République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministére de 1I’Enseignement Supérieur Et de La Recherche Scientifique

N° d’ordre :
Université de Ghardaia

N° de série :

Faculté des sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre
Département de Biologie
Memoire presenté en vue de I'obtention du dipléme de

MASTER

Domaine : Sciences de la nature et de la vie
Filiere : Biologie
Spécialité : Biochimie Appliquée

Par : HADJ BRAHIM Hafsa
BEN OUDINA Hamida

Theme

Activité antioxydante et antibactérienne
des différents extraits de Cotula cinerea

Soutenu publiquement le : 26 /06/2018 de 13:00h a 15:30h

Devant le jury

M,. BELGHIT Said Maitre de Conférences B Univ. Ghardaia Président

M" TELLI Alia Maitre de Conférences B Univ. Ghardaia Encadreur
M". DAREM Sabrine Doctorante Univ. Annaba  Co- Encadreur
M". BELABBASSI Ouarda. Maitre Assistant A Univ. Ghardaia Examinateur

Année universitaire 2017/2018



Dédicace

Je m'incline devant Dieu tout puissant qui m'a ouvert la porte du savoir et m'a aidé la

franchir

Je le dédie a toutes les personnes qui me sont chéres :

¥ A MES PARENIS je leurs exprimes tout le respect et ["amour que j'ai pour leurs
témoigner ma reconnaissance pour tous les efforts et sacrifices qui ont entrepris pour me
VOIY ce que je suts

- Ma chére seeur: SALMA Ce qui me soutient au cours de ma vie.

w  Mes chers freres: ELHACHMI. ABDERRAHMEN. ABDELDIALIL
AKRAM.

¥ MA GRAND-MERE que j'estime beaucoup, Qui m’ont accompagnée par leurs
douaa

% Toute la famille BEN OUDINA et BENGHANIA; mes oncles, mes tantes, mes
cousins et mes cousines.

W Mes spéciales dédicaces pour mon binéme HAFSA et toute sa famille.

~ A mes amies: IMEN, AMEL, MOUNISSA. WARDA. WAHIBA. SABRINE
SABAH, MERJEM, SALIMA, NACIRA ET ABIR,

- A tous les personals de laboratoire de polyclinique EL ATTEUF (AMIAISSA
TAYAB. BAKIR, ZINEB . RACHIDA. ET AICHA)

% A tous mes Profs Durant ces longues années détudes, en spécifique a M .TELLI
% A tous les étudiants de la promotion BIOCHIMIE APPLIQUE 2018.

% Etatous ceux que j aime

BEN OUDINA HAMIDA



Dédicace

Je dédie ce travail :

¥ A MES CHERS PARENTS
AUX PRUNELLES DE MES YEUX
Maman, Papa je ne saurais vous remercier pour tout le soutien et [amour
que vous me portez depuis mes premiers pas dans la vie jusqu’au jour
d’aujourd’hui pour vos sacrifices et pour la confiance que vous me portez.
J'espere étre a la hauteur de vos attentes. Que ce modeste travail soit
Cexaucement de vos voeux tant formulés, le fruit de vos innombrables
sacrifices, Puisse Dieu, le Trés Haut, vous accorder santé, bonheur et longue
vie et faire en sorte que jamais je ne vous dégoive
W 4 mon chére FRERE Aissa
W A mes chéres SOEURS, Aicha, Badia, Fatima,Biya ,Amina les vedettes du
thédtre de ma vie en témoignage de mon affection fraternelle, de ma profonde
tendresse et reconnaissance, je vous souhaite une vie pleine de bonheur et de
succe
W A mes neveux Bakir, Lokman,Omar lamine
% 1 mes niéces _Assia ,meriem, Yamma, Rahima
% A ma grande Mére pour son doaa
% 4 ma grande famille chacun en son nom pour leurs encouragements
% 1 toutes mes professeurs (primaire, moyen, secondaire) et de [enseignement
supérieur. Sipiciallement Mr Hadj mohamed Belhadj, et Mr Hadj Aissa Hadj
Omar
% Au chef de laboratiore des analyses médicale de polyclinique Elatteuf et mes
colégues Bakir, Zineb, Aicha
% 1 toutes mes amies chacune en son nom pour leur soutien moral, leurs amours
et leurs soins
% 1 mon Binom Hamida
W 1 tous ceux que jaurais oublié de citer mais qui existent au fond de mon
coeur et de ma pensée

HADJ BRAHIM HATFSA



Remerciements

Nous remerciements les plus profonds et inexprimables, s adressent avant tout a ALLAH le tout
puissant, de nous avoir accordé la force, la santé et le courage afin de pouvoir accomplir ce

modeste travail.

