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Résumé

Ce travail porte sur I’étude chimique et microbiologique d’une plante médicinale algérienne
nommeée Calendula algeriensis appartenant au genre Calendula réputé pour sa richesse en
métabolites secondaires et doté d’activités biologiques potentielles. Les espéces appartenant
au genre Calendula trouvent diverses utilisations dans la médecine alternative, la Plus
importante, les fleurs ont été faites dans les extraits, teintures, baumes et appliquées
directement sur la peau pour aider & guérir les plaies et a calmer l'inflammation et la peau

endommagée.

L’ analyse par CG/SM de I'huile essentielle de Calendula algeriensis a montré que cette huile
est majoritairement composée d’acide gras notamment 1’acide dodécanoique ( 11.697) mais

aussi de composés terpéniques en particulier le carvacrol (9.847)

Les tests d’activités microbiologiques effectués sur I’huile essentielle du Calendula
algeriensis ont manifesté une activité antibactérienne modérée vis-a-vis des souches
Staphyloccocus aureus et Echerichia coli et une faible activité vis-a-vis de la souche
Enterococcus faecolis. L’huile essentielle a montré aussi une certaine activité vis-a-vis du
candidas SP et de deux levures. Par contre la souche Pseudomonas aeruginosa et le candidas

tropicalis se sont montrés insensibles a ’action de cette méme huile essentielle.

Mot clés : Calendula algeriensis, Huile essentielle, Etude chimique, Activité antimicrobienne.



Abstract

This work concerns the chemical and microbiological study of a named Algerian medicinal
herb Calendula algeriensis belonging to the Calendula genus considered for its wealth of
secondary metabolites and has biological activities potential. The species belonging to the
Calendula genus find various uses in the alternative medicine, most importantly, the flowers
were made into extracts, tinctures, balms and salves and applied directly to the skin to help

heal wounds and to soothe inflamed and damaged skin.

The analysis by GC/MS of the essential oil of Calendula algeriensis showed that this oil is
mainly made up of fatty-acid in particular the dodecanoic acid (11.69 ) but also of terpenic
compounds in particular the carvacrol (9.84 %). The microbiological tests of activities carried
out on the essential oil of Calendula algeriensis expressed moderate antibacterial activity with
respect to the strain Staphyloccocus aureus and Echerichia coli and a weak activity with
respect to the strain Enterococcus faecolis, Essential oil showed also some activity opposite
candidas SP and of two yeasts. On the other hand the strain Pseudomonas aeruginosa and the

candidas tropicalis were insensitive with the action of this same essential oil.

Key words : Calendula algeriensis, Essential Oil, Chemical study, Antimicrobial activity.
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Introduction

Personne n'ignore aujourdhui la richesse et la diversité des plantes médicinales utilisées par
80 % des habitants de notre planéte qui se soignent particulierement par les médecines
alternatives de leur pays, car ils n'ont pas accés & la médecine moderne [1].

On assiste depuis plus dune décennie 4 une utilisation plus fréquente des plantes
medicinales sous formes simples répondant & des normes de qualité (plantes séches pour
préparer les tisanes, huiles essentielles, teinture officinales, extraits fluides, extraits secs).
Les huiles essentielles sont des substances volatiles non grasses sécrétées par les plantes
aromatiques comme la lavande, l'eucalyptus ou le thym. Elles sont constituées d'un mélange
souvent complexe de molécules organiques variées, comprenant en particulier des terpenes
(hydrocarbures) et des composés oxygénés (alcools, aldéhydes, cétones). Elles entrent dans la
composition de parfums, de cosmétiques, de produits d'entretien et sont utilisées en
aromathérapie [2]. En phytothérapie, elles sont souvent utilisées pour leurs propriétés
antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne [3].

Toutes les parties de la plante peuvent contenir des huiles essentielles qui possédent de
nombreuses activités biologiques. Dans la plante, les huiles essentielles peuvent étre
stockées dans divers organes : fleurs (origan), feuilles (citronnelle, eucalyptus), écorces
(cannelier), bois (bois de rose, santal), racines (vétiver), rhizomes (acore), fruits (badiane)
ou graines (carvi). La synthése et I’accumulation des huiles essentielles, classées parmi
les métabolites secondaires, se font généralement au niveau des structures histologiques
specialisées, souvent localisées sur la surface de la plante [3].

Par exemple, pour la famille des Lamiacées, les huiles se situent dans les poils
sécréteurs, chez les Myrtacées au niveau des poches sécrétrices ou encore des canaux
sécréteurs pour les Astéracées [3].

Parmi les milliers de plantes médicinales recensées a ce jour, celles de la famille des
astéracées (composées), l'une des plus grandes familles des angiospermes, avec environ 1100
genres et 25000 especes sont présentes dans pratiquement toutes les régions du globe [4].
Elle est représentée en Algérie a travers 408 espéces et 109 genres. Bon nombre d’espéces
sont alimentaires, d'autres produisent des huiles et des teintures, un trés grand nombre est
cultivé pour l'ornement [3].

Le genre Calendula qui fait partie de la famille des astéracées, compte environ 20
especes. En Algérie, il est représenté par 4 especes dont 3 au sud. Les espéces de ce genre

sont utilisées dans la médecine alternative pour leurs activités: activité immunostimulante,
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activité anti-inflammatoire, activité antivirale, activité antibactérienne, activité antifongique,
activité antinéoplasique, activité antioxydante [6]. Les études chimiques des espéces du genre
Calendula, ont montré leur richesse en, sesquiterpénes, ftriterpénes, caroténoides, et en
composés phénoliques notamment les flavonoides. Ces derniers sont largement présents
dans le regne végétal et représentent une catégorie trés importante aux propriétés
biologiques multiples [3].

Dans ce contexte et vu I’importance de I’utilisation des espéces du genre Calendula en
médecine alternative et les résultats significatifs des tests d’activités biologiques obtenus,
nous avons jugé utile de mener, dans le cadre de notre mémoire de fin d’études, une étude
chimique sur ’espece Calendula algeriensis. Cette espéce endémique pour I’Algérie et le
Maroc n’a jamais fait 1’objet de travaux antérieurs.

Notre mémoire débutera par une synthése bibliographique sur le genre Calendula suivi d’une
partie expérimentale portant sur I’extraction et 1’étude de la composition chimique de 1’huile
essentielle de I’espece Calendula algeriensis. Nous terminons le travail expérimental par

Iétude des activités microbiologiques de 1‘huile essentielle.

12






1.1 S.ystématique et taxonomie du genre Calendula

La famille des astéracées est une trés grande famille répandue dans le monde entier
principalement dans les régions tempérées, parmi les genres appartenant a cette famille, on
note le genre Calendula qui contient environ 20 especes, dont Calendula officinalis et
Calendula arvensis sont les plus connues.

Les plantes appartenant & ce genre sont généralement des plantes herbacées de 50-60 cm de
haut. Les fleurs forment des capitules d'un diamétre variant de 3 4 10 cm. Souvent, elles sont
toutes ligulées c'est-a-dire qu'elles n'ont pas de "cceur” démarque comme pour la marguerite.
La couleur de la fleur peut étre de diverses teintes allant du jaune péle a l'orange foncé. Les
fleurs du souci s'ouvrent et se ferment avec le soleil. La floraison dure de nombreuses

semaines et persiste jusqu’aux gelées... c'est d'ailleurs ce qui lui a valu son nom de souci, qui

vient du latin solsequia (qui suit le soleil) [5].

