.
«+ Inhibition des prostaglandines, leucotriénes, bradykinine,
histamine, sérotonine.
+« Inhibition des superoxydes, fixateur des radicaux libres.
Anti-oxydant % . Piégeage des radicaux libres: Les extraits de camomille
neutralisent les radicaux libres comme le DPPH et le
superoxyde, réduisant ainsi le stress oxydatif.
¢ Protection cellulaire: Elle protége les cellules contre les

dommages oxydatifs, notamment ceux causés a ['ADN,

aux lipides et aux protéines.

X/
L %4

Activité enzymatique: La camomille stimule l'activité
d'enzymes antioxydants endogénes comme la

superoxyde dismutase (SOD) et la catalase.

Antibactérienne ¢ Bactériostatique: en empéchant la multiplication des
bactéries par altération de leur Métabolisme ou
inhibition enzymatique.

¢ Bactéricide : lorsqu’elle provoque la lyse cellulaire ou

la désintégration de la membrane bactérienne.
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Ce modeste travail consiste a évaluer I’activité anti-inflammatoire, anti-oxydante ainsi que

antibactérienne des polyphénols extraits des fleurs de la plante médicinale Matricaria chamomil.

En effet, notre étude expérimentale a ét¢ réalisée au niveau de hall de technologie, Faculté¢ des

sciences, université 20 aout 1955 Skikda ; il a été partagé entre deux laboratories :

» Laboratoire de biochimie ou on a fait I’extraction des polyphénols a partir des fleures séches de
la camomille et le dosage des polyphénols et des flavonoides totaux ainsi que 1’évaluation de
’activité anti-oxydante et anti-inflammatoire.

» Laboratoire de Microbiologie au niveau du quels une évaluation du pouvoir antibactérien de

I’extrait polyphénolique a été effectuée.

I. Matériel

I.1. Matériel végétal

Notre travail a porté sur les fleures séches de la plante médicinale Matricaria chamomilla qui a été
récoltée d’une région préservée de la pollution, située a proximité du lac de Fetzara, dans la commune
de Berrahal (wilaya d’Annaba). Immédiatement aprés la récolte, uniquement les fleurs saines sont
soigneusement rincées a 1'eau, puis soumises a un processus de dessiccation dans un environnement
protégé de toute exposition lumineuse. Afin de préserver l'intégrité optimale des molécules, la plante est

ensuite broyée de maniére rudimentaire a l'aide d'un moulin électrique.

Plante fraiche fleures seches

Figure 03: préparation du matériel végétal (Original)
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Figure 04: Carte géographique montre la région de récolte (Google Map)

I.2. Souches bactériennes a tester

L’activité antibactérienne de nos échantillons a été testée sur cinq souches bactériennes : quatre
a Gram négatif a savoir, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, E. coli ATCC 25922 , Klebsiella

pneumoniae ATCCI13883 et Salmonella typhimurium ATCC 14028 et une souche a Gram positif ;
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Les souches ont été¢ aimablement fournies par le laboratoire de microbiologie faculté des sciences
université Badji Mokhtar Annaba ou elles ont été conservées a 5C° dans des tubes stériles contenant

10ml de gélose nutritive incliné.
1.3. Matériel du laboratoire

L’ensemble des matériels et des produits utilisés dans notre travail seront cité au fur et a mesure de

leur utilisation.

20



Chapitre I11 Matériel et Méthodes

II. Méthodes

I1.1. Extraction des composés phénoliques a partir de la plante

L’extraction des polyphénols totaux a été effectuée par macération de la maticre végétale (50g)
dans le méthanol pendant 72h sous agitation permanente, avec renouvelement du solvant chaque 24h.
Les trois filtrats sont regroupés ensuit sont soumis a 1’évaporation a I’aide d’un évaporateur rotatif. Les
extraits secs des rhizomes de Matricaria Chamomilla obtenus sont récupérés dans des boites de pétri

jusqu’a leur utilisation.

Figure 05: Etapes d’extraction des composés phénoliques (Original)
I1.2. Calcul du rendement en extrait sec

Pour déterminer le rendement de la plante en extrait sec en calculant le rapport suivant :

e Rdt(%)=(P1-P2/P3)x 100
e P1 : poids du ballon apres évaporation.
e P2 :poids du ballon vide avant évaporation.

e P3:poids de la matiére végétale de départ en poudre (50 g).