Nous exprimons nos sinceres remerciements 8 Mr BELGHIT Said, Maitre de conférences B, au
département de la Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a [ 'université de

Ghardaia, pour avoir accepté de présider le jury de notre memoire.

Nous désirons exprimer notre profonde et vive reconnaissance a notre encadreur, Dr. TELLI
Alia, Maitre de Conférences B, au département de la Biologie, Faculté des Sciences de la Nature
et de la Vie a [ 'université de Ghardaia, qui a mis toute sa compétence a notre disposition, pour

ces directives et Conseils judicieux et pour son suivi régulier a [’élaboration de ce travail.

Nos sincéres remerciements vont également & M ©'* DAREM Sabrine, Co-promotrice de ce
mémoire, Doctorante a [’Université Badji Mokhtar-Annaba. Son aide et sa disponibilité ont été

des atouts précieux.

Nous adressons nos vifs remerciements a M®'® BELABASSI Ouarda, Maitre assistant A, au
département de la Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a [ ‘université de

Ghardaia, pour [’honneur qu’elle nous a fait en acceptant d’examiner ce travail.

Un grand merci est adressé aux techniciens de laboratoire : MESITFA Noureddine, BEN
HAMADI Hicham, CHIKH BELKOUZ, MOULAY Ali, ZAHOUINI Ahlem et Imene.

Un grand merci a toute personne ayant contribué de prés ou de loin a la réalisation de ce
modeste travail, particulierement nous collégues de promotion de Master Biochimie appliquée
(2018).



Activités anti-oxydante et antimicrobienne des différents extraits de Cotula
cinerea

Résumé

Les plantes médicinales constituent une source riche et diversifiée des molécules
bioactives, dotées de nombreuses activités biologique. pour cela, la présente étude vise a évaluer
I’activité antioxydante et l'activité antibactérienne des extraits de la partie aérienne de Cotula
cinerea, espece de la famille des Asteraceae qui a des propriétés médicinales trés reconnues
couramment utilisée dans la médecine populaire de la région de Ghardaia. L’extraction des
principes actifs a été réalisée selon les modes traditionnels de préparation (décoction et infusion)
et la macération hydroéthanolique (éthanol/eau : 80/20 : v/v). L’analyse qualitative des différents
extraits a mis en évidence la présence des polyphénols, des flavonoides, des tanins, des
saponines, des stéroides et des terpenoides. La quantification de certaines classes des composés
phénoliques a montré la richesse de la décoction en polyphénols totaux (28,51+2,46 mg EAG/g),
en flavonoides (12,94+1,60 mg ER/g) et en tanins condenses (7,61+0,93 mg EC /g). le taaux le
plus important des acides phénols est enregistré pour 1’extrait hydroéthanolique qui est égal a
8741,12+372,96 ng EAC/g. L’activité antioxydante est évaluée par trois tests a savoir : test a
I’ABTS, la capacité réductrice de fer et blanchissement du p-caroténe. L’extrait
hydroéthanolique présente le pouvoir antioxydante le plus important a piéger le radical cation
ABTS™ (Clsp=4,52 +0.18 pg/ml), a réduire le fer (Cls;=60,04 +1,56 pg/ml) et a inhiber le
blanchissement du pB-carotene (Clsp=32,56+4,00 pg/ml). L’évaluation de 1’activité
antibactérienne est effectuée par la méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé et par
micro-dilution en milieu liquide. Les résultats obtenus ont montré que Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa sont les souches sensibles a 1’action de 1’extrait hydroéthanolique avec
des zones d’inhibition dépassant 14 mm et des CMI de 1'ordre de 0,93 mg/ml et 1,89 mg/ml
respectivement. Les extraits de la décoction et de l'infusion sont moins actifs sur les trois

souches testées.

Mots clés: Cotula cinerea, composés phénoliques, activité antioxydante, activité antibactérienne.