1.1.1 Noms communs

Le Calendula est appelé couramment souci sur le terrain, ou le souci de jardin. En vieil
anglais, calendula a ét¢ connu sous le nom "d'or", et a été associé¢ d'abord avec la Vierge

Marie, puis avec la reine Mary, d'ot «l'or de Marie » [6].

1.1.2 Nom vernaculaires

Les noms les plus couramment utilisés sont : Atunjaq, djamir, djomaira, feminell, fleur de

souci, fleur de tous les mois, bahar, zubaydah [7-8].

1.1.3 Distribution du genre Calendula

Le genre Calendula est indigéne & la zone méditerranéenne. On retrouve des Calendula
vivaces en Afrique du Nord, en Espagne, en Italie et en Yougoslavie. Les Calendula annuels,
quant & eux, existent dans les Iles Canaris 4 l'ouest jusqu'en Inde a l'est, et d'Egypte au sud
jusqu'en Iran au nord [9]. Sur 20 espéces; les études chimiques ont porté particulirement sur

les espéces Calendula officinalis et Calendula arvensis.
1.1.4 Principales utilisations des espéces appartenant au genre Calendula

Les espéces du genre Calendula sont utilisées par voie interne pour stimuler le foie et la

vésicule biliaire, soulager les douleurs menstruelles et régulariser le cycle féminin, combattre

3
3
i
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les infections et les inflammations gastro-intestinales, la gastrite, les spasmes gastro-
intestinaux et l'ulcére gastrique.
Par voie externe, elles sont connues dans le traitement des blessures, des infections cutanées,

des briilures, 1'eczéma et la conjonctivite.
1.1.5 Systématique et taxonomie des espéces Calendula officinalis et Calendula arvensis
1.1.5.1 Classification

Pbyllum : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Asterales
Famille - Asteraceae
Genre : Calendula

Espece : Calendula officinalis, Calendula arvensis

1.1.5.2 Description

Ce sont deux plantes auto-ensemencement herbacées annuelles qui se développent dans
presque tous les sols. Elles poussent & une hauteur de 30 4 50 cm avec des tiges ramifiées,
anguleuses, velues. Leurs feuilles sont en forme de spatules ou oblongues de couleur

orange vif pour Calendula officinalis (figure 1) et oblongues de couleur jaune vif pour

Calendula arvensis (figure 2).

Figure 1 : Fleurs de Calendula officinalis Figure 2 : Fleurs de Calendula arvensis
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Les especes Calendula officinalis et Calendula arvensis sont assez semblables, seulement les

feuilles de C. arvensis sont plus étroites et les capitules plus petits.

1.2 Etude chimique du genre Calendula
1.2.1 Etude chimique des extraits lipidiques des espéces appartenant au genre Calendula

Les extraits lipidiques ont €t€ préparés par solvant tels que : I’acétone, I’éther diéthylique
[10, 11], le mélange (n-hexane, dichloromethane) [12], Ile mélange (éther de pétrole,
CHCI3, MeOH) [13,14], le dichloromethane [15]. Nous avons noté aussi la préparation de
certains extraits par 1’utilisation du CO, supercritique [12, 16, 17,18, 19].

L’¢étude chimique des extraits lipidiques des espéces appartenant au genre Calendula a permis
I’isolement de métabolites secondaires appartenant a différentes classes chimiques.

Nous avons noté particuliérement la présence de la classe des terpénes (sesquiterpénes,
triterpenes, caroténoides), des stéroides, des composés phénoliques (acides phénoliques,
flavonoides, coumarines, des tanins) ainsi que d’autres composés de fonctions chimiques

diverses notamment les acides gras.

1.2.1.1 Métabolites secondaires isolés du Calendula officinalis et Calendula arvensis

L’¢tude chimique des extraits lipidiques de Calendula officinalis a permis 1’isolement en
particulier des triterpénes et leurs dérivés, des tetraterpénes, des composés phénoliques, des
stéroides, ainsi que d’autres composés comme les acides gras. Dans le Calendula arvensis
nous avons noté I’isolement des sesquiterpénes et des triterpénes glucosidiques [13, 14, 35,

36, 37, 38].
1.2.1.1.1 Principaux métabolites isolés de Calendula officinalis
1.2.1.1.1.1 Composés terpéniques

11 s”agit en particulier de triterpénoides alcooliques et glucosidiques, des esters de triterpénoides et des
tetraterpénes (caroténoides) (planche A-annexe) [10, 12, 16, 17, 20-29]. Le tableaul regroupe des

exemples de chaque classe.
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Tableaul: Composés terpéniques isolés de Calendula officinalis

Classe Composés isolés Ref
chimique
Esters de -faradiol-3-O-palmitate 12,16,17
triterpenoides | -faradiol-3-O-laurate 20,21, 22

-faradiol-3-O-myristate

-maniladiol-3-O-laurate

-maniladiol-3-O- myristate

- g-amirin

- B-amirin
Triterpenoides | - Taraxasterol 10, 12, 23,24
alcooliques - Calenduladiol

- Arnidiol

- Heliantriol

- Ursatriol

- Faradiol
Triterpenoides | -B-D-galactopyranosyl. 17, 23, 24,
glucosidiques | -B-D-glucopyranosyl. 25,26,27

- oleanolglycoside.

- calendulaglycoside-A 6'-O-methyl ester.
Tetraterpenes | -caroténe 17,22 24,28,
(caroténoides) | il};f:li Zne 29

- flavoxanthin




1.2.1.1.1.2 Composés phénoliques

Il s’agit en particulier de flavonoides, coumarines, tanins et des acides phénoliques de type C6-C1 et
C6-C3 (planche B-annexe). Nous présentons dans le tableau 2 des exemples de composés

phénoliques isolés de C. officinalis

Tableau 2 : Composés phénoliques isolés de C. officinalis

Classe chimique Composés isolés Ref

Flavonoides - (3’-metoxi-4’,3,5,7-tetrahydroxyflavone) isorhamnetin| 17, 24,
- isorhamnetin-3-O-glycoside 26,30,
- rutine. 31,32

-quercetin-glycoside

Coumarines - Esculetin 24
- Scopoletin
- (7-Hydroxycoumarin) Umbelliferon
Tanins - Catéchol et pyrogalol 24
Acides phénoliques - Acide Cafféique 24,32
- Acide Chlorogenique

- Acide Coumarique

- Acide Ferulique

1.2.1.1.1.3 Stéroides

Les stéroides isolés sont notamment des stérols, en particulier cholestanol, stigmastanol,

cholesterol, campesterol, sitosterol (planche C-annexe) [24, 33, 34].
1.2.1.1.1.4 Acides gras

Les principaux acides gras isolés sont: I’acide decanoique, 1’acide laurique, I’acide

myristique, 1’acide palmitique [24, 33].
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1.2.1.1.2 Principaux métabolites isolés de Calendula arvensis

Il s’agit en particulier de sesquiterpénes et de triterpénes glucosidiques (planche D -annexe). Nous

donnons dans le tableau 3 des exemples de chaque classe.

