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Résumé

L’objectif de ce travail est I’étude phytochimique de I’huile essentielle de I’espéce
Calendula arvensis et la détermination de son activité antimicrobienne. L’huile essentielle
a été extraite par entrainement a la vapeur d’eau avec un rendement de 0,074%. L’huile
essentielle a ét¢ analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse (CG/SM), I’identification a été effectuée en se basant sur les banques de données
spectrales Wiley 7n et NBS 75k. La composition chimique de I’huile essentielle est
dominée par les composés terpéniques et nous avons noté également la présence d’acides
gras. Les principaux produits sont : o-cadinol (11,892%), le Tau-muurolol (9,614 %), le 7-
acétyl-2-hydroxy-2-isopropyl bicyclo [4.3.0] nonane (9,388%) et I’acide dodecanoique
(8,168%).

Les tests d’activité antimicrobienne ont été effectués sur quatre souches bactériennes :
Staphyloccocus — aureus, Enterococcus faecalis, Echerichia coli et Pseudomonas
aeruginosa. L’huile essentielle a été également testée sur la levure Candida albicans. Les
résultats obtenus ont révélé que cette I’huile essentielle a une activité antibactérienne vis-a-
vis de la souche Staphyloccocus aureus, cependant, les autres souches sont insensibles a
’action de I’huile essentielle. Enfin, I’huile essentielle montre une activité antifongique

envers la levure Candida albicans.

Mots clés: Calendula arvensis, huile essentielle, composition chimique, activité

antimicrobienne



Abstract

The objective of this work is a phytochemical study of the essential oils of the species

Calendula arvensis and determination of its antimicrobial activity.

The extraction of the essential oil is made by the drive with the steam with an output of
0,074%. For to analyze this essential oil one used the GC/MS (gas chromatography
coupled with the mass spectrometry). This analysis is shown that the essential oil of
Calendula arvensis is dominated by the majority compounds according to: o - cadinol
(11,892%), the Tau-muurolol (9,614%), the 7-acétyl-2-hydroxy-2-isopropyl bicyclo [4.3.0]
nonan (9,388%) and dodecanoic acid (8,168%).

The antimicrobic activities of this essential oil are tested on four bacterial strains:
Staphyloccocus aureus, Enterococcus faecalis, Echerichia coli and Pseudomonas
aeruginosa. More one tested this essential oil on the yeast Candida albicans. The results
obtained shown that this essential oil is presented an antibacterial activity with the strain
Staphyloccocus aureus; on the other hand the other strains are insensitive with the action of

essential oil. The latter is presented an antifongic activity with the yeast Candida albicans.

Key words: Calendula arvensis, essential oil, chemical composition, antimicrobic activity
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Introduction

Les huiles essentielles ou essences aromatiques sont des composés odorants et
volatils nés de l'alchimie de la Vie. Le soleil en est l'artisan primordial de ce

miracle par le phénoméne que l'on appelle " photosynthése ". Ce phénomeéne de
photosynthése est 4 la base de toute vie végétale. Il s'agit d'une véritable matérialisation
d'énergie solaire et cosmique. La plante aromatique, un outil de transformation privilégié et
l'alambic du distillateur, le moyen pour nous en faciliter I’usage [1].

En effet, les huiles essentielles sont généralement extraites par distillation a la vapeur
d’eau. Contenue dans les micropoches de la plante, ’essence aromatique de la plante est
libérée par la chaleur, entrainée par la vaporisation des éléments les plus volatils et
ultérieurement condensée sous forme liquide. A condition que sa pureté soit totale et
quelle ait été distillée suivant les régles de I’art, I’huile essentielle est donc composée
exclusivement de molécules aromatiques... [2]. On peut extraire les huiles essentielles de
diverses familles botaniques, elles se localisent dans toutes les parties de la plante
(€corces, feuilles, tiges, fleurs) [3]. Les huiles essentielles sont largement répandues dans le
régne végétal et surtout chez les végétaux supérieurs, il y aurait 17500 espéces aromatiques
[4].

Parmi les familles de plantes aromatiques figure la famille des Asteraceaes avec 25000
especes, c’est la famille la plus importante des phanérogames. C’est aussi I’une des
familles les plus répandues, ¢’est pourquoi son étude prédomine celle des Dicotylédones.
C’est une famille répandu dans le monde entier, mais principalement dans les régions
tempérées. Les premiéres Astéraceaes sont apparues a 1’oligocéne, soit il y a environ 20

millions d’années, dans cette famille des Asteraceae figure le genre Calendula [5].

Le Calendula s'appelle souvent le souci par le layperson. Malheureusement ce nom
peut le mener pour étre confondu avec le souci, une herbe avec différentes propriétés
médicinales. Elle s'appelle également les Caltha officinalis, Mary gowles, Oculus christi,
Souci de pot, Pot marygold, Ruddes [5]. Les parties employées sont les fleurs
exclusivement, ils sont rapidement séchés dans un bon courant d'air chaud [6]. Dans le
genre Calendula, il existe plusieurs espéces, parmi lesquelles on rencontre le Calendula
arvensis. C’est une espéce herbacée annuelle, fleurissant toute 1’année, avec des fleurs

jaunes. Cette plante est trés répandue en Algérie, elle se trouve dans les champs, les vignes



et les lieux incultes [7]. Les études pharmacologiques ont confirmé que Calendula arvensis
présente une large gamme des effets biologiques, certains pourraient étre trés intéressants

pour un possible développement futur [8].

Toutes ces raisons, nous ont poussés a choisir cette espece comme sujet d’étude chimique.

Notre mémoire est réparti en trois chapitres

- Synthése bibliographique, portant sur les travaux antérieurs effectués sur le Calendula
arvensis.
- Btude chimique de I’huile essentielle et analyse.

