Aol Al Ranal) 4 500 ) 4y ) sganl
République Algérienne Démocratique et Populaire
alad) Gl g Aladl aulaill 3 ) 5 g
Ministeére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
dald 1945 sla 8 dxals
Université 8 Mai 1945 Guelma
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de la terre et de 1’Univers

Mémoire En Vue de I’Obtention du Diplome de Master

Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie

Filiére : Sciences Biologiques

Département : Ecologie et Génie de I’Environnement
Spécialité/Option : Microbiologie appliquée

Intitulé

Effet antibactérien d’'une plante médicinale
(Chamaemelum nobile)

Présenté par

Melle: Meriem BEN REDJEM
Melle: Hana CHEIKH

Membre du jury

Dr. Sadek ATOUSSI Président Université de Guelma
Dr. Sandra AMRI Encadreur Université de Guelma
Dr. Lamia BENHALIMA Examinatrice Université de Guelma

2024



http://serveur.univ-guelma.dz/formation/calendrier_pedagogique.htm

Nos remerciements vont en premier lieu aux membres du jury

Dr. Sadek ATOUSSI maitre de conférences « A » a I'université 8 Mai 1945,

pour 'honneur qu’elle nous fait de présider le jury.

Dr. Lamia BENHALIMA maitre de conférences « B » a 'université 8 Mai

1945, pour I'’honneur qu’elle nous fait d’examiner ce modeste travail.

Nous tenons a remercier notre directeur de thése Dr. Sandra AMRI maitre
de conférences « A » a I'université 8 Mai 1945, d’avoir accepté de diriger ce

travail.

Merci beaucoup pour nos parents, mercl pour votre amour et votre soutien

tout au long de mon étude, sans vous, nous n’aurions pas terminé et obtenu
notre dipléome. Nous souhaitons que ce travail soit un témoignage de notre
profonde gratitude et, enfin, nous remercions tous ceux qui ont contribué

directement ou indirectement a ce travail.



Table des matiéres

Remerciements
Table des matiéres
Résumé en francais
Résumé en anglais
Résumé en arabe
Liste des figures
Liste des tableaux

TN OAUCTION cuueeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeerrrnnseeerereeeeeeeeeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 1

LI HISTOTIQUE .ttt s s bbb s as 4
1.2. NOIMS VErNACUIAITES ..c.cverereiireieteiteiteeictetetetntcte et sse s s s s b e e sesenenes 4
L.8. D@SCIIPTION ..ttt b e bbb bbb 4
L4 TAXONOMIE ...ttt b e s bbb bbb ebs s b anes 5
L.5. Répartition géographiqUe.........iiiciiiiiiiiiccc s 6
I.6. Utilisation ancestrale de la camomille............cuueeiviiiiiiiiiiniiiiicccnccenne 6
L.7. Intéret en phytothérapie ... 6
LI.8. toxicité de la camomille ...t 8
I.9. Composition chimique du camomille ... 8

Chapitre II : Matériel et Méthodes

I1.1. Matériel bioloGiqUe ...ttt seans 11
IL 2. EXTIaCtioN oucueueieteicteitcetcetetetetete ettt s bbb as s a s e e b ae b e nenens 11
I1.3. Souches DACTETIENNE ........vueneereiretcetcettctct e s e senens 11
IL.4. MilieuX de CULtUT@ ...ttt ss st sess e s s snesenenen 12
I1.5. Tests phytoChImiqUES ......coucveiiiitiiiiiitititcnt e eeseseanens 12
IL.5.1. Préparation de I'infusé, du décocté et de I'extrait chloroformique...................... 12
I1.5.2. TANINS «.oovireieteitceteetceetctcetceee et s e s s bbb e s s s e aebesnbesnenenans 12
I1.5.8. ANTROCYANES .....ucunrrnittittitctetctctcce bbb 13
L.5.4. LeucoanthoCyanes ... iiiiciniiiiciciicetcscstesessssssssesssesessesssssessssessssens 13
L.5.5. FIAVONOTUES ...uccucurieniiitiiitiictcitceicctettcse sttt ss e bbb s s b s b nenens 13
I1.5.6. SAPONOSIAES ...cuueuririiiriniitiitcitcttcece bbb bbb bs 13
I1.5.7. MUCIIAZES c.cvveeeerteteteettcteeettte ettt b s s a s b e s s b nas 13

I1.5.8. COMPOSES TEAUCLEUT'S .....cuueviniictitctitcieictetcteetcsc bbb ss e b naseaes 14



J1.5.9. ALCALOTAES cuuuuueeeeeeeeeiiiiiiiieiiiirreneeeereeeeeeeeeeeesseseessssssssssssssssssssssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 13

I1.5.10. Terpenes et StEIOlS ......cuuviviiiiinriniiiiiniiiicieiicreseseseresessese s e sessessessesessenns 14
I1.5.11. Dérivés anthracéniques .........ieiiniiiciiiniiniiiiinicieeseeeseseseessessesens 14
IL.6. Activité antibacCtérienne ...ttt enes 15
I1.6.1. Préparation d’eXtrait........iiiiiiiiniiiiiiincnesceeneseseesesesssessesenns 15
I1.6.2. ANtIDIOZTAIMINE .....cueriniiniitiitiiiiciititetcrcteeeser e s s e s ss s s seanes 15

Chapitre III : Résultats et Discussion

IIL 1. RENAEIMENT ...ttt s s s s s b s s b s ne s s b nn 17
II1.2. Screening phytocChimique ... 17
II1.3. Purification des souches bactériennes..............eeeeeereenenineeenenennceesnseseeennens 22
II1.4. Effet du gentamicine et de 1'eau distillée vis-a-vis des souches bactériennes..... 24
IIL5. Etude de l'activité antibactérienne de I'extrait méthanoique ........c....cooevesereseereene 26
Conclusion et Perspectives ...t esesssesens 32