Tableau 3 : Composés terpéniques isolés de Calendula arvensis

Classe chimique

Composés 1solés

Réf

Sesquiterpénes glusosidiaues

- 4-O~(B-D-fucopyranosyl)-4-
alloaromadendrole

- 2’-(acethyl) fucosyl alloaromadendrole
- 2’~(2”’-methyl-butanoyl) fucosyl
alloaromadendrole

- 2°(3’’-methyl-2"’-pentenoyl) fucosyl

alloaromadendrole

13, 35, 36,
37

Triterpénes glucosidiques

- B-D-pyranosyl

- 38-O-(B-D-galactopyranosyl-(1-3)-B-D-
glucopyranosyl)oleanoliacide

- 28-O-B-D-glucopyranoside

- 3B-O-(B-D-galactopyranosyl (1-9)-8-D-
glucopyranosyl) oleanoliacide

Avec les deux nouveaux triterpénoides

- 28-0-B-D-Glycopyranoside-3-B-O-(O-B-D-

galactopyranosyle(l —3)-B-D-
Glycopyranoside

- 3-B-O-(0O-B-D-Galactopyranosyle(1 —3)B-

D- glycopyranoside)

14, 38
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1.2.2 Etude chimique de la composition de I’huile essentielle des espéces appartenant au genre

Calendula

L’huile essentielle a été préparée par entrainement a la Vapeur- deau et/ou par
hydrodistillation, la plupart des travaux ont ét¢ effectué sur l'espéce Calendula officinalis.

La composition chimique de I’huile essentielle est constituée en majorité de monoterpénes
et de sesquiterpenes. Les principaux composés terpéniques de "huile essentielle sont : o et B-
pinene, limonene, linalool pour les monoterpénes et le §-cadinene, a-cadinol, 1,3,5-cadinatrie,

a-muurolol pour les sesquiterpénes (planche E-annexe) [39, 40, 41, 42 ].
1.3 Activités biologiques des espéces appartenant au genre Calendula

les composés isolés des espéces appartenant au genre Calendula sont trés actifs
biologiquement, nous présentons dans ce qui suit les activités biologiques les plus

importantes.
1.3.1 Activité anti-inflammatoire

Une inflammation est un processus physiologique en réponse a des 1ésions tissulaires résultant
d'une infection pathogéne microbien. Une inflammation se manifeste par quatre signe

principaux : rougeur, chaleur, gonflement, douleur.

Les espéces appartenant au genre Calendula sont capables de diminuer de maniére trés
importante I'ccdéme et la congestion intervenant suite a une briilure. Cela est dd 4 la présence
de triterpenoides qui inhibent des enzymes lipoxygenases qui participe 4 la diminution rapide
des inflammations [22, 24, 26, 43].

1.3.2 Activité immunostimulante

Un immunostimulant est une substance stimulant le systéme immunitaire qui assure les
défenses de I’organisme. Les espéces appartenant au genre Calendula sont considérées
comme des immunostimulantes grice a I’effet des polysaccharides contenu dans ces plantes
[44].




1.3.3 Activité antimicrobienne (activité anti-bactérienne, activité antifongique)

Les espéces appartenant au genre Calendula possédent une activité contre les bactéries
anaérobies et aérobies facultatives, par exemple, les différentes types de Candida, Bacillus

subtulis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia [21, 40].

1.3.4 Acivité antivirale

Les especes appartenant au genre Calendula présentent une activité contre les virus, on peut
citer comme exemple, le virus d'herpés simplex, le virus d’influenza et le virus de la grippe
ainsi que d’autres virus. Cette activité est due notamment 4 leffet des sesquiterpenes

glucosidiques [36].
1.3.5 Activité antinéoplasique

La néoplasie est un tissu nouvellement formé d’une tumeur bénigne ou maligne, ou bien un
cancer. Les especes du genre Calendula présentent une activité contre les tumeurs grice a

I’effet de triterpénoides saponines [24, 26, 45, 46].
1.3.6 Activité antioxydante

Un antioxydant est une substance naturelle ou chimique destinée a ralentir la dégradation des
aliments due aux effets de I’oxydation. Les espéces appartenant au genre Calendula sont
considérées comme des antioxydants grace a I’effet des composés phénoliques du type

flavonoides contenu dans ces plantes [30, 32].




1.4 Conclusion

Les études chimiques sur les éspéces du genre Calendula ont porté particuliérement sur
I’espece Calendula officinalis et Calendula arvensis.

L'étude chimique menée sur le Calendula officinalis a permis l'isolement de plusieurs
métabolites secondaires, notamment :

- Les triterpenoides avec 3 classes différentes : glucosidiques, alcooliques et des esters
triterpenoides.

- Les caroténoides sous forme d’hydrocarbures (caroténe, lycopene), de xanthophylles
(lutéine) et des apocaroténoides (flavoxanthin).

- Les composés phénoliques ( acides phénoliques, flavonoides, coumarines, tanins).

- Les steroides (stérols).

L’huile essentielle de 1’éspéce Calendula officinalis est un mélange de monoterpénes et de
sesquiterpenes.

L'étude chimique menée sur le Calendula arvensis a permis l'isolement de métabolites
secondaires appartenant aux classes chimiques suivantes :

- Les terpenes notamment les Sesquiterpenes et les triterpenoides glucosidiques.

L’huile essentielle de I’éspéce Calendula arvensis est formée également par un mélange de
monoterpenes et de sesquiterpenes.

Les résultats obtenus a partir de nombreuses publications scientifiques montrent que le
Calendula officinalis est plus riche en métabolites secondaires que le Calendula arvensis.
Egalement, les deux espéces présentent plusieurs activités biologiques parmi les quelles :
Iactivité anti-inflammatoire et Immunostimulante, I’activité antimicrobienne (activité
antibactérienne, [’activité antifongique), activité antivirale, 1’activité antinéoplasique,

I"activité antioxydante.







2. Extraction de ’huile essentielle de I’espéce Calendula algeriensis

2.1 Introduction

Afin d’isoler de nouvelles substances des plantes pouvant trouver une application
thérapeutique et de rendre la stratégie d’isolement moins laborieuse, il convient de
sélectionner avec soin les plantes et les extraits a investiguer. Certains critéres sont a
prendre en considération pour mener a bien son étude [3].
Du choix du matériel végétal dépend en grande partie la réussite du travail, on se base
note.lmment sur :

e utilisations en médecine alternative

e observations du matériel végétal sur le terrain

e aspects botaniques et chimiotaxonomiques

e Travaux antérieurs
Dans ce contexte et vu I’importance de I’utilisation des espéces du genre Calendula en
médecine alternative et les résultats significatifs des tests biologiques obtenus, nous avons
choisis I’espéce : Calendula algeriensis pour étude dans le cadre de notre mémoire. Cette
espece endémique pour I’Algérie et le Maroc n’a jamais fait I’objet d’études antérieures.

Les criteres de choix de cette espéce, reposent essentiellement sur le fait que :

- Cette espece appartient au genre Calendula de la famille des astéracées dont plusieurs

activités biologiques ont été mises en évidence.

- Les especes de ce genre étant réputées par I’accumulation de métabolites secondaires
de différentes classes chimiques telles que: terpénes (monoterpénes, sesquiterpénes,

triterpénes, caroténoides), composés phénoliques, stéroides.

- Absence de travaux antérieurs sur cette espéce.
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Phyllum : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae
Genre : Calendula

Espece : Calendula algeriensis

Figure 3 : Image de I’espece Calendula algeriensis

2.2.1 Description de ’espéce Calendula algeriensis

C’est une plante annuelle poilue, a tiges robustes ramifiées, couchées puis dressées, de 20 a
60 cm. Feuilles oblongues de diamétre 2,5 a 4,5 cm. Capitules a fleurs de deux couleurs,

s'épanouissant le matin et se refermant avant le coucher du soleil (figure 3).