Antioxidant and antimicrobial activities of different extracts of Cotula cinerea
Abstract

Medicinal plants are a rich and diversified source of bioactive molecules, endowed
with numerous biological activities The present study aims to evaluate the antioxidant activity
and the antibacterial activity extracts from the aerial part of Cotula cinerea species of the family
Asteraceae that have medicinal properties very commonly recognized in folk medicine in the
Ghardaia region .Thus, the extraction of the active ingredients was carried out according to the
traditional methods of preparation (decoction, infusion) and hydroethanol maceration
(ethanol/water: 80/20: v/v). The qualitative analysis of the various extracts revealed the presence
of polyphenols, flavonoids, tannins, saponins, steroids and terpenes. The quantitative analysis
based on the determination of total polyphenols, flavonoids, condensed tannins, which are more
abundant in the decoction extract with contents of 28.51+2.46 mg EAG/g, 12.94+1.60 mg ER/qg,
7.61+£0.93 mg EC/g respectively. The hydroethanolic extract is the richest in phenol acid with
content of 8741.12+372.96 ng EAC/g. The antioxidant activity is evaluated by three assays such
as ABTS assays, the reducing capacity of iron and B-carotene bleaching. The hydroethanolic
extract presents the most important antioxidant potency: of trapped radical cation ABTS™
(I1C50=4.52£0.18 pg/ml), in the iron reducing capacity (ICs,=60.04 £1.56 ug/ml) and a very high
[3-carotene bleach inhibition capacity (1C5,=32.56+4.00 ug/ml). The antimicrobial activity was
evaluated by the disk diffusion method in agar medium and by micro-dilution in a liquid
medium. The obtained results showed that Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa
are the sensitive strain to the action of the hydroethanolic extract with zones of inhibition
exceeding 14 mm and MIC of the order of 0.93 mg/ml and 1.89 mg/ml respectively. The extracts

of the decoction and infusion are active less on the three tested strains.

Key words: Cotula cinerea, phenolic compounds, antioxidant activity, antibacterial activity.
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Introduction

Introduction

Depuis la nuit des temps, I’homme s’est employé a exploiter la nature pour ses besoins
médicaux et alimentaires, et au cours du développement des anciennes civilisations I’exploitation

des plantes & usage médicinale (Rhattas et al., 2015).

A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et 1’utilisation des
plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé des hommes

(Iserin, 2001).

La médecine par les plantes est I'une des plus vieilles médecines du monde. Elle représente une
alternative intéressante pour traiter et soigner sans créer de nouvelles maladies. Malgré le
développement phénoménal de 1’industrie pharmaceutique et chimique, I’intérét populaire pour

la médecine par les plantes n’a jamais cessé d’évoluer (Belkacem, 2009).

La définition d'une plante médicinale est tres simple. En fait il s'agit d'une plante qui est utilisée
pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des drogues
végétales dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses (Farnsworth et a.,
1986).

Les plantes médicinales constituent un groupe numériqguement vaste et économiquement
important, elles demeurent encore une des formes de médecine la plus répandue dans les pays en

voie de développement (Bahorun, 1997).

Un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des propriétés biologiques trés
importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a savoir en médecine,
pharmacie, cosmétologie et agriculture. Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les
plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances bioactives, et d’autre part
les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs qui se retournent

vers des soins moins agressifs pour 1’organisme (Boudjouref, 2011)

Les plantes ont constitué la source majeure de médicaments grace a leur richesse en métabolites
secondaires (Nedjmi et Soussou, 2014). Ces derniers constituent un groupe de molécules qui
interviennent dans 1’adaptation de la plante & son environnement ainsi que dans la régulation des

symbioses et d’autres interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les
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pathogénes, comme agents allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation

ou de la dissémination des fruits (Judd et al., 2002).

On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes : parmi ceux-ci, les
composés phénoliques, les terpenes et stéroides et les composés azotés dont les alcaloides.
Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possédent une tres

large gamme d'activités en biologie humaine (Allam et Ayad, 2015).