Références bibliographiques.............iiiiiiiiiiitctcc s 34



Résumé

Cette étude a pour objectif de mettre en valeur une plante médicinale de la famille
des Astéracée, Chamaemelum nobile, Cette plante est couramment utilisée dans la médecine
traditionnelle et moderne a travers le monde, ainsi que dans différentes industries
pharmaceutiques, chimiques et cosmétiques. En la caractérisant par 1'étude
phytochimique ainsi que I'évaluation des activités antimicrobienne sous forme d’extrait
méthanoique. Dans cette étude, 'espece Chamaemelum nobile a été récoltée au niveau de
la wilaya d’Annaba pour la préparation de lextrait méthanoique. Le screening
phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence des métabolites
secondaires au niveau de la partie aérienne de Chamaemelum nobile, de méme les résultats
révelent la présence des anthocyanes, anthraquinones libres et anthraquinones
combinées C-hétérosides, composés réducteurs, flavonoides, leucoanthocyanes, tanins de
type galliques. Cependant, les alcaloides, les anthraquinones combinées O-hétérosides,
tanins de type catéchiques et les mucilages n’étaient pas présents. L’activité
antimicrobienne de l'extrait polyphénoliques était déterminée sur quatre souches
microbiennes, selon la méthode de diffusion et a donné des zones d’inhibition variant de
10,3 £ 00,5 a 87,6 £ 01,1 mm. L'extrait méthanoique avait un effet inhibiteur sur toutes
les souches bactériennes testées, qu'elles soient Gram-positives ou Gram-négatives
(Escherichia coli, Escherichia coli ATCC 29212, Staphylococcus aureus et Staphylococcus
aureus ATCC 25923).

Mots clés : Chamaemelum mnobile, Souches bactériennes, Activité antibactérienne,

Screening phytochimique, Antibiogramme.



Abstract

The aim of the research in this study is to showcase a medicinal plant belonging to the
Asteraceae tamily, Chamaemelum nobile. This plant is widely used in traditional and
modern medicine globally, as well as in various pharmaceutical, chemical, and cosmetic
industries. The plant is being characterized through a phytochemical study, evaluating
its antimicrobial properties in a methanolic extract form. Chamaemelum nobile specimens
were collected in the Annaba province for this purpose. The phytochemical screening
revealed the presence of various secondary metabolites in the aerial parts of
Chamaemelum nobile, including anthocyanins, anthraquinones, flavonoids, and tannins.
Interestingly, certain compounds like alkaloids and mucilages were absent. The
antimicrobial activity of the polyphenolic extracts was tested on four strains, showing
inhibition zones ranging from 10 to 37 mm. Impressively, the methanolic extract
exhibited inhibitory effects on both Gram-positive and Gram-negative bacterial strains,
such as Escherichia coli, Escherichia coli ATCC 29212, Staphylococcus aureus et
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Keywords: Chamaemelum nobile, Bacterial strains, Antibacterial activity, Phytochemical

screening, Antibiogram.
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Introduction

Les plantes médicinales sont 1'une des ressources les plus importantes de 1'industrie
pharmaceutique, jouant un roéle essentiel dans sa production grace a leurs composants
actifs qui operent directement sur le corps, offrant des avantages souvent inexistants chez
les médicaments chimiques classiques (Attar, 2004). Plus de 35 000 de ces plantes sont
utilisées dans différentes industries pharmaceutiques, chimiques ou cosmétiques
(Lawrance, 2009). Au Vle siécle, cette plante était utilisée pour réduire les insomnies, les
douleurs dorsales et les symptomes d'indigestion. Durant les XVIe et XVIle siecles, la

camomille romaine était tres répandue (Jesus, 2017).

Différentes cultures ont utilisé les plantes médicinales et aromatiques depuis des
millénaires. Les individus exploitent diverses plantes bénéfiques dans leur environnement,
que ce soit pour des fins cosmétiques ou thérapeutiques. Ces plantes sont couramment
utilisées sous diftérentes formes : infusion, décoction (thé), macération et huile essentielle
(Baudoux, 2001). Les traitements a base de plantes sont aujourd'hui de retour au premier
plan, car l'efficacité des médicaments comme les antibiotiques diminue, les bactéries et les
virus ont progressivement développé une adaptation aux médicaments et leur résistance
s'est accrue (Larousse, 2013).

La Chamaemelum nobile, connue depuis I'Antiquité pour ses propriétés médicinales,
a réussi a traverser les dges et les cultures, devenant ainsi une plante incontournable dans
la pharmacopée naturelle, la Chamaemelum nobile était déja employée de réduire la fievre
et de traiter les insolations, ou les courbatures (Jesus, 2017). Avec des effets tels que
I'hypotensive, anti-aggregation des platelets, anti-inflammatoire, hypoglycaemic,
antioxidant, nerveux, cytotoxique, brochodilatoire, endocrine et bien d'autres effets (Al-
Snatl, 2015). Chamaemelum nobile est également utilisé pour ses vertus antispasmodiques
du systéeme digestif, apéritives, stomachiques antifongiques, antiparasitaires et
antibactériennes contre Escherichia coli et staphylocoque doré (Jesus, 2017).

De ce fait, il est apparu important de disposer d'une approche multidimensionnelle
en ayant recours a une approche biologique intégrée qui a été sélectionnée a l'aide d’une
combinaison de parametres afin de mettre en place une étude assez compléte. Nous avons
donc choisi de focaliser nos efforts sur deux principaux objectifs, d’'une part faire la
screening phytochimique de Chamaemelum nobile et d’autre part tester I'effet antibactérien

vis-a-vis des souches bactériennes : souches de références

(Escherichia coli ATCC 29212 et Staphylococcus aureus ATCC 25923) et souches

hospitaliéres (Escherichia coli et Staphylococcus aureus).



Introduction

Ce manuscrit comportera trois chapitres principaux :

o Le premier chapitre, sera consacré a la recherche bibliographique. Il
comportera des généralités sur Chamaemelum nobile.

o Le second, est un chapitre expérimental consacré aux méthodes utilisées pour
'étude du screening phytochimique et de 'activité antibactérienne.

o Le troisitme chapitre mentionnera les diftérents résultats obtenus et une

discussion viendra enserrer ce chapitre.