L’espéce Calendula algeriensis est connue sous un nom frangais le souci bicolore ou souci

d’Algérie et la Floraison peut aller de janvier a mai.

2.2.2 Récolte de ’espéce Calendula algeriensis

La récolte a été faite le mois de décembre, 2010 au sud Ouest d'Alger dans la région d’Ain
Defla, position géographique assurant une parfaite jonction entre le littoral et la région des
hauts plateaux ainsi qu’une meilleure liaison entre la région Ouest et celle de I’Est du pays.

L’extraction porte uniquement sur les fleurs seches (figure 4).




Figure 4 : Fleurs séches de Calendula algeriensis utilisées dans I’extraction.

2.2.3 Méthode d’extraction

Nous avons utilisé 1’entrainement a la vapeur d’eau pour extraire 1’huile essentielle, dans
cette méthode la matiére végétale n’est pas en contact direct avec ’eau. Le montage
expérimental est constitué d’un ballon rempli au deux tiers (2/3) d’eau puis chauffé a
¢bullition, la vapeur d’eau formée traverse la matiére préalablement introduite dans une

ampoule a décanter située juste au dessus du ballon.

La vapeur est condensée au niveau du réfrigérant et I’huile essentielle mélangée avec de 1’eau
est récupérée dans un bécher. L’huile essentielle est séparée par une extraction liquide-liquide

a I’aide de I’éther diéthylique (figure 5).

Apres avoir récupérer ’hydrolat, on le met dans une ampoule a décanter et on ajoute environ
20ml d’éther diéthylique (immiscible avec 1’eau), aprés agitation et décantation, on obtient
alors deux phases, une phase organique (I’huile dans 1’éther diéthylique) et une phase

aqueuse.

La phase organique est ensuite séparée et filtrée sur le du sulfate de sodium anhydre (Na,;SO,)
pour €liminer toute trace d’eau. Ensuite aprés évaporation de 1’éther diéthylique, on récupére

I’huile essentielle qui est stockée dans un petit flacon préalablement pesé.
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Les conditions opératoires de I’extraction de I’huile essentielle de Calendula algeriensis

sont les suivants :

Quantité de matiére végétale 60 g pour chaque manipulation.

Volume d’eau  800ml.

Temps de la distillation a vapeur : 1h30 a 2h.

Figure 5 : Montage de I’entrainement a la vapeur d’eau




2.3 Résultats et discussions de I’extraction de I’huile essentielle
Nous avons effectué plusieurs expériences, les résultats obtenus sont regroupés dans le
tableau 4

Tableau 4 : Récapitulatif des expériences d’entrainement a la vapeur d’eau de I’'H.E

Masse du produit Masse de I'huile Rendement (%)

végétale (g) essentielle (g)
08-03-2011 50 0.1405 0.281
05-04-2011 60 0.0979 0.163
11-04-2011 60 0.1123 0.187
12-04-2011 60 0.1454 0.242
19-04-2011 60 0.1603 0.267
21-04-2011 60 0.1288 0.214
02-05-2011 60 0.1296 0.216

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre la masse de I’huile extraite et la masse

de la plante seche. Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

_ MV(® . _3p _ 0
p= e = X 100 et le rendement moyen est donné par : Pmey= - 0.224%
Avec : My : masse de la matiere végétale séche

Mgz : masse de ’huile essentielle

pmax—pmin _ 0.281—-0.163
pmoy 0.224

Calcul de I’incertitude absolue : Ap = =0.526

p=(0.224 +0.526) %

Le rendement des huiles essentielles des plantes appartenant au genre Calendula est
généralement de I’ordre 0.13% & 0.977 [47]. Pour I’huile essentielle de Calendula algeriensis,
nous avons trouvé que le rendement moyen est de 0.227, la variation du rendement est
attribuée aux conditions opératoires, la période de récolte et le lieu de récolte.

Les propriétés organoleptiques de I’huile essentielle de Calendula algeriensis sont regroupées
dans le tableau 5.
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Tableau 5 : propriétés organoleptiques de Ihuile essentielle de Calendula algeriensis (fig 6)

Propriétés organoleptiques
Aspect Liquide mobile
Couleur Jaune foncé
Odeur intense
Masse obtenue 1,2925g e
Rendement 0.227 - e

Figure 6 : Huile essentielle de Calendula algeriensis

2.4 Analyse de ’huile essentielle de Calendula algeriensis par chromatographie en phase

gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

Introduction

La spectrométrie de masse est utilisée depuis de nombreuses années pour 1’élucidation de la
structure de composés organiques simultanément avec d’autres techniques
spectroscopiques comme 1’infra-rouge ou la résonance magnétique nucléaire.

Cependant, jusqu’en 1966, il était généralement nécessaire d’isoler la substance pure par
chromatographie gazeuse préparative, ce qui constitue une procédure trés longue et

nécessitant des quantités relativement importantes de substances.

Le développement important de la spectrométrie de masse dans I’identification des
constituants des aromes et des huiles essentielles a été rendu possible grace au couplage de la

chromatographie en phase gazeuse directement avec la spectrométrie de masse.

Simultanément, il devenait possible d’obtenir un spectre de masse interprétable pour des
quantités de substance qui allaient du microgramme au nanogramme. Ainsi, grice a
cette innovation importante, la spectrométrie de masse est devenue la technique la plus
sensible pour obtenir des données importantes sur la structure de composés organiques

inconnus [3,48].

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse est effectuée sur un chromatographe HP-

6890 couplé a un spectrométre de masse HP 5972, dans les conditions suivantes :

-Une colonne capillaire de type HP1 (polydiméthylesiloxane 100%), de longueur 30m d’un
diametre de 0.25 mm et une épaisseur du film de 0.25 um.



-Un potentiel d’ionisation du spectrometre de masse €gale a 70 eV.

-Le programme de température du four est : 90(10°) a 210 (10”) a raison de 3 °/mn
-Injection en mode Split : 1/90.

L’échantillon de I’huile essentielle est dilué dans ’AcOEt a 17.

L’1dentification est effectuée en se basant sur les banques de données spectrales de 1’appareil
(NBS 75k.1, Wiley 7n.1) ainsi que sur les données de la littérature concernant les produits purs
1solés. Nous tenons & rappeler que NBS 75k est une banque comprenant les spectres de masse

de 75000 molécules, celle de Wiley 7n comprend 250000 molécules.

Apres une analyse CG/SM sur I’huile essentielle de Calendula algeriensis, nous avons obtenu

le chromatogramme présenté dans la figure 7.
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Figure 7 : Chromatogramme de I’huile essentielle de Calendula algeriensis

La figure 8 regroupe les différents agrandissements du chromatogramme.
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Le tableau 6 regroupe les produits identifiés, avec le temps de rétention, la formule brute et le

pourcentage correspondant a chaque produit.