I1.3. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par Wong

et al. (2006).

> Principe de la réaction

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
Phosphomolybdique (H3PMo012040). 1l est réduit, lors de I’oxydation des phénols dans un milieu
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basique, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdéne (Mo8023)
(Robbins.2003). La coloration bleue ainsi produite est proportionnelle aux taux de composés phénoliques

et possede une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm.

» Mode opératoire

Il consiste a mélanger 200 pl de I’échantillon (0.5 mg dilué dans 1ml Méthanol) avec 1ml de réactif
de Folin-Ciocalteu (10 fois diluée dans I’eau distill¢). Les solutions ont été mélangées et Incubées
pendant 4minutes. Apres 1’incubation, 800 pl de la solution de carbonate de sodium Na2CO3 (75g /l) a
¢té ajoutée. Le développement d’une couleur bleue est obtenu aprés incubation a I’obscurité et a
température ambiante pendant 2 heures. Aprés incubation, I’absorbance est mesuré par un

spectrophotométre a 765 nm.

Le blanc de la réaction ne contenant pas de I’échantillon est réalis¢ comme le point 0 en pg/ml. La
concentration des polyphénols totaux a été calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme
d’étalonnage ¢établie avec de 1’acide gallique et est exprimée en microgramme (nug) €équivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait (ug d’EAG/mg d’extrait)
I1.4. Dosage des Flavonoides totaux

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par (Djeridane et al., 2006) est utilisée pour

quantifier les flavonoides.

» Principe de la réaction

Cette technique est basée sur la formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure d’aluminium et les

atomes d’oxygene présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Lagnika, 2005).

» Mode opératoire

Briévement, 1 ml de chaque échantillon (0.5 mg dissous dans 1ml de Méthanol) a été ajouté a 1ml
de solution d’AICI3 (2% dans le méthanol). Le mélange a été vigoureusement agité et I’absorbance a 430
nm a été lue apres 10 minutes d’incubation. Le control négatif contient tout le mélange réactionnel sauf

échantillon.

Les résultats sont calculés a partir d’une courbe d’étalonnage établie avec de la quercétine et exprimés

en (ug) équivalent de la quercétine par mg d’extrait.
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I1.4. Evaluation des activités biologiques
I11.4.1. Test de ’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des polyphénols de la plante médicinale Matricaria Chamomilla In Vitro

a été testée par deux méthodes :

** La méthode de diffusion en puits.

+* La méthode de micro dilution en milieu liquide (microplaque).

a. Méthode de diffusion en puits

Il consiste a realiser des puits dans la gélose, qui sont par la suite remplis d’extrait a tester. Un gradient
de concentration de I’extrait se forme par diffusion a partir du puit. La croissance de I’organisme d’essai

est inhibée a une distance du puit qui est liée a sa sensibilité.

e Préparation de ’inoculum
v’ Préparation de pré culture

Les souches bactériennes a tester sont cultivées dans des boites de Pétri contenant de la gélose

nutritive (GN) et incubées pendant 18h a 24h a une température de 37°C, afin d’obtenir une culture

jeune et des colonies bien isolées.

v' Préparation de la suspension bactérienne

A partir d’une culture jeune, prélever a 1’aide d’un écouvillon 335 colonies bien isolées et
parfaitement identiques. Décharger I’écouvillon dans 5 ml d’eau physiologique stérile, agiter
manuellement pour bien homogénéiser la suspension bactérienne. La standardisation de la suspension
est réalisée a I’aide d’un spectrophotometre réglé a une longueur d’onde de 625nm. La densité optique

(DO), comprise entre0.08 et 0.1 (CA-SFM.2013).

¢ KEnsemencement

v La gélose Mueller Hinton (MH) est coulée dans des boites de pétri. Apres refroidissement et
solidification de la gélose, la suspension bactérienne a tester est étalé a la surface du milieu

gélosé a I’aide d’un écouvillon.
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v Un puits de 8mm de diamétre a été creusé dans la gélose MH puis rempli par I’extrait (1mg
d’extrait dissous dans 1ml de DMSO)

v Un autre puits témoin dans la méme boite est rempli par le DMSO.

v' Les boites de pétri sont ensuite fermées et laissées que I’extrait diffusé a T° ambiante

pendant 15min, puis incubées a 37°C pendant 24h (Ngameni et al. 2009).

e Lecture

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque puits a 1’aide

d’une regle.