Enfin ce manuscrit sera cloturé par une conclusion et des perspectives pour l'ensemble

du travail.



Synthese
Bibliographique



Chapitre I : Synthése Bibliographique

I.1. Historique

Parmi les herbes médicinales les plus antique connues de l'humanité, on trouve la
camomille (Bayati ¢/ al, 2014). Le mot "camomille" provient des termes grecs "chamai"
signifiant "nain" ou "a terre" et "mélon" ou "pomme". Ces deux termes évoquent a la fois
la forme des plantes et leur odeur. L'ensemble des espéces appelées "camomille" est
également fascinant, faisant partie de la grande famille des Astéracées (Petitet, 2016).
Anthemis nobilis est une plante a croissance basse, rampante ou trainante, ses touffes de
teuilles et de fleurs mesurant un pied de hauteur (Newall ¢/ al, 1996). La plante fut
nommée Chamomalla nobilis par Jérome Bock (Trajus) au début du XVle siecle, et Joachim
Camerarius, dans la seconde moitié du méme siécle, qui avait découvert cette plante
comme plante d'ornement dans les jardins de Rome, fut le premier a la désigner sous le
nom de Camomille romaine. Dans les manuels de distillation du XVle siécle, il semble que
la camomille commune ait été autant privilégiée que la Camomille romaine, qui n'était que
rarement utilisée en médecine, tandis qu'en Angleterre, elle était presque exclusivement

utilisée sous le nom de Chamomilla Flower (Gildemeister et Hoffimann, 1900).
1.2. Noms vernaculaires

En arabe, on parle de Babonaj Romani, babanq Romani, Babanaq Itri et babanaq shareef.
En anglais, on parle de camomille, de camomille commune, camomille des champs,
camomille anglaise, camomille de jardin, camomille noble, camomille romaine, camomille
russe et de camomille douce. En frangais, on appelle la camomille romaine. En allemand,

on la qualifie de camomille romaine, camomille fine ou camomille de jardin (Felter, 1992).

I.3. Description

La camomille est une plante vivace avec des tiges ramifiées et des feuilles
pennatiséquées d'un vert blanchatre délicat. Ses capitules, de couleur blanche a gris-jaune,
sont solitaires et composés principalement de fleurons ligulés, insérés sur un réceptacle
conique et plein. Ils dégagent une odeur pénétrante et caractéristique. La plante,
fréquente sur les terrains sablonneux, pres des rivieres, au bord des étangs, dans les
chemins creux. La partie florale de la plante, connue sous le nom de capitule, mesure entre
8 et 20 mm de diametre dans la variété cultivée. L'enveloppe se compose de 2 a 3 rangs

de bractées serrées et imbriquées, avec des bords incisés. Les fleurons sont principalement
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ligulés, présentent des nuances blanches, mates et inclinées. Quelques rares fleurons
centraux sont de couleur jaune pale et tubulés. Une fleur de camomille de qualité ne
devrait pas présenter de capitules floraux bruns ou noirs, et la quantité de capitules ayant

un diametre inférieur a 8 mm ne doit pas dépasser 3 % (Bruneton, 2009).

Figure 1 : Chamaemelum nobile (Virginie, 2024).

1.4. Taxonomie

D’apres Ouezel et Santa (1962), la classification systématique de Chamaemelum nobile est

comme suit :

Taxonomie Description
Royaume Plantae
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédoneae
Sous-classe Asteridées

Ordre Asteralae

Famille Asteraceae

Genre Chamaemelum
Espéce Chamaemelum nobile
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I.5. Répartition géographique

La camomille est répandue dans toute I'Europe, bien qu'elle soit originaire de I'est de
I'Europe et du Moyen-Orient. De plus, elle se propage en Inde, en Amérique du Nord et
en Australie. Elle est répandue en Hongrie, en Croatie (Hajjaj, 2017). La plante est
cultivée en Afrique : Algérie, Maroc (Newall, et al, 1996). Chamaemelum nobile est
largement présent en Algérie, notamment dans les zones d'Akbou, Barbacha et Oued-
Ghir dans la wilaya de Bejaia. On peut trouver cette camomille dans les landes herbeuses,
les gazons, les bords de route, les talus et sur des sols légers et sableux (Sharafzadeh et

Alizadeh, 2011).

Figure 2 : Répartition géographique 1.

I.6. Utilisation ancestrale de la camomille

L'huile essentielle de camomille romaine aurait été utilisée pour embaumer le pharaon
Ramses. Elle était aussi utilisée pour réduire la fiévre et pour traiter les insolations, les
courbatures ou les problémes féminins. Cette plante était utilisée des le Ve siecle pour
réduire les insomnies, les douleurs dorsales et les symptomes d'indigestion. Elle contribue
a la création d'un grand nombre de médicaments (Jesus, 2017). La pratique traditionnelle

consistait a prendre une infusion froide en cas de mal

6
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de ventre et de flatulences, tandis que l'infusion chaude était utilisée comme analgésique,
diaphorétique et émétique pour soulager les rhumes causés par un refroidissement cutané
soudain. Dans la dysménorrhée, elle était utilisée comme antiémétique, antispasmodique
et sédatif. L'huile était utilisée comme carminative et pour traiter les coliques et les

crampes intestinales causées par la flatulence (Newall ¢/ al, 1996).
I.7. Intérét en phytothérapie

La camomille romaine est une plante médicinale aux nombreuses vertus en
phytothérapie. Ses effets toniques amers, ses propriétés antispasmodiques, anti-
inflammatoires, antiallergique et fébrifuges font d'elle une substance couramment
employée pour soigner diverses affections, allant des problémes digestifs aux
inflammations cutanées, sans oublier ses avantages en aromathérapie (Virginie et
Herboriste, 2023). La camomille romaine est principalement utilisée en phytothérapie
pour ses propriétés calmantes et apaisantes, mais elle peut aussi soulager les douleurs
intestinales grace a ses propriétés anti-inflammatoires. La camomille est utilisée dans
différents produit de phytothérapie, tels que la teinture mere de plantes entieres, l'extrait

liquide, l'extrait sec et l'huile essentielle de fleurs. Il est possible de les utiliser pour

masser, en infusion et en tisane (Claire, 2023).