Tableau 6 : Composés identifiés : Temps de rétention, formule brute et le pourcentage

N° de Tr(min) | Nom de composé Formule pourcentage
composé /
1 2.163 4-methylpent-4-en-2-one CeH100 6.62
(mesityloxide)
2 2.344 2-furancarboxaldehyde (furfural) CsH,O, 1.71
3 2.367 3-methyl acidebutanoique (acide CsHi100, <0.01
isovalerique)
4 2.390 4-methyl-4-hydroxy-pentan-2-one CeH 120, <0.01
(alcool diacetone)
5 2.424 2-methyl acide butanoique CsHi00, 0.24
6 2.503 1,6,2,3-dianhydro-4-Oacetyl-B-D- CsH;1005 <0.01
gulopyranose
7 2.548 2,2-Diisopropyltetrahydrofurane Ci10H200 <0.01
8 2.560 Hexan-2-ol CeH;00 <0.01
9 2.673 Acide pentanoique CsH;00, 0.25
10 2.707 Acide butanoique C4HgO, <0.01
11 2.775 Acide-4-oxo-butan-2-oique C4H404 0.053
12 3.625 benzaldehyde C:HsO 0.40
13 3.999 Acide hexanoique CeH1,0, 3.40
14 4.339 (E.E)- hexa di-2-ene-4-al CgHgO 0.14
15 4.905 Benzene acetaldehyde CsHgO 0.62
16 4.928 phenyloxirane CgHgO 0.68
17 5.109 2-methyl-buta-1,3-diene CsHg 0.059
18 5.238 Phenol CeHsO 0.16
19 5.563 benzophenone CgHgO 0.066
20 5.902 Acide heptanoique C7H4,0, 1.93
21 6.288 3-hexyne CsHio 0.13
22 6.402 Cis-cyclopent-4-ene-1,3-diol CsHgO, 0.057
23 6.514 linalool Ci0H:50 0.65
24 6.560 Hotrienol CioH160 <0.01
25 6.696 Benzene ethanol CgH;00 0.53
26 6.798 1,3,5-cycloheptatriene CsHg <0.01
27 6.843 3,5,5-trimethylcyclohex-2-ene-1-one CoH;40 0.47
(isophorone)
28 6.860 2-cyclopenten-1-one CsHqO <0.01
29 7.002 3-methyl-2,3-dihydrofurane CsHgO 0.063
30 7.183 2-ethyl acide butanoique CeH120, 0.069
31 7.217 2H-pyran-2-one (coumalin) CsH40, <0.01
32 7.228 Ketoisaphorone CoH;,0, 0.14
33 7.262 1-ethoxy but-1-ene-3-yne CsHgO <0.01
34 7.274 4-penten-1-ol CsH;00 <0.01
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35 7.704 2-methyl propen-1-one C4HsO 0.09

36 7.863 (2Z,AE)hexa-2 4-dien-1-ol CeH 100 0.055

37 7.965 2-methyl propen-1-one CsHsO <0.01

38 7.976 2-methylene cyclohexanol C/H;,0 0.069

39 8.894 Acide octanoique CgH 60, 4.95

40 9234 a , a-4-trimethyl-3-cyclohexene-1- Ci0Hi30 0.31
methanol(camphene)

41 9.325 3,5-dimethyl phenol CgH;00 0.16

42 9.359 1(2-furaylcyclopropyl)ethanone CoH00; <0.01

43 10.027 4-Propyl-4-cyclopentene-1,3-diene CsH;00, <0.01
(oxide d’isopropyl)

-+ 10.084 (ex0)-1-(hydroxymethyl)-2-vinyl-2- CoH160 0.44
methylcyclopentane

45 10.617 pulegone CioH160 0.97

46 11.376 3,7-dimethyl-1,3,6-octatriene ou f§ — CioHie 0.14
myrcene

47 11.387 Gamma-cis-sesquicyclogeraniol Ci5H,00 <0.01

48 11.580 Citral Ci0H160 0.05

49 11.591 2,3-dimethyl-2-butene CeHio <0.01

50 12.282 Acide nonanoique CoH;50, 1.76

51 12.384 Acide octanoique CsH160; <0.01

52 12.396 3,4-dihydro-5-methyl dihydrofuran-2- | CsHgO, 0.05
one

53 12.724 Thymol CioH140 0.85

54 13.019 Carvacrol CioH140 90.84

55 13.166 1-(2-hydroxy-5- CoH;00, 0.59
methylphenyl)ethanone(Acetophenone,
o-Acetyl-p-cresol)

56 13.223 4-hydroxy-2-methylacetophenone CoH00, <0.01

57 13.359 8,8-dimethyl-4-methylene-1- C1oH140 <0.01
oxaspiro[2,5]oct-5-ene

58 14.107 3-methyl-6-(1-methylethylidene)2- CioH:140 0.17
cyclohexen-1-one (Piperitenone;
Pulespenone; 3-Terpinolenone)

59 14.141 (+) - (18, 58)-2(10)-3-pinadien-4- Ci2Hi60; <0.01
ylacetate

60 14.401 Gamma-dodecalacetone CioHy,0, 0.17

61 14.821 Eugenol CioH120; 4.27

62 14.945 Acide-2-methyl-methylester benzene Ci10H120, <0.01
acetique

63 15,002 6-methyl-5-(1-methylethyl)5-hepten-3- | C;;H;60 <0.01
yn-2-one

64 15.943 Acide décanoique Ci0H200, 1.91

65 16.260 3,4-dihydroxy tetrahydro-2-furanone C4HgO4 0.14

66 16.384 1(7)4,8-O-menthatriene CioHy4 <0.01

67 16.396 4-acetyl-3-carene C12H;i50 0.16

68 16.441 (-)-elma-1,3,11(13)trien-12-o0l CisH,40 <0.01

69 17.359 Acetate de lyratyle C12Hi50; 0.30
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70 17.393 2-methylene cyclohexanol CH,0 <0.01
71 17.518 5-methyi-2(5H)-furanone CsHeOn <0.01
12 17.620 Acetate de terpineol C12H00, <0.01
73 17.665 o -ionone Ci3HyO 0.50
74 17.914 (E.E)-a -farnesene CisHaa 0.02
75 18.005 Tans-caryophyllene CisHas 2.25
76 18.504 Acetate de geranyl Ci3Hn 0.28
77 19.189 o-humulene CisHaa 0.08
78 19.240 linalylacetate C12H200, 0.33
79 19.671 4-(2 ,2,6-trimethyl-7- Ci3H» 0, <0.01
oxabicyclo[4,1,0]hept-1-yl)-3-buten-2-
one(beta-ionone-5,6-epoxide)
80 19.716 Trans-B-ionon-5,6-epoxide Ci3H0, 1.64
81 19.818 4-(2,6,6-trimethyl-1-cyclohexen-1-yl)- | C;3HyO <0.01
3-byt-2-one
82 19.852 B-ionone Cy3H,00 1.72
83 20.135 o -murolene Ci5Has 0.22
84 20.339 (3-methyl butyl)-oxirane C7H,140 <0.01
85 20.543 3,4-dimethyl-3-hexene CsHis 0.40
86 20.736 5,6,7,7a-tetrahydro-4,4,7a- C11Hi60, 7.55
trimethyl2(4H)benzofuranone
87 21.178 Epoxyde de trans-Z-a-bisabolene Cy5H-40 0.55
88 21.439 Oxyde de trans-carvone CioH 140, 0.16
89 22.402 (-)-curcuhydroquinone Cy5H,0; 0.094
90 22.424 Oxyde de trans-limonene C10H160 <0.01
91 23.127 Allyl-O-tolylether Ci0H;2O <0.01
92 23.138 (2E, 4E, 6Z, 87)-2,4,6,8- Ci1His <0.01
undecatetraene
93 23.388 Acide dodecanoique C12H240, 11.69
94 24.317 a-D-glucose CsH 1206 0.51
95 24 475 Methyl-a-D-ribofuranoside CeH;205 0.1
96 24.702 Dll&plOIG C12H1404 2.60
97 24.747 AplOl C1oH1404 <0.01
98 24.849 Acide decanedioique Ci10H1504 <0.01
99 25.110 E-famesene CisHy <0.01
100 25.133 2,3-dihydro-4—ox0-]3-1'onone Ci3Hi160, <0.01
101 25.144 alloaromdendrene CisHa <0.01
102 25.382 2-methyl-6-methylene-3,7-octadien-2- | C;oH;60 <0.01
ol ou bien anitinol
103 25.439 ledol Ci5Hx60 0.34
104 25.484 (Z)-cis-a-bergamotene CisHas <0.01
105 25.994 Gamma-elemene Ci5Has <0.01
106 26.017 (+)-2-acetyl-2-carene C12H;50 <0.01
107 26.266 Z-3,7-dimethyl-6,7-epoxy-2-en-1-ol Ci10Hi30, <0.01
108 26.345 Oxyde de bisabolol Ci5H60, 0.6
109 26.663 Oxyde de (-)-caryophyllene Ci5H240 0.52
110 27.320 a-bisabolol Ci5Hy60 3.10