- Tests d’activités microbiologiques.



Chapitre I

Synthése
bibliographique



Introduction

En général les plantes appartenant au genre Calendula sont des plantes auto-
ensemencement annuels qui se développe dans presque tous les sols. Elles poussent a une
hauteur de 30 4 60 cm avec de multiples tiges ramifiées. Ses feuilles sont en forme de
spatules, sessiles, espacées de petites dents sur les bords, et la feuille est couverte de trés
courts poils fins.

Calendula a capitule unique situé sur un récipient vert en forme de couronne. La
partie intérieure de l'inflorescence se compose de jaune-orange et de fleurs tubulaires.
Comme les pétales tombent souvent, une couronne circulaire de semences reste en vue [9].
Cultivé par les Egyptiens, les Grecs, les Hindous et les Arabes, Calendula a grandi
dans les jardins européens et a été utilisée en médecine depuis le 12°™ siecle. Son nom
vient du latin, le mot calendes, le premier jour de chaque mois, en raison de sa longue
période de floraison. Calendula était prises pour traiter les fievres, de promouvoir la
menstruation et de traiter le cancer. Plus important encore, les fleurs ont été utilisées dans
les extraits, teintures, baumes ; elles sont appliquées directement sur la peau pour aider a
guérir les plaies et a calmer I'inflammation et la peau endommagée [10].

En Europe, les feuilles sont considérées comme résolvantes et diaphorétique tandis que les
fleurs sont utilisées comme stimulant, antispasmodique et emménagogue [11]. En
Angleterre, la décoction des fleurs a été utilisée comme une boisson pour pousser le
traitement de la rougeole et la variole, et les jus de fruits frais comme un reméde & la
jaunisse, la constipation et la suppression du flux menstruel [12]. En Inde, les fleurons
sont utilisés dans des pommades pour le traitement des plaies, d’herpes, les ulcéres, les
engelures, des Iésions cutandes, des cicatrices, purification du sang. Les feuilles en

perfusion sont utilisées pour le traitement des varices externe [10-12].



1.3 Noms vernaculaires

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

de tous les mois, garden marigold, bahar, zubaydah [11,12].

I.4 Parties utilisés

Les parties les plus utilisées sont : les feuilles, les tiges, les racines, les fleurs. Les fleurs
sont les mieux indiquées parce qu’elles sont rapidement séchées a la nuance, dans un

bon courant d'air chaud [5].

1.5 Distribution

Le genre Calendula est indigéne a la zone méditerranéenne. On retrouve des Calendula
vivaces en Afrique du Nord, en Espagne, en Italie et en Yougoslavie. Les Calendula
annuels, quant a eux, existent dans les Iles Canaris a4 1’ouest jusqu’en Inde a D’est, et
d’Egypte au sud jusqu’en Iran au Nord [15]. L’espéce se trouve dans les Champs, les

vignes, les lieux incultes et les jardins [7].
I.6 Etude chimique des espéces du genre Calendula
1.6.1 Etude chimique des extraits lipidiques

Il faut noter que la plupart des travaux ont été effectués sur Calendula officinalis et
Calendula arvensis. Les extraits lipidiques ont été préparés par extraction par solvant tels
que l’acétone, 1’éther diéthylique [16], le mélange (n-hexane, dichloromethane) [17], le
mélange (éther de pétrole, CHCI3, MeOH) [17,18], le dichloromethane [19]. Nous avons
noté aussi Iutilisation du CO; supercritique dans ’extraction [20-23].

L’étude chimique des extraits des espéces appartenant au genre Calendula a permis
I'isolement d’un certain nombre de métabolites secondaires appartenant a différentes
classes chimiques. Il faut noter particuliérement la présence de la classe des terpénes

(sesquiterpénes, triterpénes), des stéroides et des composés phénoliques [8].



1.6.1.1 Métabolites secondaires isolés des espéces du genre Calendula

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

Il faut noter particuliérement la présence de la classe des terpenes (sesquiterpénes,
triterpénes, tetraterpénes), des composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides,

coumarines, tanins), des stérols et d’autres constituants [8].

1.6.1.1.1 Composés terpéniques

Les composés terpéniques isolés sont particulierement des sesquiterpénes, des triterpénes

et des tetraterpénes (Caroténoides) [8].

1.6.1.1.1.1 Sesquiterpénes

Des sesquiterpénes glucosidiques ont été particuliérement rencontrés dans I’extrait de
Calendula arvensis tels que : le 4-O-(B-D-fucopyranosyl)-4-alloaromadendrole et le 4-0-
(B-D-fucopyranosyI)-4-épi-cubebol [17, 24-26] (Tableau 1, Planche A - Annexes).

1.6.1.1.1.2 Triterpenes

Le genre Calendula est caractérisé par la présence de triterpenoides dans 1’extrait de
Calendula officinalis et Calendula arvensis.

Concernant le Calendula officinalis, il faut noter 1’isolement des esters de triterpenoides
tels que le faradiol-3-O-myristate et le maniladiol-3-O-laurate [16, 20, 21, 27-32] et
triterpenoides alcooliques tels que le taraxasterol et ’ursadiol [16, 32-34].

Il faut noter aussi la présence des triterpenoides glucosidiques dans les extraits de
Calendula officinalis et Calendula arvensis tels que : le B-D-galactopyranosyl et le f-D-
pyranosyl [18, 21, 35, 36] (Tableau 2, Planche B - Annexes).

1.6.1.1.1.3 Tetraterpénes (Caroténoides)

Dans le genre Calendula on remarque la présence de caroténoides dans l'extrait de
Calendula officinalis sous formes d’hydrocarbures (caroténe, lycopene), des xanthophylles
(lutéine) et d’apocaroténoides (bixine, crocine) [21, 27, 33, 37, 38] (Tableau 3, Planche C -

Annexes).