La camomille romaine est connue pour ses vertus apaisantes sur le plan psychologique.
C'est la raison pour laquelle on 1'utilise souvent en cas de stress, d'anxiété et de difficultés
de sommeil chez les enfants (insomnies). L'huile essentielle de camomille romaine peut
étre appliquée dans la piéce pour combattre les pensées négatives et diminuer la nervosité.
Elle apaise le systéme nerveux et favorise le sommeil. Pour ses raisons, les fleurs de

camomille peuvent également étre infusées et utilisées en tisane (Heimburger, 2017).

La camomille romaine est efficace pour soulager les gaz, les ballonnements, les
douleurs digestives, ainsi que la diarrhée. Elle est également bénéfique en cas
d'indigestion et de gastro-entérite. Bien qu'elle ait été utilisée depuis des millénaires, ses
effets d'action sur la digestion ne sont pas clairement compris. Cependant, on sait que ses
flavonoides ont des propriétés anti-inflammatoires et antispasmodiques, ce qui les rend

capables de calmer les douleurs et de relancer en douceur le bon fonctionnement du

systeme digestif. Les composants de son huile essentielle agissent également comme

protecteurs sur le foie et ont des propriétés antimicrobiennes. Par conséquent, dés que
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N

vous ressentez de la java dans votre estomac, pensez a vous préparer une infusion de

camomille (Haberfeld, 2023).

Les flavonoides et le chamazuléne dans sa composition, deux actifs aux propriétés
anti-inflammatoires, sont présents dans sa composition. Cette plante a apaiser les
irritations de la peau, a réduire les rougeurs et a traiter les poussées causées par l'eczéma
ou les allergies cutanées. Elle peut étre utilisée sur les yeux car elle apaisse les irritations
et grace a ses propriétés décongestionnantes, elle contribue a la disparition des poches

(Habertfeld, 2023).
1.8. Toxicité de la camomille

La consommation de camomille romaine peut entrainer des rhinites allergiques chez
les personnes allergiques aux pollens d'Armoise. Lorsqu'elle est consommée en quantités
excessives, la camomille romaine peut provoquer des vertiges, des étourdissements, des

nausées ou des vomissements (Jesus, 2017).
I.9. Composition chimique de la camomille

Environ 0,4 a 1,5 d huile essentielle se trouve dans la camomille romaine avec 85
d’esters, en particulier de 1'angélate l'isobuvle, et des esters des acides méthylacryliques.
De plus, elle contient un alcool (lanthémole), de la pinocarvone et du pinocarvéol. Il
contient également 0.6 % de lactones sesquiterpéniques, des flavonoides, des acides
caféiques et leurs esters glucosés, des coumarines, des acides gras, du mucilage et des
minéraux (Bellakhdar, 2006). La camomille romaine contient une variété de composées

bénéfiques pour la santé, notamment :

v Huile essentielle :la camomille romaine une huile essentielle riche en composés
actifs tels que l'alpha -bisabolol, I'oxyde de bisabolol, 1'alpha -bisabolol oxyde A et
B, le chamazuléne et d'autres terpénes. Ces composés conférent a la camomille ses
propriétés apaisantes, anti-inflammatoires et antispasmodiques.

v" Flavonoides : la camomille romaine est également riche en flavonoides, des
composées végétaux qui ont des effets antioxydants et anti-inflammatoires. Ces

composées contribuent a renforcer les propriétés médicinales da la plante.
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v Acides phénoliques : la camomille romaine contient également des acides
phénoliques tels que I'acide caféique, l'acide férulique et l'acide chlorogénique, qui
ont également des propriétés antioxydants et anti-inflammatoires.

v Autres composées : parmi les autres composés présents dans la camomille
romaine, on trouve des sesquiterpenes, des coumarines, des mucilages et des

polysaccharides, qui contribuent tous a ses effets bénéfiques sur la santé.
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Chapitre II : Matériel et Méthode

II.1. Matériel biologique

La plante Chamaemelum nobile (Fig 8) a été récoltés au niveau des montagnes de
Séraidi (Annaba) en 2023. Le choix de cette espece est justifié par son abondance dans la
région d’étude. La plante fraichement récoltée, est séchée a 'ombre dans un endroit sec et

aéré puis broyée en poudre avant d’étre utilisée.

Figure 3 : Fleurs de la plante Chamaemelum nobile.

I1.2. Extraction

Le travail a été réalisé au laboratoire de microbiologie de l'université 08 Mai 1945
Guelma. La poudre fine de la plante séchée a été macéré dans une solution
hydro-alcoolique (méthanol/eau : 8/2 : v/v) pendant 24 heures. Aprés macération,
la solution a été filtrée et concentrée sous vide a 45 °C au évaporateur rotatit’ puis

conservés dans des flacons stériles hermétiquement fermés a 4 °C.

I1.3. Souches bactériennes

Les germes utilisés sont des souches de références de type ATCC (American Type
Culture Collection), ils constituent d’excellents modéles pour la recherche de T'effet
antibactérien des substances naturelles ou de synthéses. Les souches utilisées sont :
Escherichia coli ATCC 29212 et Staphylococcus aureus ATCC 25923. Aussi, des souches
hospitaliéres fournies par Dr. Benhalima L., (Maitre de conférences a I'université
8 Mai 1954 Guelma), ont été utilisée. Les souches sont : Escherichia coli et Staphylococcus

aureus.
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I1.4. Milieux de culture

Suivant les méthodes employées et les souches étudiées, nous avons utilisé plusieurs
milieux tels que la gélose nutritive, Hektoen, Chapman, gélose Muller Hinton et du

bouillon nutritif.