Les composés phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques trés variées,
d’origine secondaire qui dérivent du phénol CgHsOH qui est un monohydroxybenzéne. Les
composés phénoliques sont trés réepandus dans le régne végétal; on les rencontre dans les racines,
les feuilles, les fruits et 1’écorce. La couleur et I’ardbme, ou 1’astringence des plantes dépendent
de la concentration et des transformations des phénols. Ces composés représentent 2 a 3% de la
matiere organique des plantes et dans certains cas jusqu’a 10% et méme d’avantage. Dans la
nature, ces composés sont généralement dans un état lié sous forme d’esters ou plus
généralement d’hétérosides. Ils existent également sous forme de polymeéres naturels (tanins,
lignines). Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoides (Walton
et Brown, 1999).

Le terme terpenoides désigne un ensemble de substances présentant le squelette des terpénes
avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone...etc.). Ce
sont des substances du métabolisme secondaire qui dérivent des isoprenoides dont certains
interviennent dans la photosynthese, ainsi que plusieurs hormones végeétales sont de structure
terpénique. Ce sont des produits hydrocarbures naturels, de structure soit cyclique soit a chaines
ouverte formées de I’assemblage d’un nombre entier d’unités penta-carbonées ramifiées dérivées

du 2-méthyle butadiene, appelées unités isopréniques (Hopkins, 2003).

La caractérisation phytochimique et I’étude des activités biologiques des especes végétales
sahariennes constitue aujourd’hui I’un des plus importants défis pour la recherche scientifique au

niveau des plantes médicinales (lount-Florin, 2016).

En effet, on peut estimer que le métabolisme secondaire biosynthétise des quantités
considérables de composés bioactifs, destinés a assurer le développement et la continuité de ces
especes, notamment leur survie dans ces conditions sahariennes précaires. Les propriétés

pharmacologiques des extraits de plantes sahariennes peuvent apporter des benéfices dans la
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guérison de certaines maladies microbiennes ou prolifératives ou également contribuer au
développement de certaines activités antioxydantes. L'étude des propriétés toxiques vise donc a

enrichir la connaissance du potentiel bioactif des plantes sahariennes ( lonut-Florin , 2016).

Le métabolisme cellulaire normal de I’oxygene produit de maniere continue de faibles quantités
des dérivés réactifs de 1’oxygene. Une forte production de ces réactifs entrainent le stress
oxydatif qui peut étre définit comme un déséquilibre entre la production et la destruction de ces

molécules (Nafla et al., 2005 ; lacopini et al., 2008).

Le stress oxydante a été décrit réellement comme un facteur étiologique crucial impliqué dans
diverses maladies chroniques humaines telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et
neurodégénérative, inflammation, diabete mellitus et vieillissement (Uttara et al., 2009). Ces
dommages oxydants sont réalisés par 1’attaque des radicaux libres sur de divers biomolécules, en
particulier les protéines, les lipides et I’ADN, ayant finalement comme conséquence la

dégradation et la mort de cellules (Moonet Shibamoto, 2009).

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non appariés.
L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes réactives de
I'oxygéne (ERO) (Haloun et Hamoudi, 2015).

Les radicaux libres sont électriquement neutres ou chargés (ioniques) et comprennent I'atome
d'hydrogéne, le radical hydroxyle, I'anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogeéne (eau oxygénée).
Les radicaux libres sont des especes chimiques trés instables, leur structure comprend un
électron célibataire qu’il cherche a apparier en attaquant et en endommageant les molécules
voisines. L’appellation « dérivés réactifs de I’oxygene » n’est pas restrictive, elle inclut les
radicaux libres de 1’oxygeéne proprement dit, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non
radicalaires dont la toxicité est importante tel que le peroxyde d’hydrogene (H20,), peroxynitrite
(ONOO") (Haton, 2005).

Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, ces derniéres années l'attention s'est
portée sur l'activité antioxydant en raison du réle qu'elle joue dans la prévention des maladies
chroniques telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabete, 'hypertension, et la maladie

d’Alzheimer en combattant le stress oxydant (Meddour et al., 2013).
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Un antioxydante peut étre défini comme toute substance qui est capable, a concentration
relativement faible, d'entrer en compétition avec d'autres substrats oxydables et ainsi retarder ou

empécher l'oxydation de ces substrats (Ardestantet Yazdanparasty, 2007).

Les plantes spontanées développées sur des milliers d’années s’adaptent et s’harmonisent
parfaitement avec toutes les conditions ; notamment en milieux arides. En Algérie; les milieux
arides offrent des opportunités exceptionnelles pour 1’évaluation et la compréhension des
mécanismes impliqués dans la diversification et 1’adaptation des plantes en relation avec

I’évolution de leur environnement (Amirouche et Misset, 2009).