N.B : On a opté pour le DMSO pour son innocuité vis-a-vis de microorganisme, et pour 1’absence

d’interférence avec 1’ extrait.

Figure06 : Préparation de I’inoculum d Esherchia coli

Figure07: Application des puits sur gélose ensemencée par la souches E,coli
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b. Méthode de micro-dilution en milieu liquide

La détermination de la plus petite concentration inhibitrice de la croissance bactérienne (CMI) est

réalisée par la technique de micro dilution en milieu liquide, a ’aide d’une microplaque stérile de 96

puits (8 x 12 puits) et une gamme de concentration d’extrait allant de 1 mg/ml a 10" mg/ml.

v

v

Déposer Sul de I’extrait et 95 pl du Bouillon Mueller Hinton (BMH) stérile dans le puits 1,
ensuite déposer 50ul de BMH stérile dans les puits 2 a 10.

Une série de dilution au facteur ' a été réalisée dans le BMH a partir de la solution mére du
puits1, par le transfert de 50ul de puits en puits jusqu’au puits 10 (le 50ul du dernier puits a
jeter). Il faut bien mélanger le contenu des puits.

Enfin, déposer 50ul de I’inoculum préalablement préparé dans chaque puits.

La 11éme colonne qui contient 92ul de I’inoculum et 8ul DMSO sert de témoin positif. La
12éme colonne de la plaque qui contient uniquement le milieu BMH (100pl) sert de témoin
négatif.

La micro plaque est incubée a 37 °C pendant 24h.

La lecture est effectuée a 1’ceil nu et la dont la CMI est la plus faible concentration de I’extrait a

laquelle aucune trouble n’est observé. (Eloff. 1998).

Chaque deux différent échantillon de bactéries ont été espacés par deux lignes de puits vides.

Figure08 : Méthode de micro dilution en milieu liquide (Original)
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I11.3.2. Test de I'activité anti-oxydante
» Principe

La mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro de I’extrait polyphénolique de la plante
médicinale Matricaria Chamomilla a été réalisée par une technique chimique en mesurant leurs capacités
de piéger le radical libre DPPH<(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) (Zeghad, 2009).Ce dernier est réduit a la
forme d’hydrazine en acceptant un atome avec une transformation de sa couleur violette foncée en jaune
lors de sa réduction, la décoloration sera proportionnelle au nombre de protons captés peut étre suivie
par une lecture d’absorbance a 517nm, elle permet d’évaluer le taux de réduction du DPPH, et fournit un

moyen pour mesurer antioxydant de I’extrait étudié. (Gulgin et al. 2010)

QL0 CL,

NO, ‘ NO, |
N Antioxydant NH
O,N NO, O,N NO,
DPPH ° DPPHH

(Violet) (Jaun)

[ {
[ SSRGS

Figure 09: mécanisme réactionnel du test DPPH entre 1’espéce radicalaire DPPH et un antioxydant

(AH) (Michel. 2011)

» Mise en ceuvre pratique
e Lasolution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 10 mg de DPPH dans 250 ml de
méthanol (elle ne se conserve pas plus de 4-5 jours a -5C° et a I'obscurité).
e Un volume de 400ul de I'échontillon (a différentes concentrations) a été ajouté a 1600 ul de
la solution de DPPH.
e Le mélange réactionnel a été agité et incubé 30 min a I'obscurité.

e Les absorbances ont ét¢ mesurées a 517nm contre le blanc (solution DPPH/méthanol).
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400 ul de solution de 'extrait végétal a différentes concentration
+1600 pl de la solution de DPPH

e

[ Le mélenge est incubé 30 minutes a l'obscurité 1

¥

Mesurée de I'absorbances 517nm par
spectrophotométre

Figure 10:Teste de piégeage du radical libre DPPH.

L'acide ascorbique été utilis€ comme antioxydant synthétique de référence. La capacité de
l'antioxydant a piéger le radical libre estimée en pourcentage décoloration du DPPH en solution dans le

méthanol. Le pourcentage d'activité antioxydante a été déterminé selon I'équation suivante:

[ % Activité antioxydant= [Abs controle —Abs échantillon/Abs contréle |*100 J

Abs: Absorbance a la longueur d'onde de 517nm.