1.6.1.1.2 Composés phénoliques

1.6.1.1.2.1 Acides phénoliques

Ils ont ét€ isolés dans l'extrait de l'espéce Calendula officinalis. Parmi ces compos€s on
note la présence del’acide Caféique et I’acide Coumarique [33, 39] (Tableau 4 -

Annexes).

1.6.1.1.2.2 Flavonoides

Ces composés phénoliques sont isolés & partir de nombreuses plantes appartenant & la
famille des astéracées, on remarque leur présence seulement dans le Calendula officinalis
et sous forme de deux classes: hétérosides de quercetol (Isoquercitrin) et hétérosides

d'isorhamnetol (Isorhamnetin) [21, 33, 35, 39-41] (Tableau 5, Planche D - Annexes).

1.6.1.1.2.3 Coumarines

On remarque leur présence dans les espéces appartenant au genre Calendula en particulier
l'extrait de Calendula officinalis, les principaux coumarines isolés sont: 1’esculetin, le

scopoletin et I’'umbelliferon (7-Hydroxycoumarin) [33].

1.6.1.1.2.4 Tanins

On constate leur isolement dans l'extrait de Calendula officinalis. Les tanins isolés sont le
catéchol et le pyrogallol [33].

1.6.1.1.3 Stérols

On constate leur isolement dans I'extrait de Calendula officinalis. Les principaux stérols
sont : le cholestanol, le campestanol et le stigmastanol [33, 34, 42] (Tableau 6, Planche E -
Annexes).

1.6.1.1.4 Autres constituants

Dans les especes appartenant au genre Calendula, nous avons remarqué la présence

d’autres composés tels que les acides gras. Ces derniers ont été isolés & partir de 1'extrait
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de Calendula officinalis. On peut citer dans ce cadre: 1’acide decanoique, 1’acide

undecanoique et I’acide laurique [33, 43] (Tableau 7 - Annexes).

1.6.2 Etude chimiques des huiles essentielles d’espéces du genre Calendula

Il faut noter que les huiles essentielles étudiées ont été préparées par entrainement a la
vapeur d'eau ou par hydrodistillation. La plupart des travaux ont été effectué sur l'espece
Calendula officinalis [23, 43-45]. La composition chimique globale de cette derniére est un
mélange de monoterpenes et de sesquiterpénes. Quelques travaux sur I’espéce Calendula
arvensis ont aussi ét€ relevés [46] (Tableau 8, Planche F - Annexes).

Concernant le Calendula officinalis, les principaux composés de 1’huile essentielle sont :
I’a-ionone, I’a-humulene, le 1,8-cineole.....etc [23, 42, 44, 47].

L’huile essentielle de Calendula arvensis, renferme comme principaux composés: 1’0

cadinene(15,1%), I’a-cadinol(12,4%), le linalool..... [48].
1.7 Activités microbiologiques des métabolites isolés du genre Calendula

Les composés isolés des especes du genre Calendula sont trés actifs biologiquement, les
activités biologiques les plus importantes sont notamment 1’activité anti-inflammatoire et

antimicrobienne [8] (Tableau 9 — Annexes).
I.7.1 Activité immunostimulante

Les plantes appartenant au genre Calendula sont considérées comme des

immunostimulants naturels, cela est dii & la présence de polysaccharides [8, 45].
1.7.2 Activité anti-inflammatoire

Les triterpenénes contenus dans les plantes appartenant au genre Calendula empéchent
l'activité de lipoxygénase, ce qui leur confére la propriété d’anti-inflammatoires naturels

[8, 27, 30, 33,35, 45].
I.7.3 Activité antimicrobienne (antibactérienne, antifongique)

Les plantes du genre Calendula présentent un large spectre de I’activité antimicrobienne,
cette activité a été vérifié vis a vis de 1'Escherichia coli, Staphylocoque, Bacillus klebsiella

Pneumonie, Proteus morganii ....etc [8, 27, 39].



I.7.4 Activité antinéoplasique : Antimutagenique

Les saponines isolées des plantes du genre Calendula sont considérées comme des

antimutageniques [8, 31-33].
L.7.5 Activité antioxydante

Les composés phénoliques isolés des plantes appartenant au genre Calendula sont

responsables de I’activité antioxydante [8, 26, 39].
1.7.6 Activité antivirale

Les plantes appartenant au genre Calendula présentent une activité antivirale, en
particulier, contre le virus de I'herpés, le virus HIV, le virus de la grippe grace a I’effet des

sesquiterpénes glucosidiques contenus dans ces plantes [8, 26].



Conclusion

L’objectif de cette synthése bibliographique est de répertorier 1’ensemble des travaux
chimiques menés sur les espéces Calendula arvensis et Calendula officinalis. Ces espéces
sont connues par leurs richesses en métabolites secondaires présentant diverses activités

biologiques.

L'étude chimique effectude sur les extraits lipidiques de Calendula officinalis ont permis

l'isolement de plusieurs métabolites secondaires tels que:

- Les terpenénes : il s’agit notamment des triterpenénes qui sont répartis en 3 classes
différentes: glucosidiques, alcooliques et des esters triterpenoides, des tetraterpenoides
(caroténoides) présent sous les différentes classes, & savoir, les hydrocarbures (caroténe,

lycopene), les xanthophylles (lutéine) et les apocaroténoides (bixine, crocine).

- Les composés phénoliques : il s’agit notamment des flavonoides, d’acides phénoliques,

de coumarines et de tanins.
- Autres composés, tels que : les acides gras, les stérols.....