IL.5. Tests phytochimiques

Le screening des différentes classes de métabolites secondaires a été réalisé selon les
méthodes colorimétriques décrites par Edeogal ¢f al., (2005) et Karumi et al., (2004). La
présence de métabolites secondaires a été déterminée par des réactions de précipitation,

de turbidité ou de changement de couleur.

II.5.1. Préparation de I'infusé, du décocté et de I'extrait chloroformique

Pour la préparation de I'infusé a 10 %, nous avons placé 10 g de la plante en poudre
dans 100 ml d’eau bouillante, aprés 15 min on procede a la filtration et a la récupération
de I'infusé puis compléter a 100 ml. Pour le décocté, nous avons rajouté a 2 g de la plante
en poudre 100 ml d’eau, porté a I'ébullition pendant 30 minutes, aprés refroidissement et
filtration, on réajuste le volume a 100 ml. Pour l'extrait chloroformique, nous avons
rajouté a 1 g de la plante en poudre 10 ml de chloroforme, puis chaufté pendant 3 minutes

au bain-marie, ensuite filtrer a chaud et complété a 10 ml.

I1.5.2. Tanins

Dans un tube a essais, nous avons pris 5 ml de I'infusé auquel nous avons ajouté
goutte a goutte 1 ml d'une solution de chlorure ferrique (FFeCls) a 1 %. L’apparition d’une
coloration verdatre indique la présence des tanins catéchiques et celle en bleue noiratre

indique la présence de tanins galliques.

I1.5.3. Anthocyanes

Diviser I'infusé a 10 % sur 3 tubes, le 1¢" tube de I'infusé sera considéré comme le
témoin, nous avons rajouté au 2°m tube de I'infusé quelque gouttes d’acide chlorhydrique
(HCI) a 87 %, ensuite, nous avons rajouté quelques gouttes d’hydroxyde d'ammonium
(NH,OH) au 38*™ tube de linfusé. La recherche des anthocyanes est basée sur le

changement de la couleur de I'infusé avec le changement du pH.
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I.5.4. Leucoanthocyanes

Nous avons mélangé 5 ml de l'infusé a 10 % avec 4 ml d’alcool chlorhydrique
(éthanol /HCl a 37 % - 8V/V). Aprés un chauffage au bain marie & 50 °C pendant
quelques minutes, I'apparition d’une couleur rouge cerise indique la présence des

leucoanthocyanes.

I.5.5. Flavonoides

Dans un tube a essais, nous avons induit 5 ml d’infusé, puis rajouter 5 ml d’alcool
chlorhydrique (alcool a 95°, eau distillée, HCI concentré a parties égales en volume), 1 ml
d’alcool isoamyligie puis quelques copeaux de magnésium. Il se produit une réaction de
crépitation pendant quelque minute. L’apparition d’une coloration rose orangée (flavones)
ou rose-violacée (flavanones) ou rouge (flavonones, flavanonols) rassemblée dans la

couche surnageante indique la présence d’un flavonoide.

I1.5.6. Saponosides

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d’'eau a 2 ml du décocté
puis la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est laissé pendant 10 min et la
teneur en saponosides est évaluée (pas de mousse = test négatif, mousse moins de
lcm = test faiblement positif, mousse de 1-2 cm = test positif, mousse plus de 2 cm = test

trés positif).

II.5.7. Mucilages

Nous avons introduit 1 ml du décocté dans un tube a essai et rajouté 5 ml d’éthanol
absolu. Apres une dizaine de minutes, I'obtention d’un précipité floconneux par mélange

indique la présence de mucilage.

II.5.8. Composés réducteurs
La détection des composés réducteurs consiste a mélanger 1 ml du décocté avec 2 ml
d’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling puis chauffer. Un test positif est

révélé par la formation d’un précipité rouge-brique.

I1.5.9. Alcaloides

Nous avons procédé a une macération sous agitation pendant 24 heures de 5 g de la
poudre dans 25 ml d’acide sulfurique (HoSO,) dilué a 10 % a température ambiante. Apres

13
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filtration sur un papier Whatman. Introduire 1 ml du filtrat dans un tube a essai, puis 5
gouttes de réactif de Mayer ont été rajoutées. La présence d’une turbidité ou d'un

précipité blanc jaunatre, aprés 15 minutes indique la présence d’alcaloides.

I1.5.10. Terpénes et stérols

YN

Nous avons procédé a une macération de 5 g de la poudre dans 20 ml d’éther de
pétrole. Apres filtration et évaporation la phase organique dans un bain de sable a 90 °C,
le résidu est dissout dans 5 ml d’acide acétique en ajoutant 1 ml d’acide sulfurique
concentré. Dans la zone de contact, entre les deux liquides ils se forment un cercle
marron ou violet qui vire vert le gris, ce changement indique la présence de stérol et de

terpene.

I1.5.11. Dérivés anthracéniques

Pour les anthraquinones libres, mélanger 1 ml de I'extrait chloroformique avec 1 ml
d’ammoniaque (NH4OH) dilué (V/V : 1/1) puis agité. Une coloration plus et moins rouge
indique la présence d’anthraquinones libres. Pour les anthraquinones combinées, a partir
de I'extrait chloroformique, nous avons préparé un hydrolysat auquel il a été ajouté 10 ml
d’eau, 1 ml d’"HCI concentré puis maintenir le tube a essai au bain-marie bouillant pendant
15 minutes. Filtrer, puis récupérer 5 ml de I'hydrolysat et faire agiter avec 5 ml de
chloroforme, récupérer la phase organique puis rajouter 1 ml de NH,OH (dilué a ’2) et
agiter. La présence d’anthraquinones est révélée par I'apparition d’une coloration rouge
plus ou moins foncée. La réaction peut étre plus poussée par addition a 5 ml de
I'hydrolysat 8 a 4 gouttes de FeCls a 10 % puis agitation avec 5 ml de chloroforme. En
présence d’une coloration rouge plus ou moins intense indique la présence de
anthraquinones combinées de type O- hétérosides.