111 27.467 Z-citral C1oHy60 [<0.01
112 27.501 (-)-elma-1,3,11(13)-trieni2-ol Ci5HO <0.01
113 27.569 B -simensol Ci1sH,,0 0.28
114 30.538 Acide tetradecanoique C14Hz30, 3.10
115 32.838 D-mannoheptulose C/H1,04 <0.01
116 32.861 a-D-galactopyranoside C7H;20s5 <0.01
117 32.952 2,6-heptadione C7H;,0; <0.01
118 33.008 2-pentadecanone Ci5H300 2.30
119 33.099 1-methyl-6,7- C/H,0, <0.01
dioxabicyclo[3,2,1]octane
120 33.167 Delta-3-tetradecenol Ci14H230 0.68
121 33.235 Oxyrane de tetracyl Ci6H3,0 <0.01
122 33.779 Methyl-3,3-anhydro-o-D- C7H;,0s5 <0.01
galactopyranoside
123 33.790 2,4,6,8-tetramethyl-1-undecene CisHso <0.01
124 35.354 heptadecane Ci17H36 <0.01
125 35.388 nonadecane Ci9Hyo 0.50
126 35.445 1-(2-hydroxy ethoxy)tridecane C15H3,0, <0.01
127 37.881 Acide n-hexadecanoique CisH3,0, 0.87
128 38.685 Isobutyl formate CsH;00, <0.01
129 38.776 2-methyloctadecane Ci9H,O <0.01
130 38.810 tetradecane Ci4Hzg 0.3
131 42425 Heneicosane Cy1Hyg 7.67
132 50.120 2-decyloxyethanol C12Ho60, <0.01
133 50.2440 pentadecane Ci5Haz 1.08

2.4.1 Résultats et discussions de ’analyse par CG/SM

L’examen du tableau 6, montre que la composition chimique de I’huile essentielle est
dominée par les acides gras saturés et leurs dérivés. On constate la présence de la série des
acides gras allant de I’acide butanoique & I’acide hexadecanoiqué. On note également la
présence d’alcanes lourds sous forme d’hydrocarbures et d’hydrocarbures oxygénés tels que

les aldéhydes et les cétones.

La figure 9 montre la représentation de chaque classe dans la composition chimique de I’huile

essentielle.




monoterpenes
H sesquilerpenes
L acide gras

i alcanes

Figure 9: Représentation de chaque classe dans la composition chimique de I’huile
essentielle.

Les composés terpéniques constituent une partic importante de 1’huile essentielle. Ils sont
représentés par les monoterpénes oxygénés tels que le linalool, le carvacrol, ’eugenol, la
pulegone, la B-myrcene, le thymol, ’anitinol, le dilapiole, et les sesquiterpénes hydrocarbonés
tels que la trans caryophyllene, [I’0-humulene, I’a-murolene, le E-farnesene,
I’alloaromdendrene, et les sesquiterpénes oxygénés tels que 1’époxyde de trans-Z-o-

bisabolone, le a-bisabolol, le B-simensol, 1’oxyde de caryophyllene.

Les monoterpénes sont représentés par les monoterepénes oxygénés en particulier le carvacrol

qui représente comme spectre de masse le suivant (figure 10)
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Figure 10 : Spectre de masse de carvacrol

Le carvacrol présente un pic de masse a 150, et un pic de base a 135 qui correspond a un

départ de méthyle, on vérifie les autres fragmentations, & 91 on a un départ d’OH avec un

réarrangement qui conduit a la formation du cation de tropyllum, et & 77 on a un cycle

benzeéne moins un proton.

Les sesquiterpenes sont représentés par les sesquiterpenes hydrocarbonés tel que la trans

caryophylléne qui représente comme spectre de masse le suivant (figure 11).

Abundance

=

33300
=Z3=200
=100
clejola)
=z 00
2800
=700
=200
2S00
==a0coO
=233 00
==00O
=21 00
Zz=oco0co
1900
1300
17 OO
1S 00
1 sS00
1T a00
1T =00
1T =00
1100
1000
Ssoo
00
oo
soo
SoOoo
- OO
=00
=200
100 j

0=

L=x=1

1l

Scan 19409 (17 .994 mind:

e

|
|

:

s

|

1
it
i
il
|
!

|
|
i
|
|
I
|

7o 2o S0 100110120 120 140 150 16

HEC-ALCG. D

Trans caryophyllene

1S

1 a7 ‘
|

i

T

1

i =20-a
TS t
1

I I

i

|

! : i

O 170 180 190 =200=210

=o =

so

Figure 11: Spectre de masse de la Trans caryophylléne.
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La Trans caryophylléne présente un pic de masse & 204 et un pic de base a 41, on vérifie les

autres fragmentations, a 69 on a le départ de unité isoprénique, et a 133 correspond a CyoHj3

Pour les acides gras on a I’acide dodécanoique comme produit majoritaire qui a comme

spectre de masse le suivant (figure 12)
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Figure 12 : Spectre de masse de 1’acide dodécanoique.

L’acide dodécanoique a un pic de masse a 200 et un pic de base a 60 qui correspond a C,;H,0;
(réarrangement de MC Laffery), on vérifie les autres fragmentations, a 171 on a le départ d’un

éthyle, a 157 le départ d’un propyle, a 143 le départ d’un butyle ainsi de suite.







3. Tests d’activités microbiologiques

a- L’effet bactériostatique
C’est une activité bactérienne au cours de laquelle il ne se manifeste aucune destruction
bactérienne, on remarque une inhibition de la croissance bactérienne, croissance qui reprend

dés que la substance disparait [49].

b- L’effet antifongique
Les antifongiques sont des substances qui manifestent un effet fongicide ou fongistatique. Ils
sont efficaces sur les levures, les champignons. Ces composés sont efficaces contre les

dermatophytes et les moisissures. Les antifongiques sont éventuellement bactéricides [49].

3.1 Matériels, réactifs chimiques, microorganismes et milieux de cultures

Les analyses antimicrobiennes ont été réalisées sur I’huile essentielle de Calendula
algeriensis au niveau du laboratoire de microbiologie de ’hdpital FRANTZ FANON et
I’hopital FEROUJA.

Tout le matériel, les réactifs chimiques, les microorganismes et les milieux de cultures

utilisés sont conformes aux normes d’analyses, ils nous ont été fournis par ce laboratoire.