L'é¢tude chimique menée sur les extraits lipidiques de Calendula arvemsis ont permis
l'isolement de métabolites secondaires appartenant a la classe des terpenenes, il s’agit

notamment des sesquiterpénes glucosidiques et des triterpénes glucosidiques.

L’huile essentielle de Calendula officinalis et de Calendula arvensis est constitude

notamment d’un mélange de monoterpénes et de sesquiterpénes.

Les espéces appartenant au genre Calendula présentent plusieurs activités biologiques
parmi lesquelles: 1’activité anti-inflammatoire, ’activité immunostimulante, 1’activité
antimicrobienne (I’activité antibactérienne et 1’activité antifongique) et [I’activité

antivirale.
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Chapitre 11

Extraction et
analyse de I’huile
essentielle



Introduction

Notre étude chimique porte sur I’huile essentielle de I’espéce Calendula arvensis ce choix
est motivé par le fait que les espéces du genre Calendula sont douées d’activités
microbiologiques trés intéressantes [8].

L’espece séche nous a été fournie par un herboriste qu’il a importé d’Espagne, ’espéce a
¢té identifiée par le Dr. MAHMOUDI qui I’utilise en phytothérapie.

La partie expérimentale est consacrée & 1’étude chimique de I’huile essentielle de
Calendula arvensis et aux tests d’activités antimicrobiennes, elle comprend trois parties :

1- Extraction de I’huile essentielle par entrainement 4 la vapeur d’eau.

2- Analyse de I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG/SM) et identification des différents constituants de 1’huile
essentielle.

3- Etude de quelques activités microbiologiques de I’huile essentielle. 11 s’agit en

particulier de I’activité antibactérienne et antifongique.

IL.1 Systématique et taxonomie de ’espéce Calendula arvensis [7]

Cd

* Phylum: Plantae

<,

¢ Division: Magnoliophyta
% Classe: Magnoliopsida
% Sous-classe: Asteridae
% Ordre: Asterales

¢ Famille: Asteraceae

¢ Genre: Calendula

% Espece : Calendula arvensis

Une photographie de la matiére fraiche et séche des fleurs de ’espéce Calendula arvensis

est donnée par les figures 3 et 4.
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Figure 3 : Matiére fraiche des fleurs de Figure 4 : Matiére séche des fleurs de

Calendula arvensis Calendula arvensis

I1.1.1 Description

C’est une plante herbacée annuelle a tiges de 30 a 50 cm, ascendante ou diffuse, 4 rameaux
¢talés pubescentes. Feuilles caulinaire oblongues-lancéolées, acuminées, a bords
étroitement scarieux, achaines. Extérieurs arqués, épineux sur le dos, les intérieurs roulés
en anneau, lisses ou €pineux, capitules assez grands, solitaires terminant les rameaux ;

fleurs jaunes [7].

Elle est connue sous un nom commun, le souci des champs. La période de la floraison

s’étale du mois de mars au mois de juin [7].

I1.1.2 Nom latin

Calendae, les Calendes : plante fleurissant toute I’année [7].
I1.1.3 Nom vernaculaire Arabe

Boukrourous, Djemra, Gmred;j, Razehima[7].

I1.1.4 Nom Targai ou Berbére

Aouiout, Guizgaren, Tousslat[7].
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II.1.5 Distribution

Le Calendula arvensis est indigéne a la zone méditerranéenne. On la retrouve en Afrique
du Nord, en Espagne, en Italie et en Yougoslavie. Elle se trouve dans les champs, les

vignes, les lieux incultes [7].

II.2 Extraction de I’huile essentielle

L’extraction d’huile essentielle est réalisée par entrainement a la vapeur d’eau dans un
montage a 1’échelle laboratoire (figure 5), comprenant un ballon rempli au deux tiers
d’eau surmonté d’une ampoule & décanter contenant le Calendula arvensis. Le ballon est
porté¢ a ¢ébullition, les vapeurs formées traversent la matiére végétale contenue dans
I’ampoule a décanter. Cette derniére est reliée a un réfrigérant permettant de condenser les
vapeurs issues de ’ampoule & décanter. L’hétéro-azéotrope eau—huile condensé est
récupéré dans un bécher. La durée de ’extraction est fixée & 3 h pour une masse de plante

de 60 g (les fleurs de Calendula arvensis).

Figure 5 : Montage de I’entrainement a la vapeur d’eau
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I1.3 Extraction liquide-liquide

Le mélange eau-huile essentielle est soumis a une extraction liquide —liquide avec de
Péther diéthylique. On obtient deux phases distinctes, une phase organique contenant
I’huile essentielle dans 1’éther et une phase aqueuse, cette derniére est soumise de nouveau
a une extraction liquide-liquide avec de 1’éther diéthylique afin d’épuiser au maximum
I’huile essentielle soluble dans 1’eau. Trois extractions successives sont effectudes, les
phases organiques obtenues sont mélangées en une seule. Cette derniére est filtrée sur du
MgSO, ou du Na,SO, afin d’éliminer toutes traces d’eau (séchage). La phase organique
filtrée est ensuite distillée a la pression atmosphérique pour éliminer 1’éther (distillation a
’aide d’un rotavapeur). Le montage de 1’extraction liquide-liquide est donné par la figure
6.

Figure 6 : Extraction liquide-liquide

II.4 Résultats et discussion

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

masse de la plante séche a traiter [49]. Le rendement exprimé en pourcentage est calculé

par la formule suivante : ( N(%) = myg /my X100 ]
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1 : Rendement de I’huile essentielle en %

Mgk : Masse de I’huile essentielle en g

my : Masse de la plante en g

Les expériences préliminaires ont montré que le rendement en huile essentielle est faible,

nous avons été dans I’obligation d’effectuer plusieurs opérations d’entrainement a la

vapeur d’eau (13 fois) pour récupérer la quantité d’huile essentielle nécessaire pour la

réalisation des différentes analyses et des tests d’activités. Nous présentons dans le tableau

10, un bilan des différentes expériences effectuées par entrainement 4 la vapeur d’eau.