Nous avons repris la phase chloroformique par 10 ml d’eau et 1 ml de FeCls a 10 %.
Apres ébullition au bain-marie pendant 30 min, nous avons rajouté a la phase
chloroformique 5 ml de chloroforme et 1 ml de NH4;OH (dilué a 1/2). Une coloration
rouge plus ou moins intense indique la présence des anthraquinones combinées de type C-

hétérosides.
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I1.6. Activité antibactérienne

I1.6.1. Préparation d’extrait

L’extrait méthanoique préparés au paravent est repris dans de I'eau distillée stérile a
22,8 g/ml.

I1.6.2. Antibiogramme

L’activité antibactérienne de l'extrait méthanoique a été évaluée par la méthode de
diffusion en milieu gélosé décrite par Bauer ¢/ al, (1966). A partir de colonies jeunes de 18
a 24 heures, une suspension bactérienne est réalisée dans de 'eau physiologique stérile a
0,9 % de NaCl est préparée pour chaque souche bactérienne. La turbidité de cette
suspension est ajustée a 0,5 Mc Farland puis diluée. Cet inoculum est étalé a 'aide d’'un
écouvillon sur boites Pétri contenant de la gélose Mueller-Hinton. L'extrait est déposé a
0,45 ; 1,12 ; et 1,80 mg dans des puits. Les boites Pétri sont d’abord laissées pendant 2
heures a 4 °C avant d’étre incubées dans une étuve a 37 °C pendant 24 heures.
L’évaluation de I'inhibition est réalisée par la mesure du diametre de la zone d’inhibition
autour de chaque puits. Nous avons utilisé un témoin négatif (eau distillé stérile) et un

témoin positif (gentamicine 10 pg).
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Chapitre III : Résultats et discussion

ITII.1. Rendement

L’extrait méthanoique a été caractérisé par sa couleur et son rendement par rapport
a la poudre seche de Chamaemelum nobile. En matiére de rendement, I'extrait méthanoique
a présenté un rendement en extrait assez faible de 'ordre de 10,35 % par rapport au 220,3
g de poudre. Pour l'aspect et la couleur, il été de couleur verte tres foncé (Fig. 04). En
comparant nos résultats avec d’autres travaux sur la méme espece, nos résultats indiquent
un rendement de a celui rapporté par Hitoune et Outamazirt (2021) qui ont indiqué un
rendements de l'ordre de 8,5 %, et inférieur a 16,76 % qui celui rapporté par Hajjaj,
(2017). Cette différence pourrait étre expliquée par le choix de la période de récolte car
elle est primordiale en termes de rendement et de qualité. Le rendement peut varier selon
le climat, la zone géographique, la génétique de la plante, 'organe utilisée, le degré de

fraicheur, la période de séchage et la méthode d’extraction employée.

Figure 4 : Aspect de I'extrait méthanoique

II1.2. Screening phytochimique

Les résultats du screening phytochimique effectuée sur la partie aérienne de la plante

Chamaemelum nobile sont reportés dans le Tableau 01.
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Tableau 01 : Screening phytochimique de Chamaemelum nobile

Molécules détectés Résultat
Anthocyanes +
Alcaloides +
Anthraquinones libres +

. . O-hétérosides -
Anthraquinones combinées

C-hétérosides +
Composés réducteurs +
Flavonoides +
Leucoanthocyanes +
Mucilages -
Tanins caté.chiques -

galliques +
Saponosides +

(+) : Présence
(-) : Absence

La caractérisation phytochimique a révélé la présence de métabolites secondaires
dans la plante Chamaemelum nobile. La détection de ces composés chimiques est basée sur
des essais de solubilités des constituants, des réactions de précipitation, de turbidité ou un
virage de couleur. Les résultats révelent la présence des anthocyanes, anthraquinones
libres et anthraquinones combinées de type C-hétérosides, des composés réducteurs, des
flavonoides de type flavanones et flavanonols, des leucoanthocyanes, des tanins de type

galliques, des alcaloides et saponosides. Toutefois, les mucilages n’étaient pas présents.

Les anthocyanes également connus sous le nom de pigments anthocyaniques sont des
composées hydrosolubles (Ben Moussa, 2005). Les anthocyanes se distinguent par leurs
propriétés antioxydantes bénéfiques pour la santé, en particulier en luttant contre le
processus de vieillissement cellulaire (Constanta e/ al, 2013).  L'hydrolyse des
anthocyanes donne aux fleurs et aux fruits leur couleur. Ce sont des antioxydants
puissants qui peuvent purifier le corps des radicaux libres et favorisent une circulation
fluide, en particulier dans les zones du coeur, des mains, des pieds et des yeux (Larousse,
2014). Nos résultats ont démontré que ce composé est abondant chez Chamaemelum nobile.
Toute fois, Hajjaj, (2017) a indiqué I'absence de ce métabolite. Cela la peut-étre di aux

tacteurs climatique et la nature du sol.
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Tableau 02 : Photos du screening phytochimique de Chamaemelum nobile
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Les anthraquinones sont des métabolites secondaires essentiels des plantes, jouent un

role dans la réaction a de nombreux processus biologiques et a des facteurs
environnementaux (Peng Wang ¢f al, 2023). Ce composé a un impact significatif sur le
métabolisme primaire des plantes en perturbant la circulation des électrons en inhibant le
transfert d'énergie lors du processus photosynthétique (Gaspar ¢ al, 2018). Nos résultats
ont démontré que ce composé est abondant chez Chamaemelum nobile.

Les alcaloides sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractere
alcalin et de structure complexe, on les trouve dans plusieurs familles des plantes, la
plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un golit amer et certains
sont fortement toxiques (Wichtl et Anton, 2009). Certains alcaloides sont utilisés pour
protéger contre les infections microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine)
(Hopkins, 2003). des anticancéreuses ( Iserin ¢/ al, 2001). Nos résultats ont indiqué la
présence des alcaloides chez Chamaemelum nobile. Par contre les travaux de Hajjaj (2017)
ont démontré 'absence de ce composée.