Le parametre EC50 (concentration équivalente a 50% DPPH perdu) est défini comme étant la
concentration du substrat qui cause la perte de 50% de 1'activité du DPPH (couleur).

I11.3.3. Test de Pactivité anti-inflammatoire

L’¢évaluation de I’activité anti-inflammatoire de 1’extrait végétal a été réalisée in vitro en utilisant

deux méthodes :

» Mc¢éthode de dénaturation de 1’albumine sérique bovine (BSA).

» Mc¢éthode de stabilisation de la membrane des globules rouges.
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a. Méthode de dénaturation de I’albumine sérique bovine (BSA)

» Principe

Cette méthode repose sur l'inhibition de la dénaturation des protéines, processus souvent associé¢ a

l'inflammation aigué. Elle est largement utilisée comme modéele de criblage pour tester le potentiel anti-

inflammatoire de substances naturelles.(Mizushima er Kobayashi . 1968)

> Protocol

v

D N N N N NN

Une gamme de concentration de nos échantillons ainsi que du controle positif (diclofénac
100mg) a été préparé a partir d’une solution mére de Img/ml dans le DMSO suite a des
dilutions successives a raison de V5.

Iml de chaque dilution correspondante est ajouté a 1ml d’une solution aqueuse a 1% de BSA.
Le mélange a été incubé pendant 15 minutes a une température ambiante a 1I’obscurité.

Le mélangea été chauffé pendant 10 minutes a une température de 70°C.

Laisser refroidir a I’aire libre.

L’absorbance a été¢ mesurée a 660 nm.

Un blanc (DMSO + eau distillée) et un controle négatif (BSA + eau distillée)ont été préparés.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de I’albumine sérique bovine BSA a été déterminé selon

I’équation suivante:

% d’activité anti inflammatoire = [(Abs contréle - Abs échantillon) / Abs contréle]*100

Figure 11: Méthode de dénaturation de I’albumine sérique bovine (BSA)

b. Méthode de stabilisation de la membrane des globules rouges

>

Principe
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Cette méthode repose sur le principe selon lequel I’inflammation est associée a la lyse des membranes
cellulaires, et qu’un agent anti-inflammatoire efficace peut inhiber cette lyse, en particulier celle des

érythrocytes exposés a des conditions stressantes (chaleur, hypotonicité).

» Protocole
v" Du sang humain a été prélevé sur un tube hépariné pour éviter la coagulation, puis
centrifugé a 3000 tr/min pendant 10 minutes pour séparer le plasma. (Shinde et al. 1999.)
v' Les globules rouges ont été lavés trois fois (2500 tr pendant 3 min) & ’aide d’une solution
saline isotonique (NaCl 0,9 %) afin d’éliminer les résidus plasmatiques. 50Oyedapo et
al.1995)
v Une solution de 10 % d’hématies dans NaCl(0,9 %) a été préparée et utilisée comme
suspension de base.
v" Préparation du mélange réactionnel qui contient :
o 0,5 mldela suspension de globule rouge (10%),
o 0,5 ml de chaque dilution de I’échantillon (extrait et diclofénac) dont la gamme de
concentration a été préparée de la méme manier que la méthode précédente)
o 0,5 ml d’eau distillée
v" Ce mélange a été incubé a 37 °C pendant 30 minutes, puis centrifugé 5 min a 2500toures.
v’ L’absorbance de surnageant a été mesurée a 560 nm
v" Un blanc (DMSO + eau distillée) et un contrdle négatif (solution saline de globule rouge

a10% + eau distillée) ont été préparés.

Le pourcentage d’inhibition de la lyse de la membrane des globules rouges a ét¢ déterminé selon

I’équation suivante :

% d’activité anti inflammatoire = [(Abs contréle - Abs échantillon) / Abs contréle]*100
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Figure 12: M¢éthode de stabilisation de la membrane des globules rouges.