Tableau 10: Bilan des différentes expériences effectuées par entrainement i la

vapeur d’eau

Date de Masse de la Volume de Volume Masse de | Rendement
manipulation matiére I’eau distillée Récupérée I’huile %
séche(g) (ml) (ml) €y
16/03/2011 50 700 400 0,0470 0,094
04/04/2011 60 800 500 0,0320 0,053
60 800 500 0,0340 0,056
05/04/2011 60 800 500 0,0359 0,059
10/04/2011 60 800 500 0,0351 0,058
14/04/2011 60 800 500 0,0313 0,052
18/04/2011 60 800 500 0,0323 0,053
24/04/2011 60 800 500 0,0413 0,068
27/04/2011 60 800 500 0,0410 0,068
28/04/2011 60 800 500 0,0712 0,118
60 800 500 0,0631 0,105
03/05/2011 60 800 500 0,0457 0,076
04/05/2011 60 800 500 0,0632 0,105

Le rendement moyen calculé est de 0,074 %. Nous constatons que le rendement varie

d’une limite inférieure de 0,052 % a une limite supérieure de 0,118 %.
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Autrement dit, dans les mémes conditions opératoires, les rendements obtenus sont trés
différents. Cette fluctuation est attribuée a des paramétres d’ordre opératoire (débit de
vapeur, remplissage de la matiére végétale, Echantillonnage, extraction liquide-liquide,
seéchage,......). Le tableau 10 pourrait étre d’une grande utilité dans 1’étude statistique de
Pentrainement & la vapeur d’eau. L huile essentielle obtenue est conservée a froid et a

I’abri de la lumiere dans un flacon hermétique (figure 7).

Figure 7 : Huile essentielle de Calendula arvensis

Les propriétés organoleptiques de I’huile essentielle sont données dans le tableau 11.

Tableau 11 : Propriétés organoleptique de I’huile essentielle de Calendula arvensis

Aspect Couleur Odeur

Liquide légerement visqueux | Jaune foncé | caractéristique

L’huile essentielle a un indice de réfraction mesuré a 30 °C de 1,6139. Cette mesure a été

effectuée a ’aide d’un réfractométre de type Abbé.
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I1.5.3 Résultats et discussion

L’examen du Tableau 12 montre que la composition chimique de I’HE est dominée par
les terpenes et leurs dérivés (55.55%). Ces derniers sont sous forme de monoterpénes et
de sesquiterpenes, il s’agit notamment du : 4-terpinéol, linalool, carvacrol, 8-cadinene, o.-

cadinol et 1I’oplopenone.

La composition de I’huile essentielle révele également la présence d’une série d’acides
gras représentant (8.64%), il s’agit en particulier de 1’acide dodecanoique, I’acide
hexanoique et ’acide octanoique. On note aussi la présence d’une fraction de composés
oxygenes représentant plus de (7.40%). D autres composés oxygénés ont été également
identifiés, il s’agit de : le 5-méthyle furfural, I’epoxyethyl Benzene, le 6,10,14-triméthyl-
2-pentadecanone. Ces composés oxygénés sont couramment rencontrés dans les huiles
essentielles. La répartition des différentes classes chimiques de I’huile essentielle sont

représentes par la figure 9.

= Terpénes
H Acides gras
i1 Composés oxygénés

i Autres composés

Figure 9 : Représentation de la composition chimique de ’huile essentielle de

Calendula arvensis
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Les composés majoritaires présents dans 1’huile essentielle de Calendula arvensis sont :
le a-cadinol (11,892%), le Tau-muurolol (9,614 %), le 7-acétyl-2-hydroxy-2-isopropyl
bicyclo [4.3.0] nonane (9,388%) et I’acide dodecanoique (8,168%).

Les composés identifiés sont similaire 4 ceux obtenus sur la méme espece récoltée en

Corse [48].

Les spectres de masses de quelques composés (I’a-cadinol, I’eugénol et I’acide

dodecanoique) sont donnés par les figures 10, 11 et 12.
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Chapitre I1I

Test d’activité

microbiologique



IIL Tests d’activités microbiologiques

Nous avons réalisé deux types de tests d’activités: antibactérienne et antifongique
(activité antimicrobienne). Pour les bactéries, les tests ont été réalisés par la méthode de
diffusion sur disque [50]. Cette méthode a été aussi appliquée pour les levures.

Les méthodes de diffusion sont les plus utilisés par les laboratoires de diagnostic. Des
disques de papier buvard, imprégné des huiles essentielles a tester, sont déposés a la
surface d’un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pur de la souche
a étudier. Dés I’application des disques, les huiles essentielles diffusent de maniére
uniforme si bien que leurs concentrations sont inversement proportionnelles a la distance
du disque. Apres incubation, les disques s’entourent de zones d’inhibition circulaires

correspondant a une absence de culture [51].

IIL.1 Activité antibactérienne

Les différents tests ont été réalisés au sein de laboratoire de microbiologie de 1’hdpital

Frantz Fanon de Blida.

ITI.1.1 Microorganismes étudiés

Les microorganismes utilisés sont : Staphyloccocus aureus, Enterococcus faecalis (les
deux souches sont de Gram+), Echerichia coli, Pseudomonas aeruginosa (les deux sont
de Gram-).

Les différentes souches bactériennes sont des lots nommées « ATCC : American Type
Culture Collection». Elles sont entretenues par repiquage sur la gélose nutritive

favorable a leur croissance.