Les mucilages sont des substances utilisées par la plante pour maintenir I'eau dans ses
tissus (Christophe, 2018). Ils sont composés de sucres et d'acides uroniques (Karumi ¢f al.,
2004). Le terme mucilage désigne le plus souvent une matrice apoplastique gélatineuse

viscoélastique composée de polysaccharides de haut poids moléculaire qui est secrétée
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dans I'environnement (Sasse ¢f al, 2018). Chez les plantes, le mucilage est une paroi
modifiée (Haughn et Western, 2012).

Les composés réducteurs jouent un role crucial dans les relations entre les plantes et
leur environnement biologique et physique. Ils contribuent de maniére significative aux
criteres de qualité qui guident la sélection de I'hnomme pour consommer des végétaux et
des produits qui en découlent par transformation ( Macheix e/ al., 2005 ).

Les flavonoides sont généralement des antibactériennes (Wichtl et Anton, 2009). Elles
sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A T'état
naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides (Bruneton,
1999 ; Ghestem et al, 2001). Ils peuvent étre exploités de plusieurs maniéres dans
I'industrie cosmétique et alimentaire et de l'industrie pharmaceutique. En effet, les
flavonoides possédent des effets thérapeutiques contre plusieurs maladies tell que la toux,
la grippe, la fiévre, 'asthme, I'hypertension et les intoxications (Daira ¢/ al, 2016). Les
flavonoides sont également reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, citons
par exemple les activités anti-allergiques, antivirales (Iserin ¢/ al, 2001) et
antiinflammatoires (Brasseur, 1989).Nos résultats ont indiqué la présence des flavonoides
de type flavones, les travaux de (Hajjaj, 2017) ; (Singh, et al, 2011) et (Al-Snafl, 2016) ont
indiqué aussi la présence de flavonoides chez Chamaemelum nobile.

Les tanins sont des métabolites secondaires qui protégent les plantes contre les
prédateurs tels que les herbivores et les insectes phytophages (Virginie e/ al, 2003). 1ls
sont doués d’activité antifongique, antibactérienne et antioxydante (Iajjaj, 2017). Les
plantes produisent naturellement ces composés phénoliques (Rira, 2006). Les plantes
riches en tanin sont utilisées pour assouplir les tissus dans les traitements des varices et
réparer les tissus endommagés par l'eczéma ou les brllures (Loto e/ al, 2011). Nos
résultats ont indiqué la présence de tanins chez Chamaemelum nobile, cela a été aussi

signalé par les travaux de Hajjaj (2017).

Les saponosides sont des terpenes glycolysés comme ils peuvent aussi se trouve sous
forme aglycones, ils ont un goft amer et acre (Hopkins, 2003). Ils forment une grande
catégorie d'hétérosides trés communs chez les plantes, leurs propriétés tensioactives les
distinguent en ce qu'ils se dissolvent dans l'eau en créant des solutions moussantes
(Bruneton, 2009). Les saponines sont connues pour leurs activités anti-tumorales,

antiinflammatoires, immunostimulants, immunoadjuvants et anti-microbiennes (Hajjaj,
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2017) Les plantes produisent principalement ces produits (Avilov ez al, 1997 ; Yoshiki et

al., 1998).
II1.3. Purification des souches bactériennes

Afin de vérifier leur pureté, les souches bactériennes ont été ensemencées et repiqués
sur des milieux de cultures spécifique, les photos prisent sont représentés dans le tableau
03. Sur la gélose Hektoen, l'espece Escherichia coli se présente sous forme de petites
colonies de couleur saumon. Sur la gélose Chapman, l'espeéce staphylococcus aureus se
présente sous forme de petites colonies sphérique avec une surface lisse de couleur jaune

doré.

Tableau 03 : Aspect des cellules bactériennes sur les milieux de cultures.

Escherichia coli ATCC 29212
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Staphylococcus aureus

II1.4. Effet de la gentamicine et d’eau distillée vis-a-vis des souches
bactériennes

La sensibilité des souches aux antibiotiques a été testée avant de soumettre les
souches bactériennes aux essais biologiques, la résistance bactérienne peut également
étre critique. Pour cela la gentamicine (10 pg) a été testé comme témoin positive. Les
résultats obtenus indiquent que les souches bactériennes peuvent présenter des zones
d'inhibitions a la gentamicine (Tableau 04). De méme, la toxicité du solvant peut étre
critique car méme en traces, le solvant ne devrait pas empécher les procédés biologiques,
pour cela 'eau distillée a été testé, le résultat obtenu ont indiqué que I'eau distillée est

appropriée et ne présente aucun effet sur la croissance normale des souches bactériennes.
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Tableau 04 : Effet de la gentamicine et de I'eau distillée sur les souches bactériennes

(moyenne * écart type).

Souches bactérien G.entamicine (10 png) Ea.lu distillée
Diametre (mm) | Effet Diametre (mm)
Escherichia coli 25,6 + 0,5 Sensible 00,00
Escherichia coli. ATCC 29212 26,3+ 0,3 Sensible 00,00
Staphylococcus aureus 23,6 + 0,5 Sensible 00,00
Staphylococcus aureus ATCC 25923 224 + 0,34 Sensible 00,00

Tableau 05 : Effet de la gentamicine et de I'eau distillée vis-a-vis des souches
bactériennes.