I11.4. Etude statistique

Les résultats des tests effectues sont exprimés en Moyenne + SEM par un logiciel (Graph Pad. Prism.
V 7.03). Les comparaisons multiples et le taux de signification est déterminée par le test one way

ANOVA. Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05 (p < 0.05).
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I. Rendement en extrait sec
Le rendement de D’extrait polyphénolique brut obtenu par macération des fleurs de la plante

médicinale Matricaria Chamomilla est représenté dans le tableau suivant :

Tableau 05 : Caractéristiques de 1’extrait polyphénolique

Extrait Couleur Aspect Rendement (%)

Jaune foncé | Gel visqueux 19.37 %

Aprés ’extraction par macération 1’extrait méthanolique obtenu a partir des fleurs de Matricaria
chamomilla est un gel visqueux jaune foncé, avec un rendement important de 19,37 %. Ce rendement
indique une richesse en composés phénoliques, notamment en flavonoides.

Ce résultat est supérieur a d’autres études utilisant des méthodes similaires, comme celle de Al-
Dabbas (2012) qui a obtenu un rendement de 15 %, ce qui peut étre attribu¢ a I’optimisation des
parametres d’extraction (type de solvant, température, durée). Toutefois, il est difficile de comparer
strictement nos résultats avec ceux de la bibliographie, car le rendement n’est que relatif et
dépend de I’espeéce végétale étudiée, la partie utilisée dans 1’extraction, les conditions de séchage
et d’entreposage, le contenu de chaque espéce en métabolites secondaires, la nature du solvant utilisé
dans I’extraction ou le fractionnement, sa polarité ainsi que la méthode d’extraction elle-méme ((McKay

.etal.2006).

II. Teneures en composés phénoliques
L’¢étude quantitative de I’extrait brut méthanolique de la plante Matricaria cammomilla au moyen des

dosages spectrophotométries permet de déterminer la teneur totale des polyphénols et des flavonoides.

e Polyphénols totaux
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La détermination de la teneur en polyphénols totaux de notre échantillon a été réalisée selon la
méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Le taux total des polyphénols a été calculé a partir de la
courbe d’étalonnage d’acide gallique (figure ,,,,) et exprimé en pg équivalent d’acide gallique par mg

d’extrait (ug GAE/mg). Le résultat obtenus est motionné dans la figures16
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Figure 14:Teneur en polyphénols totaux de I’extrait méthanolique de Matricaria camomilla.
D’apres les résultats obtenus, les constituants phénoliques totaux de I'extrait ont été trouvés avec une
valeur moyenne de 1’ordre de 92,26+0,06 ngEAG/mg d’extrait. La teneur phénolique
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d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs tels que, les conditions climatiques, le moment
de la récolte, les conditions de stockage, le solvant d’extraction qui emporte des substances non
phénoliques comme les sucres, les protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute

¢valuation phénolique . (Djeridane ef al. 2006)

e Flavonoides totaux

La quantit¢ des flavonoides a ¢ét¢ déterminée a partir de la courbe d’étalonnage de Quercétine
(figure ;;;;) et exprimés en pug équivalent de quercétine par mg d’extrait (ug QE/mg). Le résultat obtenu

est représenté dans la figurel5
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Figurel6: Teneur en flavonoides totaux de I’extrait méthanolique de Matricaria cammomilla .

La teneur en flavonoides totaux a été effectuée par la méthode colorimétrique au chlorure
d’aluminium (AICI3), elle a été estimée a 61,11+0,5 ng EQ/mg. Une comparaison stricte de nos
résultats avec ceux de la bibliographie ne peut-étre représentative car plusieurs facteurs peuvent

influencer la répartition qualitative et quantitative des flavonoides (Saidi, 2019).

III. Activité antibactérienne de I’extrait méthanolique

L’activité antibactérienne des polyphénols extraits de la plante médicinale Matricaria camomilla L,
a ét¢ évalué sur cinq souches bactériennes: Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium |,
Escherichia coli, Klebseilla pneumoniae, Staphylococcies aureus par deux méthode : la méthode de

diffusion en puits et celle de micro dilution en milieu liquide (microplaque).

e Meéthode de diffusion en puits
La sensibilité des souches bactérienne testées par cette méthode se traduit par I’apparition d’une zone
d’inhibition autour des puits. Les diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne sont

représentés dans le tableau suivant.

Tableau 06 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne induites par I’extrait

polyphénolique brut de Matricaria Chamomilla L.

Diametres des zones d’inhibition (mm)
Souches bactériennes
Extrait DMSO
Pseudomonas aeruginosa
26+0.98 _
(ATCC27853)
Salmonella typhimurium
op 19+0.53 _
(ATCC14023)
Escherchia coli
24+0.08 _
(ATCC25922)
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Klebsiella pneumoniae
14+0.04 _
(ATCC13883)
Staphylococcus aureus
24+0.85 _
(ATCC25923)

- : Absence d’inhibition.