3.1.1 Microorganismes étudiés

Dans cette €tude, les microorganismes utilisés sont : Staphyloccocus aureus, Enterococcus
faecolis (les deux sont de Gram+), Echerichia coli, Pseudomonas aeruginosa (les deux sont de
Gram-). Quatre souches fongiques (candida tropicalis, candida SP, et deux autres levures) ont

ete utilisées et choisies pour leur résistance naturelle a divers types d’agents antimicrobiens.

Les différentes souches bactériennes sont des lots nommées « American Type Culture
Collection (ATCC) », elles sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable & leur
croissance. En revanche, les quatre souches fongiques citées sont prélevées des urines des

patients.
3.1.2 Milieux de cultures: Mueller-Hinton, OGA (Gélose a base d’oxytetracycline).

3.1.3 Matériels et Solvants: Eau distillée, eau physiologique stérilisée, disques des huiles

essentielles préparés a partir du papier buvard.




3.1.4 Préparation du milieu Mueller Hinton (M.H)

Une masse de 26 g d’agar nutritif est pesée puis dissoute dans 11 d’eau distillée, la solution
obtenue est ensuite stérilisée a 1’autoclave. Le milieu est refroidi, ensuite coulé (environ 25ml
du milieu préparé dans chaque boite de Pétri jusqu’a solidification), les boites sont séchées

sous laminoir (flux a air stérile).

3.2 Méthodes d’analyses
L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle du Calendula algeriensis a été testée par la

méthode de diffusion sur disque vis-2-vis des microorganismes étudiés.
3.2.1 Test d’activité antibactérienne
3.2.1.1 Préparation des suspensions bactériennes

Nous avons préleveé sur une gélose nutritive quelques colonies de la bactérie a étudier a I’aide
d’un fil de platine appelé anse Pasteur (figure 13) (cette méthode d’ensemencement s’appelle
repiquage) et émulsionnées dans un tube en verre contenant 5 ml de 1’eau physiologique, on

melange jusqu’a I’obtention d’une suspension homogene.

Avant de commencer ce prélevement il faut stériliser I’anse, pour cela on doit la tenir
verticalement sur le bec Bunsen, on place la boucle métallique dans la flamme, on attend
jusqu’a ce qu’elle devienne rouge. La maintenir 5 secondes puis choisir une colonie de

bactéries bien visible et la prélever avec la boucle métallique (figure 13).

Figure 13 : Prélévement des colonies et flambage de 1’anse




3.2.1.2 Ensemencement

On trempe un écouvillon stérile dans cette suspension, puis on étale sur le milieu Mueller-
Hinton dans des boites Pétri déja préparées. 1l faut noter que toute 1’opération s’est faite dans

la zone stérile du bec Bunsen.

On dépose a la pince flambée sur le Mueller-Hinton ensemencée de la boite Pétri des disques

de papier buvard imbibés d’huile, on appui légerement afin de faciliter I’adhérence.

On retourne les boites Pétri  (pour éviter que 1’eau de condensation dans la boite Pétri
perturbe la surface du milieu gélosé) et on les place dans cette position dans 1’étuve 2 la

température de 37°C, I’observation s’effectue apreés 24h (figure 14).

Figure 14 : Disposition des disques.
3.2.2 Résultat et discussion du pouvoir antibactérien

L’€valuation in vitro de I’activité antibactérienne a été réalisée par la technique de diffusion
en puits en utilisant le milien Muller-Hinton. L’activité antibactérienne est déterminée en
termes de diametre de la zone d’inhibition produite autour des puits aprés 24h d’incubation a
la température adéquate pour le développement du germe. Les résultats du test de 1’effet

antibactérien sont résumés dans le tableau 7
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Tableau 7 : Evaluation de la zone d’inhibition en fonction de la nature de la souche

Souches bactériennes Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Staphyloccocus aureus 12

Echerichia coli 11

Enterococcus faecolis 8

Pseudomonas aeruginosa | - - -

L’huile essentielle de Calendula algeriensis présente une activité modérée dont les diamétres
de zones d’inhibition n’ont pas dépassé les 20mm, ’activité la plus élevée a été remarqué

contre la souche Staphyloccocus aureus (12mm) et la souche Echerichia coli (11mm), une

zone moyenne est obtenue avec la souche Enterococcus faecolis (8mm) (figure 15).

Figure 15 : Résultats du test d’activité antibactérienne.




Par contre nous avons remarqué que la souche Pseudomonas aeruginosa s’est montrée

insensible a I’action de I’huile essentielle de Calendula algeriensis (figure 16).

Figure 16 : Résultat de la souche Pseudomonas aeruginosa

3.2.3 Activité antifongique
3.2.3.1 Préparation des suspensions

A partir d’une gélose sabouraud nous avons prélevé quelques colonies a partir des souches a
étudier a I’aide d’une pipette pasteur et émulsionnées dans un tube en verre contenant 5 ml de

I’eau physiologique, suivi d’un mélange jusqu’a obtention d’une suspension homogéne.

Avant de commencer ce prélevement, il faut stériliser la pipette pasteur et refaire 1’opération

apres chaque utilisation.
3.2.3.2 Ensemencement

Pour cela nous avons préparé quatre boites Pétri de milieu MH et quatre autres boites Pétri de
milieu OGA. Ensuite, on verse environ 15ul de chaque suspension dans les deux milieux
différents, réparti de facon uniforme pour assurer la répartition totale de la suspension dans la
boite Pétri, on laisse les boites Pétri pendant 10mn pour qu’elles se séchent ensuite on dépose
a la pince flambée sur le milieu MH et OGA ensemencée de la boite Pétri des disques de

papier buvard imbibés d’huile, on appui légeérement afin de faciliter ’adhérence.

On retourne les boites Pétri (pour éviter que 1’eau de condensation dans la boite Pétri
perturbe la surface du milieu gélosé€) et on les laisse dans cette position sur les paillasses a la

température ambiante 25°C, I’observation s’effectue apreés 48h (figurel7).




Figure 17 : Disposition des disques

3.2.3.3 Résultat et discussion du pouvoir antifongique

L’évaluation in vitro de I’activité antifongique a ét¢ réalisée par la technique de diffusion en
puits en utilisant le milieu Muller-Hinton et le milieu Gélose a base d’oxytetracycline (OGA).
L’activité antibactérienne est déterminée en termes de diamétre de la zone d’inhibition

produite autour des puits aprés 48h d’incubation & la température adéquate.

L’huile essentielle de Calendula algeriensis montre une activité antifongique modérée contre
le candidas SP et la levure, par contre nous avons remarqué que le candidas tropicalis s’est
monté insensible a I’action de I’huile essentielle de Calendula algeriensis (figure 18). Les

résultats du test de 1’effet antifongique sont résumés dans le tableau 8.



Tableau 8 : Evaluation de la zone d’inhibition en fonction de la nature de la souche

Souches étudiées Milieu MH Milieu OGA
(Diametre de la zone | (Diametre de la zone
d’inhibition (mm)) d’inhibition (mm))

Candida tropicalis --- -
Candida SP 23 18
Levure 1 - 12
Levure 2 - S.z

Candida Sp dans le milieu OGA Candida Sp dans le milieu MH

Levure 1 dans le milieu OGA

Figure 18 : Résultats du test d’activité antifongique.
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Conclusion

Le présent travail consiste en une étude chimique et microbiologique de 1’huile essentielle

d’une plante médicinale algérienne endémique & savoir le Calendula algeriensis.