L’ Algérie, pays connu pour sa biodiversité, dispose d’une flore particuliérement riche et variée.
On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15% endémique et appartenant a plusieurs
familles botaniques. Ce potentiel floristique constitué de plantes médicinales, toxiques et
condimentaires, est peu exploré du point de vue chimique et pharmacologique. A cet effet, il
constitue a notre avis, une source non négligeable de recherche de substances naturelles (Quezel,
1963).

Les conditions climatiques méditerranéennes de 1’ Algérie favorisent aussi bien le développement
des plantes médicinales spontanées. La température et les précipitations sont des facteurs
climatiques de toute primaire importance car elles contrdlent ’ensemble des phénoménes
métaboliques et conditionnent la répartition de la totalité¢ des espeéces et des communautés d’étre

vivant dans la biosphere (Allam et Ayad, 2015).

La superficie du Sahara est de 8 millions Km? ; il est le plus grand des déserts, mais également
le plus expressif et typique par son extréme aridité, c'est-a-dire celui dans lequel les conditions
désertiques atteignent leur plus grande apreté (Toutain, 1979 ; Ozenda, 1983). En fait le Sahara
est le plus vaste, le plus aride et le plus chaud des déserts. Il est caractérisé par des conditions
édapho-climatiques trés contraignantes a la survie spontanée des étres vivants. La grande
majorité de la végétation au désert adapté aux conditions désertiques les plus rudes, caractérisées

par de fortes chaleurs et des pluviométries faibles (Chehma, 2005).

les espéces vegétales desertiques vivent généralement en conditions climatiques draconiennes et
par conséquent, elles possédent un systeme d’adaptationtrés particulier aux conditions

environnementales sahariennes (Le Houérou,1969).
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Cette flore saharienne, est trés remarquable par son adaptation a un climat sec, a un sol salé
(Trabut et Mares, 1906).

Les familles les plus importantes sont les Composées (Asteraceae), les Graminées (Poaceae), les
Chénopodiacées (Amaranthaceae) et les Labiées (Lamiaceae) (Ouled el hadj et al, 2003).

La famille des Asteraceae est une importante famille de plantes dicotylédones qui comprend
pres de 13 000 espéces réparties en 1500 genres (Bremer, 1994). Asteraceae, aster (qui est un
terme grec, signifiant «1’étoile» en référence a la forme des fleurs), la marguerite, ou la famille
du tournesol, est la plus grande famille d’usines vasculaires, avec preés de 1500 genre et plus de
23000 especes decrites dont 750 endémiques (Gaussen et Leroy, 1982). Cette famille présente
des caractéres morphologiques divers : herbes annuelles ou vivaces, plus rarement des arbustes,
arbres ou plantes grimpantes et quelques fois, plantes charnues (BONNIER, 1934).

Généralement se sont des plantes herbacées a feuilles isolées (Crete, 1965).

Une large variété de produits naturels caractérise les especes de la famille Asteraceae, les plus
rencontrés sont les sesquiterpenes et les sesquiterpénes lactones, les diterpénes et les triterpenes,
les flavonoides, les acides phénols,...etc. Comme toutes les espéces appartenant a la famille des
Asteraceae, les composés terpéniques sont doués de plusieurs propriétés biologiques et
pharmacologiques telles que les activités cytotoxique, anti-tumorale, antimicrobienne et
phytotoxique (Rodrigue et al, 1976).

La famille des Asteraceae contient plusieurs espéeces connues sous le nom de plantes médicinales
populaires, elle est cultivée grace a leur valeur alimentaire et pharmacologique. Les especes
constituant cette famille exercent de nombreux effets thérapeutiques : anti-inflammatoire,
analgésique et antiseptique (Tadrent et al., 2014). Parmi ces plantes, nous citons Cotula cinerea
L. nommée aussi Brocchia cinerea Del. et appeler localement «EIl- Gartoufa » (Bouziane.
2002).