D’aprés les valeurs enregistrés, 1’extrait a montré une activité inhibitrice contre toutes les souches
bactériennes testées a I’exception de Klebsiella pneumoniae qui s’est montée résistante. Les trois especes
bactériennes Pseudomonas aeruginosa ,Staphylococcus aureus et Escherichia coli ont montrées une
meilleure sensibilité avec les plus larges zones d’inhibitions pour I’extrait polyphénolique, en effet,
I’espeéce bactériennes Staphylococcus aureus et Escherichia coli ont montré une zone d’inhibition de
24mm de diamétre, cependant, 1’extrait a présenté une meilleur activité inhibitrice de croissance vis-a-
vis de Pseudomonas aeruginosa , avec une zone de 26mm de diametre.

Le DMSO n’a, cependant, produit aucun effet vis-a-vis de toutes les souches testées.

e Détermination de CMI par micro dilution en milieu liquide
L’étude de I’activité antibactérienne a été effectuée également par la technique de micro dilution en
milieu liquide sur microplaque stérile (96 puits). Aprés incubation des microplaques 24 heures , on
observe un aspect clair dans certains puits ,qui indiquant 1’absence d’une croissance bactérienne ,
Soit un dépot qui indique la présence d’une croissance bactérienne. Le tableau ci-dessous représente

I’ensemble des concentrations minimales inhibitrices obtenues.

Tableau 07 : Résultats des CMI obtenues par la méthode de micro dilution sur micro plaque de

I’extrait polyphénolique de Matricaria Chamomilla L.

Puits
Souche 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12
bacterienne
T+ | T-
E, Coli I D D <:_D + |+ |+ |+ [+ [+ |
P, Aeruginosa | _ _ _ _ <:_D + + + + + + B
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S, Aureus <:>_ + + + + + +

S, Typhimurium | B ‘9 + + + + + + + + B

K, Pneumoniae |+ S I S I I S S I A s S I S I

O CMmI + : Présente de dépot - : Absence de dépot
T+ : Témoin positive ~ T-: Témoin négative

Les souches E, Coli, S, Aureusa et P, Aeruginosa présentent la plus grande sensibilité, avec une CMI
observée des le puits 5 pour I’extrait suivi de S, Typhimurium avec une CMI détectée au puits 3,
traduisant ainsi une forte efficacité antibactérienne. Alors que K, Pneumoniae s’est montré résistante a

toutes les concentrations de I’extrait.

Les résultats obtenus confirment une fois de plus I’efficacité¢ des extraits des plantes médicinales
et leur pouvoir antibactérien notamment les extraits du genre Matricaria et viennent appuyer les résultats
publiés par Mekhloufi (2013), Cependant, la variabilité des résultats de I’activité biologique des extraits
végétaux peut dépendre du contenu en polyphénols, Rhayour (2002) a montré que les extraits bruts
ou leurs composés majoritaires phénoliques seuls ou associés avec les antibiotiques attaquent
directement la bactérie en se fixant sur son enveloppe cellulaire, entrainant un déséquilibre de la
perméabilit¢é membranaire et un blocage de la phosphorylation oxydative qui représente la source de la
vie respiratoire. De plus, Les mécanismes d’action des composés naturels sont expliqués de différente
maniere selon les auteurs. (Selon BelRhlid et al. 2016), ’activité antimicrobienne est liée a la polarité
des substances bioactives. Les composés les moins polaires comme les flavonoides n’ayant pas de
groupement OH sur leur cycle B sont plus actifs vis-a-vis des agents microbiens que ceux portant
le groupement hydroxyle. Au contraire, Mori et al. (1987) ont suggéré que les flavonoides

trihydroxylés 3°,4°,5° sur le cycle B et substitués 3-OH sont nécessaires pour ’activité antimicrobienne.

IV.  Activité anti oxydante

L’efficacité de 1’extrait méthanolique des fleurs de notre plante matricaria camomilla et de 1’acide
ascorbique a piéger le radical DPPHe, traduite par le taux d’inhibition (1%) en fonction des différentes

concentrations de chaque échantillon, est illustrée dans la figure 17
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Figure 17 : Activité anti radicalaire du I’extrait de la plante Matricaria Chamomilla et I’antioxydant

standard 1’acide ascorbique.