L’¢étude chimique des fleurs séches de Calendula algeriensis a permis suite 4 une analyse par
CG/SM d’étudier la composition chimique de I’huile essentielle. Cette derniére est dominée
par les acides gras saturés et leurs dérivés. On constate la présence de la série des acides gras
allant de P’acide butanoique (0.247) a I’acide hexadécanoique (0.877%) avec I’acide
dodécanoique (11.697) comme produit majoritaire. On note également la présence d’alcanes
lourds sous forme d’hydrocarbures et d’hydrocarbures oxygénés tels que les aldéhydes et les
cetones. La présence de ces produits est couramment rencontrée dans les huiles essentielles de
plantes terrestres. L’huile essentielle renferme également une partie importante de produits

terpéniques représentés par les monoterpénes et les sesquiterpénes.

Les principaux monoterpénes rencontrés sont le carvacrol (9.84%), le 5,6,7,7a-tetrahydro-
4,4, 7a-trimethyl2(4H)benzofuranone (7.55%), I’eugénol (4.277), le dilapiol (2.607), la B
ionone (1.727%). La classe des sesquiterpénes est représentée en particulier par le a-bisabolol
(3.107) et la trans caryophylléne (2.257).

L’huile essentielle du Calendula algeriensis a manifesté une activité modérée antibactérienne
vis-a-vis des souches Staphyloccocus aureus et Echerichia coli et une faible activité vis-a-vis
de la souche Enterococcus faecolis, également, elle a montré aussi une certaine activité vis-a-
vis des candidas SP et de deux levures mais par contre la souche Pseudomonas aeruginosa et
le candidas tropicalis se sont montrés insensibles & I’action de I’huile essentielle de Calendula

algeriensis.
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Annexes

1- Médecine alternative : médecine qui différe de la médecine officiellement reconnue et qui
emploie d'autres formes de thérapeutiques : phytothérapie. Médecine douce qui exclut
l'utilisation de tout produit pharmaceutique plus précisément qui n'utilisent pas de substances
synthétiques pharmaceutiques, ni de chirurgie elle se base dans ses traitements sur 1'utilisation

exclusive de moyens naturels [50].

2- Mode split/splitless : L'injecteur standard (95% des appareils en sont €quipés) d'un
chromatographe avec colonne capillaire est du type "split/splitless". C'est a dire que 'on peut
ajuster la quantité de produit passant dans la colonne par rapport a la quantité injectée dans le
chromatographe. Cet ajustement se fait a l'aide d'une vanne.
Si on injecte un microlitre de produit (1 pul) et que seulement 0,01 ul rentre dans la colonne,

on a un "split" de 100 et 0,99 ul de la solution a €té évacué a l'extérieur via la vanne de"split".

En revanche, si 1'on dispose d'un produit trés minoritaire ou trés dilué dans un solvant, on peut
choisir de I'injecter en mode "splitless", dans ce cas tout le produit injecté se retrouve dans la
colonne. 11 faut dans ce cas baisser la température du four vers 20-30°C sous la température
d'ébullition du solvant et dans certain cas couper ou déconnecter le détecteur pendant I'élution

du solvant [51].

3- Les microorganismes constituent un groupe tres diversifié, ils existent a I'état de cellule
isolée ou en groupe. Ils sont aussi désignés sous le nom de « microbes » qui est un terme
générique et non scientifique visant les bactéries, levures, moisissures, algues, protozoaires et
virus, pathogénes ou non. Familiérement, le mot « microbe » désigne un micro-organisme

responsable d'une maladie [52].

4- Les bacteries (Bacteria) sont des micro-organismes vivants unicellulaires procaryotes.
Elles mesurent quelques micrometres de long (generalement de 0,5 a 5 fEm de longueur) et
peuvent presenter differentes formes : des formes spheriques (coques), des formes allongees

ou en batonnets (bacilles) et des formes plus ou moins spiralees (Spirilles).

5- En fonction de leur paroi cellulaire, les bactéries peuvent étre divisées en deux groupes : les
Gram positifs (Gram+) et les Gram négatifs (Gram-). Cette différenciation est basée sur la

structure et la composition chimique de la paroi cellulaire mise en évidence grice a la

58 |



coloration de Gram. Les bactéries a coloration de Gram+ possédent une paroi cellulaire

¢paisse alors que les bactéries a coloration de Gram- ont une paroi fine [52].

6- Les champignons sont des organismes eucaryotes apparentés aux végétaux, mais qui s'en

distinguent, en particulier, par leur mode de nutrition non photosynthétique.

Les champignons ont des formes de vie trés variées. Les plus simples sont unicellulaires, mais
la plupart sont pluricellulaires. Ils se nourrissent des matiéres organiques de leur
environnement en sécrétant des enzymes qui « digérent » les divers compos€s organiques qui

les entourent et les réduisent en petites molécules solubles [52].

6.1 Moisissures: On trouve des moisissures dans deux grands groupes de champignons, les
zygomycetes (champignons inférieurs) et les ascomycétes (champignons supérieurs). Chez les
premiers, les hyphes (les filaments qui constituent le mycélium) ne sont pas cloisonnés ; ils le

sont chez les seconds [52].

6.2 Levures : Les levures sont des champignons généralement unicellulaire (certaines levures
sont cependant capables d'arborer un aspect pseudo pluricellulaire) aptes & provoquer la

fermentation des matiéres organiques animales ou végétales [52].

Pseudomonas aeroginosa

C'est une bactérie rependue dans la nature. Il vit dans l'eau et sur le sol, on le trouve aussi
dans l'environnement hospitalier, surtout dans les endroits humides de lavabos, savons
liquides, humidificateur, solution d'antiseptiques (chlorhexidine chlorure de benzelkonium,
cétrimide notamment).Pseudomonas aeruginosa se trouve dans le tube digestif et plus

rarement dans la saline [49].
Escherichia coli (colibacille)

Bacille a gram négatif apparentant 4 la famille des Entérobactérie .E coli se développe sur

gélose ordinaire. Indole”, urée-fermente le lactose, gazogéne, mais ne produit pas d'acétine.

E. coli est une hdte normal du tube digestif de I'homme et des animaux.
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Chez I'homme, il est présent & raison de 10410 bactéries /g de selles, densité cependant trés
inférieure a celle des anaérobies qui constituent la flore dominante. La présence d'E. coli dans

I'environnement est le témoin d'une contamination fécale [49].

Staphylococcus aureus

Clest un germe ubiquitaire, retrouvé dans le sol, l'air. C'est un commensal de la peau et des
muqueuses de 'homme. On le trouve & I'état normal dans l'oropharynx, les fosses nasales,

dans les selles au niveau du Périnée ou des aisselles [49].
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PLANCHE A : Structure des différents caroténoides isolés du C.officinalis
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D2: R=Glu

D1: Rutine Quercetin 30-glucoside

D3: R=Rha(1—»6) glu

Quercetin 3-O-rutinoside D4: Quercetine

PLANCHE B:_ Structure des flavonoides isolés du C. officinalis
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PLANCHE C : Structure des différents stérols isolés du C.officinalis
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PLANCHE D : Structure des sesquiterpénes glycosidiques isolés de C. arvensis
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PLANCHE E: Structures des monoterpenes et sesquiterpenes isolés de 'HE de C.officinalis et
C.arvensis.
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