Gentamicine (10 pg) Eau distillée

Escherichia coli
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Staphylococcus aureus ATCC 25923

II1.5. Etude de ’activité antibactérienne

Nous avons étudié i wvitro I'activité antibactérien de l'extrait méthanoique de la
plante Chamaemelum nobile par la méthode de diffusion en milieu gélosé. L’activité
antibactérienne de notre extrait a été déterminée par la mesure du diameétre de la zone
d’inhibition au tour des puits contenant 'extrait méthanoique de Chamaemelum nobile. Les
résultats obtenus sont représentés dans le tableau 06 et les photos prisent dans le
tableau 07. D’apres les résultats obtenus, 'extrait méthanoique de Chamaemelum nobile
peut avoir un effet antibactérien sur les espéces bactériennes étudiées. L'espéce Escheichia
coli ATCC29212 a indiqué des zones d'inhibitions élevées de diametre 30,6 £ 1,1 mm, 32,6
+ 1,5 mm et 37,6 £ 1,1 mm a partir de 0,45 mg, 1,12 mg et 1,80 mg par rapport a
Escherichia coli a démontré des zones d’inhibitions de 'ordre de 17,0 &£ 0,0 mm a 24,3 +
1,1 mm. par contre, on note que Chamaemelum nobile posséde une faible activité inhibitrice
avec des valeurs de 10,3 + 0,5 mm a 23,3 + 1,56 mm pour des quantités de 0,45 mg et 1,80
mg contre Staphylococcus aureus ATCC25923, que Staphylococcus aureus qui a démontré des
zones d’'inhibition élevées de I'ordre de 21,6 + 00,5 mm, 27,0 = 00,0 mm et 29,6 + 00,5
mm pour les méme quantités.Cette sensibilité peut s'expliquer par la richesse en
polyphénols de la plante étudiée (Romero ef al, 2005 ; Silva et al, 2012). D’autre part les

flavonoides possedent de mécanisme de toxicité par des interactions non spécifiques telles
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que I'établissement des ponts hydrogéenes avec les protéines des parois cellulaires des

micro-organisme (les adhésines) (Basli ef al, 2012).

Les travaux de Bouhdid ¢z al, (2012) ; CvetanoviC ez al., (2015) ont justifié la
sensibilité des bactéries par la destruction du matériel génétique, provoque la mort de la

bactérie.

Tableau 06: Diameétres des zones d’'inhibition des souches bactérienne vis-a-vis de

I'extrait méthanoique (Moyenne * écart type).

. Zones d’inhibitions (mm
Souches bactériennes ( )

0,45 mg 1,12 mg 1,80 mg
Escherichia coli 17,0 £ 00,0 21,6 £ 00,5 24,3 + 01,1
Escherichia coli ATCC 29212 30,6 * 01,1 32,6 +£01,5 37,6 £ 01,1
Staphylococcus aureus 21,6 £ 00,6 27,0 £ 00,0 29,6 £ 00,5
Staphylococcus aureus ATCC 25923 10,3 £ 00,56 17,6 £01,1 23,3+ 01,5

On a constaté que l'extrait méthanoique de Chamaemelum nobile a un eftet antibactérien
selon les résultats obtenus. Cela a été aussi observé par les travaux de Suganda et al.
(1983), qui ont indiqué que la camomille a un effet inhibiteur sur la croissance des
bactéries et des poliovirus. Les composés présents dans 'huile essentielle de camomille se
sont révélés efficaces contre Staphylococcus et Candida. (Murti ef al., 2012). Les travaux de
Chamaillard, (2016) ont indiqué que La présence de I'huile essentielle combat les bactéries
gram négatives. Par contre I'étude menée par Murti ¢/ al, (2012) a indiqué que 'huile

essentiel de camomille, est révélé étre plus efficace contre les bactéries tant Gram-

positives que Gram-négatives. Sur la base des résultats obtenus, nous avons constaté que
I'extrait méthanoique avait un effet inhibiteur sur toutes les souches bactériennes testées,
qu'elles soient Gram-positives ou Gram-négatives. Par rapport aux autres études sur
cette plante réalisées par Naili e al, (2010), 11 semble que D’extrait au méthanol
d’Artemisia campestris, une plante de la famille des Astéracées, a montré des effets

inhibiteurs sur Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

Nos résultats ne sont pas cohérents avec ceux d’autres études, Il y a plusieurs raisons
possibles pour expliquer cette différence, notamment le processus de séchage de l'extrait
(Moussaid et al, 2012), la technique d'extraction et la composition du solvant peuvent

avoir un impact sur l'activité antimicrobienne des composés phénoliques (Hayouni ez al,
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2007). Une forte activité antimicrobienne contre toutes les souches de microbes testées a

été révélée dans l'échantillon de camomille romaine (Bail ¢/ al., 2009).

On reconnait que les polyphénols, en particulier les flavonoides et les tannins, sont
toxiques pour les micro-organismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition
des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou a d'autres
interactions, pour inactiver les adhésives microbiennes, les protéines de transport et
d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999). Ces substances ont pour fonction de préserver les
plantes des invasions microbiennes et posseédent d'autres mécanismes d'action pour

combattre les bactéries, les champignons et les virus.

Tableau 07 : Effet de 'extrait méthanoique vis-a-vis des souches bactériennes.

Escherichia coli
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Staphylococcus aureus
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Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Conclusion et perspectives

Les résultats expérimentaux ont abouti aux conclusions suivantes:
< Larichesse de la plante Chamaemelum nobile en composés phénoliques.

< Textrait méthanoique obtenu par macération a monté un rendement de

d’extraction de 10,385 %.

< Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence
des métabolites secondaires au niveau de Chamaemelum nobile comme des
anthocyanes, anthraquinones libres et anthraquinones combinées C-hétérosides,
composés réducteurs, flavonoides, leucoanthocyanes, tanins galliques. Toutefois,
les alcaloides, anthraquinones combinées O-hétérosides, tanins catéchiques et les

mucilages n’étaient pas présents.

< Lactivité antimicrobienne de l'extrait méthanoique de Chamaemelum nobile a
indiqué un effet inhibiteur contre toutes les souches bactériennes étudiées a

caracteres Gram positif et Gram négatit.
En perspectives, il serait judicieux de :

o  Tester 'activité antifongique.
o} Doser les constituants bioactifs.

o  Utiliser des souches pathogenes.
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