III.1.2 Milieu de culture

Nous avons utilisé le milieu de culture Mueller Hinton (M.H). Ce dernier est été préparé
comme suit : une masse de 26 g d’agar nutritif est pesée puis dissoute dans 1 1 d’eau
distillée, la solution obtenue est ensuite stérilisée a 1’autoclave. Le milieu est refroidi,
ensuite coulé (environ 25 ml de milieu préparé dans chaque boite pétri jusqu’a

solidification), les boites sont séchées sous laminoir (flux a air stérile).
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II1.1.3 Méthode d’analyse

III.1.3.1 Préparation des suspensions bactériennes

A partir de la gélose nutritive nous avons prélevé quelques colonies des souches a
¢tudier a I’aide d’une anse Pasteur (fil de platine) et émulsionnées dans un tube en verre
contenant 5 ml de I’eau physiologique, suivi d’une agitation pour obtenir une suspension

homogene.

III.1.3.2 Ensemencement

On trempe un écouvillon dans cette suspension, on ensemence sur la totalité de la boite
pétri afin d’assurer la répartition totale de la suspension, ensuite 4 I’aide d’une pince
flambée sur le milieu Muller Hinton. On dépose les disques de papier buvard imbibés
d’huile essentielle en appuyant légérement afin de faciliter ’adhérence. On retourne les
boites pétri pour éviter que I’eau de condensation dans la boite pétrie perturbe la surface
du milieu gélosé. On les place dans cette position dans 1’étuve a 37°C pendant 24h
(figure 13).

Figure 13 : Disposition des disques
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IIL.2 Activité antifongique

Les expériences ont été réalisées au sein de 'unité de la bactériologie de laboratoire

central de I’Etablissement Publique Hospitalier de Boufarik.

II1.2.1 Microorganismes étudiés

Il s’agit d’un test antifongique réalisé sur une seule levure (Candida albicans) qui est

pathogéne.
II1.2.2 Milieu de culture

On a utilisé le méme milieu de culture que 1’activité antibactérienne (Mueller-Hinton).

I11.2.3 Méthode d’analyse

I11.2.3.1 Préparation des suspensions

A Taide d’une pipette pasteur, nous avons prélevé quelques colonies qu’on a
émulsionné dans un tube en verre contenant 5ml de ’eau physiologique. Aprés

agitation, nous obtenons une suspension homogeéne.

On mesure ensuite la densité de la suspension bactérienne, il faut que la densité soit

égale a 0.5 Mc Ferland.
I11.2.3.1 Ensemencement
A I’aide d’un écouvillon on ensemence la gélose M.H (Muller Hinton)

e  On impregne le disque dans I’huile essentielle, suivi d’un léger séchage,
e  On applique les disques sur la gélose,
e Apres cette étape on fait I’incubation pendant 24h & 48h pour la levure Candida

albicans a 37° C.

29



II1.3 Résultats et discussion

IIM.3.1 Activité antibactérienne

Les résultats du test de 1’effet antibactérien sont résumés dans le tableau 13.

Tableau 13 : Evaluation de la zone d’inhibition en fonction de la nature de la souche

Souches bactériennes

Diametre de la zone d’inhibition (mm)

Staphyloccocus aureus

12

Escherichia coli

Enterococcus faecalis

Pseudomonas aeruginosa

Un effet inhibiteur de 1’huile essentielle sur le développement du Gram positif

«Staphyloccocus aureus» a été constaté avec un diamétre d’inhibition égal a 12 mm

(figure 14).

Figure 14 : Activité antibactérienne de I’huile

essentielle de Calendula arvensis
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Concernant les trois autres souches testés (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa

(figure 15) et Enterococcus faecalis), on a remarqué une absence de la zone d’inhibition.

Cette absence de zone est probablement due a la résistance des souches vis a vis de

I’huile essentielle.

Fgure 15 : Activité antibactérienne de I’huile essentielle

de Calendula arvensis (Pseudomonas aeruginosa)
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IT1.3.2 Activité antifongique

Concernant I’activité antifongique réalisée sur la levure Candida albicans. On a obtenu
un diametre d’inhibition important (17 mm). Cette valeur exprime la sensibilité de cette

levure pathogeéne vis a vis de I’huile essentielle de Calendula arvensis (figure 16).

Figure 16 : Activités antifongique de ’huile essentielle

de Calendula arvensis (Candida albicans)

Donc, I’huile essentielle de Calendula arvensis montre une bonne activité antifongique

contre la levure Candida albicans.
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Conclusion



Conclusion

Notre travail a porté sur 1’étude chimique de I’huile essentielle de Calendula arvensis

ainsi qu’a la détermination de quelques activités microbiologiques.

L’extraction de I’huile essentielle de Calendula arvensis a été effectué par entrainement a
la vapeur d’eau et a mené & un rendement moyen (0,074 %), cette valeur est assez faible

comparativement a d’autres huiles essentielles.

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée & la spectrométrie de masse
(CG/SM) a permis la séparation et I’identification de la composition chimique de 1’huile
essentielle. Cette derniére est constituée principalement de terpénes (monotérpenes et
sesquiterpénes) avec un pourcentage global de (55,55%). On reléve également la

présence des acides gras (8,64%), de composés oxygénés (7,40%) et d’autres composés.

Les tests d’activités (antibactériens et antifongiques) effectués sur cette huile essentielle
ont montré que cette derniére a une action inhibitrice sur la bactérie Staphyloccocus
aureus et la levure Candida albicans. Par contre, les bactéries Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus faecalis se sont révélées assez résistantes.