Les résultats exprimés en tant que pourcentage de 1’activité anti radicalaire révelent que ‘I’activité
inhibitrice vis-a-vis du radical DPPHe de notre échantillon et aussi du standard , augmente
progressivement jusqu’a arriver a un plateau qui correspond a I’enrayement presque totale du DPPH
présent dans le milieu, en effet, I’acide ascorbique testé présente un pouvoir anti radicalaire meilleur que
I’extrait avec un effet maximal de 88,45% envers le radical DPPHea une concentration de 1000 pg/ml,

alors que I’extrait présente un effet maximal de 82,67 % a la méme concentration.

Un autre parameétre est introduit pour mieux caractériser le pouvoir anti-radicalaire ; la concentration
effective a 50% (EC50 aussi appelée IC50) qui a été déterminée pour I’échantillon et le standard, est
définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité de DPPHe
(couleur), ou encore, c’est la concentration de 1'échantillon exigé pour donner une diminution de 50% de

I'absorbance de la solution contrdle constituée de méthanol et DPPHe.

Tableau 08: Valeurs des IC50 de I’extraits de la plante Matricaria Chamomilla L. ainsi que de

I’antioxydant standard (acide ascorbique).

Antioxydant Valeur d’IC50 (ng/ml)
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Extrait 62+1 ,02

Acide ascorbique 37+0,23

La valeur d’IC50 est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante et le taux d’inhibition
(I%) d’un compose. en effet, plus elle est faible, plus I’activité anti radicalaire d’un compose est
appréciable. L’extrait polyphénolique et 1’acide ascorbique, pris comme antioxydant de référence ont
montré une activité anti radicalaire trés puissante sur le radical libre DPPH, justifiée par leur faible valeur
d’IC50, cependant, 1’acide ascorbique montre un pouvoir anti radicalaire significativement la plus élevé
avec la plus basse IC50 obtenue expérimentalement qui est de 37+0,23ug/ml par rapport a celle d’extrait

qui est de I’ordre et 62+1.02 pg/ml.

Il est possible que l'activit¢ antioxydante puisse étre attribuée aux composés phénoliques
présents dans Matricaria camomilla . les chercheurs ont évalué la capacité antioxydante des extraits de
Matricaria chamomilla et ont finalement conclu que ce sont les polyphénols qui étaient responsables
de leurs propriétés antioxydantes. Les résultats de 1'étude de Rached et al. (2010) ont montré que 'extrait
méthanolique des Matricaria Chamomilla L. posséde une forte activité antioxydante (9,14 + 0,72
pg/ml) comparée au BHA utilisé comme controle positif (4,15 + 0.25 pg/ml). En effet, Les polyphénols
suscitent depuis une dizaine d'année un intérét croissant de la part des nutritionnistes, des industriels de
l'agro-alimentaire et des consommateurs. Une des raisons principales est la reconnaissance de leurs
propriétés antioxydantes et ainsi leur implication probable dans la prévention des diverses pathologies
associées au stress oxydant. Un trés grand nombre de données expérimentales plaide aujourd'’hui en
faveur de leur implication dans la prévention des maladies dégénératives telles que le cancer, les

maladies cardiovasculaires, 1’ostéoporose ou les maladies inflammatoires (Benammar et al., 2010)

V. Activité anti inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire de 1’extrait polyphénolique brut de la plante Matricaria camomilla a été
¢valuée par deux approches expérimentales complémentaires : la stabilisation de la membrane des

globules rouges et I’inhibition de la dénaturation de 1’albumine sérique bovine (BSA).
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e Méthode de stabilisation de la membrane des globules rouges

L’effet protecteur de 1’extrait poly phénolique étudié¢ contre I’hémolyse des GR est illustré dans la

figure ci-dessous :

90

G

40 —@&— Diclofénac
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Pourcentage de stabilisation de la membrane des

[} 200 400 GO0 800 1000 1200

Concentration en pg/mil

Figure 18 : pourcentage de stabilisation de la membrane des globules rouges par

L’extrait poly phénolique brut de la plante Matricaria camomilla L et Diclofénac.