En vue de la valorisation de cette espéce, il convient d’envisager une étude plus
approfondie, telle que 1’étude saisonniére et géographique et leurs influences sur sa
diversité chimique. Egalement, on peut envisager 1’étude chimique des extraits lipidiques

afin d’isoler des structures originales, éventuellement bioactives.
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Tableau 1: Sesquiterpénes glucosidiques isolés de I’extrait de Calendula arvensis

Nom de composés isolés Planches | Réf
I’espece A
Calendula | -3a,7B-dihydroxy-58, 6B-epoxyeudesm-4(15)-ene-11-(0-B- 17

arvensis D-fucopyranoside-2’4’-diangelate-3’-methylbutyrate).
-3a,7B-dihydroxy-5fB, 6p-epoxyeudesm-4(5)-ene-11-(O-B- Al

D-fucopyranoside-2°4’-diangelate-3’-acetate)

4-O-(B-D-fucopyranosyl)-4-alloaromadendrole 24
2’-(acethyl) fucosyl alloaromadendrole A2
2°-(2’’-methyl-butanoyl) fucosyl alloaromadendrole A3

2°~(3>’-methyl-2"’-pentenoyl) fucosyl alloaromadendrole

epicubebol glycoside 26
2’°-(2”-methylpropanoyl)fucosyl alloaromadendrol A4
2’-(hydroxyl)fucosyl alloaromadendrol
2’-(acetyl)fucosyl alloaromadendrol

25
-( 4-0-(B-D-fucopyranosylI)-4-epi-cubebol) (3) A5
-4-epi-cubebol (2) A6
- 11-hydroxy-cubebol (5). A7

-methyl B-D- Fucopyranoside (4) A8




AcO

OAng

AcO

A2: R=Ac
A3: R=H

2'
A4: R= }co

R'O

A7: R'=H, R""= OH

A8 R'= AngO O
HO

R"=H

OH

PLANCHE A : Structure des sesquiterpénes glycosidiques isolés de Calendula




Tableau 2: Différents triterpénes isolés de ’espéce de Calendula officinalis et
de Calendula arvensis

Nom de Classe Composés isolés planche Ref
I’espece B
Calendula | Esters de Faradiol-3-O-myristate 20,21,28
officinalis | triterpenoides | Maniladiol-3-O-laurate
ol-amirin B1 16,20,30
Faradiol 31
y-taraxasterol
Myristate de faradiol 29
Monoester de Faradiol
Faradiol 27
B-amyrin
Olean-12-ene-3f, 16, 28-triol 32
triacetate
Ursa-12-ene,3, 16, 21-triolacetate
Triterpenoides Taraxasterol B2 T
alcooliques Fraaiol B3 =
Lupeol B4 33
Ursatriol
Calendula | Triterpenoides| B-D-galactopyranosyl. 36
officinalis | glucosidiques | B-D-glucopyranosyl.
Calendula B-D-pyranosyl 18
arvensis 28-0-B-D-glucopyranoside
Calendula Oleanolglycoside 21
officinalis Triterpenediol-3-monoesters
Calendulaglyceside A 6'-O-n-butyl 35

ester (3)
Calendulaglycoside B (4)
Calendulaglycoside
B6'-O-n-butyl ester (5)




B1l: o -amirin

B3: Ursadiol

PLANCHE B : Structure des triterpeénes isolés de Calendula offisinalis

HO

.
5
2
7~
rd

B2: Taraxasterol

B4: Lupeol




Tableau 3: Caroténoides isolés de Calendula officinalis

Nom de I’espéce

Composes isolés

Planche C

Réf

Calendula
officinalis

B-carotene

21

Lycopene,
B-Carotene

Calenduladiol

27

Lycopene
Flavoxanthin
Lutein
Citroxanthin
Rubixanthin
Auroxanthin

Mutaxanthin

33

Flavoxanthine
o-carotene

[-carotene
o-cryptoxanthin
B-cryptoxanthin
Z-cryptoxanthin
Lycopene

Lutéine

Cl1
(2

C3
C4

37

(5Z2,97)-lycopene
(5'Z)-y-carotene
(5'Z,9'Z)-rubixanthin
o-carotene
Lutein-5,6-epoxide
Flavoxanthin
Lutein
Antheraxanthin
[B-carotene
d-carotene
v-carotene

38




C1: o -Carotene

C2: B - Carotene

= NN X

C3: Lycopene

C4: Lutein

PLANCHE C : Structure des différents caroténoides isolés de Calendula officinalis




Tableau 4 : Acides phénoliques isolés de 1'espéce Calendula officinalis

Nom de I’espéce Composés isolés Ref

Calendula officinalis | Acide : 33
Caffeique

Chlorogenique
Coumarique

Ferulique

Gentisique
Trans-O-coumarique
O-hydroxyphenylacetique
4-coumarique
4-hydroxybenzoique
Protocatechuique
Quinique

Salicylique (traces)
Sinapinique

Syringique

Vanillique

Veratrique

Vanillique 39
Cafféique
p-coumarique
Chlorogénique

p-coumarique




Tableau S : Composés flavoniques isolés a partir de Calendula officinalis

Nom de I’espece | Composés isolés Planche | Réf
D
Calendula isorhamnetin glycosides 21
officinalis Narcissin 33
Calendo flavoside
Isoquercitrin
Manghaslin
Narcissin
Quercetin
Quercetin-3 neohesperidoside
Quercetin-3-rutinoside A
Rutin
Syringin
Isorhamnetin 3-O-neohesperidoside 35
Isorhamnetin
lisorhamnetin 3-O-rutinoside
Quercetin 3-O-glucoside D2
Quercetin 3-O-rutinoside D3
Kaempferol 39
Quercétine D4
Rutine
Isorhamnetin(3’-metoxi-4’,3,5,7-tetrahydroxyflavone) 40
Isorhamnetin-3-O-glycoside
Rutine
Quercetin-glycoside
Quercetin-neohesperoside
Iorhamnetin 41
Quercétine
Isoquercitrin

Isorhamnetin-3-O-rutinosyl-Rhamnoside
Rutin

Narcissin




D2: R= Glu

D1: Rutine Quercetin 3-O-glucoside

D3: R= Rha(1—6) glu

Quercetin 3-O-rutinoside D4: Quercetine

PLANCHE D:_ Structure des flavonoides isolés a patir de I’extrait de Calendula
officinalis




Tableau 6 : Stérols isolés de Calendula officinalis

Nom de I’espece

Composés isolés

Planche E

Ref

Calendula
officinalis

Campestanol

Campesterol
Cholest-7-en-3-f -ol
Cholestanol

Cholesterol
Stigmast-7-en-3-f -ol
Stigmastanol (=fucostanol)
Stigmasterol

o-Sitosterol

B- Sitosterol

Stanols

Astérols

Astérols
Stigmastérol
Clerosterol
Meéthyleénecholestérol

Cholestanol

Campestanol

Stigmastanol
Cholest-7-en-3--ol
24-methylcholest-7-en-3-f -01
Stigmast-7-en-3-3 —ol
Cholesterol

Campesterol

Sitosterol
24-methylchol-esta-5,22-dien-3-f-ol
24-methy- lenecholesterol
Stigmasterol

Clerosterol

El
E2
E3
E4

ES

33

34

43




CH;

E1: Cholestanol

E2: Campestanol

CHj

E3: Stigmastanol

HiC
CH,

HyC

E4: Cholest-7-en-p -ol E5: Cholesterol

PLANCHE E: Structure des stérols isolés de Calendula officinalis




Tableau 7: Acides gras isolés de Calendula officinalis

Nom de I’espéce

Composés isolés

Ref

Clendula officinalis

-Acide 9-Hydroxy-trans-10-cis-1260ctadecadienique
-AcideCaprique

-Acide Caprylique
-Acide Dimorphecolique
-Acide Laurique

-Acide Linoleique
-AcideLinolenique
-Acide Myristique
-Acide Palmitique
—Acide Palmitoleique
-Acide Pentadecanoique
-Acide Stearique

-Acide Calendique

33

Acide :
- Decanoique
-Undecanoique
-Laurique
-Tridecanoique
-Myristique
-Pentadecanoique
-Palmitique
-Palmitoleique
- Margarique
-Stearique
-Oleique
-Linoleique
-Linoleniqie
-Eicosanoique
-Eicosatrienoique
-arachidique

-Behenique

43




Tableau 8: Composés identifiés dans I'huile essentielle des espéces du genre Calendula

Nom de l'espece

Composés isolés

Les principaux composés

Planche
F

Ref

Calendula arvensis

Neo-allo-ocimene

o-pinene

y-terpinene
d-cadinene

o-cadinene
o-cadinol

46

Calendula officinalis

o~ cadinene

o~ cadinol
1,3,5-cadinatrienn

a-muurolol
d-cadinene

0-cadinene
1,3,5-cadinatrienne
o-muurolol

a-copaene
a-ionone
a-humulene
B-ionone
Ledene
a-cadinene
a-calacorene
caryophyllene oxi(
copaen-4-a-o0l
Ledol
1,10-di-epi-cubeng
1-epi-cubenol
Epi-o-muurolol
a-cadinol

O-cadinene
a-cadinol

3-pinene
Phellandrene
p-cymene
Linalool
Acetate de linalyl
Camphre
Carvone
Geraneol
Acetate de geranyl
Terpinene
Cadalene

Linalool
Acetate de linalyl

o.-cadinol
y-cadinéne
Ledane
d-cadinene
1,8-cineole

42

47

44

48




4

a-pinene \
B-pinene Limonene Caryophyllene 1,8 Cineol
7z 7
\
OAc
Y -terpinene o -terpinene o -Humulen Acétate de linalyle
0 0
ﬁ\)k w G N
. B-ionone y
a-10none Myrcene §-Cadinen
OH
R OH
Linalol Carvone Borneol Camphen

PLANCHE F:_Structures des monoterpenes et des sesquiterpénes isolés de I’huile essentielle de
Calendula officinalis et de Calendula arvensis




Tableau 9 : Activités biologiques effectuées sur certaines especes appartenant au genre

Calendula
Ref | Nom d’article Tests biologiques
26 | Structure and in vitro antiviral activity of Tests antiviraux
sesquiterpene glycosides from alendula arvensis
27 | Activité anti-inflammatoire de 1'extrait de fleur du | Activité anti-inflammatoire

Calendula officinales et son mécanisme d'action

30

Efficacy of Hypericum and Calendula oils in the epithelial
reconstruction of surgical wounds in childbirth

with caesarean

Activité antifongique

33 | Application of the threshold of toxicological concern Activité :
approach for the safety evaluation of calendula flower Anti-inflammatoire
(Calendula officinalis) petals and extracts used in Antispasmodique
cosmetic and personal care products Anticancéreuse

35 | Anti-Inflammatory, Anti-Tumor Promoting, and Les activités cytotoxiques

Cytotoxic Activities of Constituents of Marigold
(Calendula officinalis) Flowers

39 | Antioxidant properties of marigold extracts Activité anti-oxydante

40 | Calendula officinalis flowers , source of extracts with | Activité antioxidants
antioxidant activity

42 | Activité antifongique d'huile essentielle du C. officinalis | Activité antimicrobienne
de Brésil. Activité antifongique

45 | Structural analysis of a Rhamnoarabinogalactan and Activité immunostimulante
Arabinogalactans with immuno-stimulating activity from
Calendula officinalis

52 | Antimutagenic activity of some saponins isolated Activité antimutagénique

from Calendula officinalis L., Calendula arvensis L. and

Hedera helix L.