On observe une augmentation progressive du pourcentage de stabilisation de la membrane en
fonction de la concentration de 1’extrait polyphénolique brut de la plante Matricaria camomilla, cela
traduit un effet dose-dépendant.

Les résultats que nous avons enregistrés montrent que le Diclofénac possede un effet anti-
hémolytique élevé (stabilisation de la membrane des globules rouges), et aussi que I’extrait poly
phénolique brut de la plante Matricaria camomilla L exerce un effet anti-inflammatoire comparable et
significative (Atteint 76,76% a la concentration 1000 ug/ml) a celui de la molécule de référence (
81,22% Atteint 79% a la concentration 1000 ug/ml) ce qui rend possible son utilisation comme un
traitement alternatif dans les cas de I’inflammation. La proximité des courbes suggére une efficacité
anti inflammatoire importante de 1’extrait méthanolique qui pourrait s’expliquer par sa richesse en
composés phénoliques et notamment en flavonoides.

(Hossain . et al . 2014)

e Méthode de dénaturation de I’albumine sérique bovine (BSA)
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Les résultats de I’effet protecteur de I’extrait poly phénolique brut de la plante Matricaria camomilla

L et diclofénac contre la dénaturation protéique sont représentés dans la figure suivante :

Figure 19: Pourcentages d’inhibition de la dénaturation du BSA par L’extrait polyphénolique brut de
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la plante Matricaria Chamomilla L et Diclofénac.

L’extrait polyphénolique brut de la plante Matricaria Chamomilla L. démontre une activité inhibitrice
croissante avec |’augmentation des concentrations. Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de
I’albumine atteint des niveaux significatifs a partir de 400 pg/ml Comparativement au diclofénac, bien
que Dactivit¢ anti-dénaturante maximale de [’extrait soit importante (91,4% a la concentration
1000pg/ml), mais toujours le pourcentage d’inhibition maximum de la dénaturation du BSA pour

I’extrait était significativement inférieur a celui du diclofénac (atteint 96,3 % a méme).

Les deux méthodes expérimentales prouvent la relation entre ’augmentation de la concentration de
I’extrait et I’intensification de son effet protecteur anti-inflammatoire Cette relation dose-dépendante
constitue une preuve expérimentale solide et cohérente de I’efficacité potentielle de 1’extrait. Bien que

son activité demeure légerement inférieure a celle du diclofénac, médicament de reference.
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Conclusion généraale

Les plantes médicinales représentent toujours une source fiable des molécules bioactives, Ayant
montré leur efficacité dans le traitement de diverses pathologies, tout en prévenant I’apparition des effets
secondaires observés lors de 1’utilisation des médicaments de synthése chimique. Cette Efficacité est due
a des métabolites secondaires ou a ses principes actifs comme : les composes Phénoliques et les
flavonoides. Les extraits naturels issus des plantes contiennent une variété de Composés phénoliques et
des huiles essentielles auxquelles on attribue des capacités anti-oxydantes Et anti-inflammatoires.

Antibactérienne.

Cette étude vise a évaluer I’activité antioxydante, anti-inflammatoire, antibactérienne, d’un extrait

obtenu par macération dans le méthanol des fleurs séches de la plante Matricariachamomilla.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux et des flavonoides par des méthodes

spéctrophotométriques révelent que I’extrait de I’espeéce étudiée est trés riche en composés phénoliques.

L'extrait méthanolique de Matricaria chamomilla a montré une forte activité antibactérienne, en
particulier contre E. coli, S. aureus et P. aeruginosa, avec des CMI faibles indiquant une bonne efficacité.
En revanche, K. pneumoniae a résisté a toutes les concentrations testées. Cette efficacité serait liée a la

richesse en polyphenols, qui perturbent la membrane bactérienne.

Les résultats ont montré aussi que notre extrait posseéde une forte activité antioxydante en comparaison
avec I’acide ascorbique en tant que anti oxydant de référence. Cette propriété est principalement attribuée

a sa richesse en composés phénoliques.

L’extrait a prouvé aussi une efficacité anti inflammatoire importante évaluée par deux méthodes ;
méthode de dénaturation de I’albumine sérique bovine (BSA) et celle de la stabilisation de la membrane
des globules rouges. Bien que son activit¢ demeure 1égerement inférieure de facon significatif a celle du

diclofénac, médicament de référence.
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