Cotula cinerea une petite plante annuelle d’aspect laineux de 5 a 15 cm entiérement tomenteuse.
Les tiges sont dressées ou diffuses. Les feuilles et les tiges vert-blanchatre sont recouvertes de
petits poils denses qui forment comme un manteau de velours. Les feuilles petites, entieres
épaisses et veloutées sont découpées en trois a sept dents ou 'doigts' qui se présentent comme une

main légerement refermée. Les fleurs sont de petits demi pompons jaune d'or au bout d'une
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courte tige, c’est une espéce Saharo-arabique commune dans tout le Sahara et les lieux

sablonneux désertiques (Quézal et Santa, 1963).

Cotula cinerea est citée parmi les plantes médicinales les plus utilisées par la population locale
saharienne, en raison de ses vertus médicinales (Abdenbi, 2014). Elle est utilisée pour traiter les
douleurs d'estomac, la fiévre, les maux de téte et migraines, la toux et l'inflammation des
articulations (Chuikh et Chefrour, 2014). Elle présente des propriétés biologiques trés variées,
citons entre autres ’activité : anti-inflammatoire, analgésique, antiseptique, antibactérienne,
antipyrétique (Benhammou, 2012). Elle est tres appréciée par les habitants des régions
sahariennes, ils 1’ajoutent a leur boisson de thé vert pour la parfumer aussi elle est additionnée a

certaines nourritures pour rehausser la saveur (Maiza et al, 1993)

Cette plante contient de nombreux composés chimiques avec des avantages thérapeutiques tels
que les flavonoides (Dendougut et al. 2012), les terpénes et les huiles essentielles qui donnent

usine spécificité des odeurs (Markouk et al., 1999).

Markouk et al,(1999)et Amarouch et al, (1998) sont signalé que Cotula cinerea est trés riche en

sesquiterpénes lactones, sesquiterpenes, coumarines et flavonoides.

Parmi les flavonoides isolés a partir de cette plante on peut citer: kaempféritine, quercétine,
quercétrine, kaempférol, lutéoline, lutéoline 6-OH-7-O-B-D-glucoside, apigenine 7-O-a-L-
rhamnoside, quercitine3-O-p—glucoside et 5,3”,4’-trihydroxy-3,6,7-triméthoxy flavone,...etc. (El
sayed ,1987)

Les extraits des feuilles de Cotula cinerea sont efficace contre les champignons microscopiques
pathogénes, ils ont montré une activité insecticide vis-a-vis des larves d'insectes (Bouziane,
2002).

L’extraction des principes actifs des plantes est réalisée par différentes méthodes en utilisant des
solvants polaires comme hydroéthanol (Markouk et al 1999b).pour cela, cette étude vise a
valoriser une espéce saharienne endémique en évaluant certaines activités biologiques de ses
différents extraits obtenus dans les mémes conditions que les modes traditionnels de preparation
( décoction et infusion). L’efficacité de Ces méthode ou de solvant utilisé est effectuée par la
quantification de certaines substances bioactives et 1’évaluation de leur pouvoir antioxydante et

antibactérienne.
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Dans ce contexte, cette étude vise a comparer les modes tradictionnels de préparation (décoction
et infusion) avec la macération hydroéthanolique de Cotula cinerea en se basant sur la
quantification des composés phénoliques et 1’évaluation des activités biologiques (anti-oxydante

et antibactérienne).
Ce travail comporte deux chapitres précédés par une introduction :

o Le premier chapitre est consacré a la présentation du matériel végétal étudié etles
différentes methodes du travail expérimental ainsi que le matériel utilise.
o Le deuxiéme chapitre sera réservé a la présentation de tous les résultats obtenus

dans notre étude, suivi d’une discussion.

Enfin, a I’issu de ce manuscrit, une conclusion générale sera présentée portera sur une
lecture attentive des différents résultats obtenus et des perspectives qui sont un ensemble de

réflexions achévent ce travail.
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I.1. Materiel
1.1.1. Matériel végétal
1.1.1.1. Choix de ’espéce étudiée

Cotula cinerea Del. C’est une plante saharienne spontanée trés utilisée par la population
locale pour aromatiser les préparations alimentaires (aromatiser le thé et le lait), en cosmétologie
et surtout en medecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies telles que la colique, la
diarrhée, la toux et aussi pour des applications broncho-pulmonaires. Les études expérimentales
réalisées sur cette espece montrent qu’elle a des activités biologiques trés intéressantes (anti-

inflammatoire, antiseptique, analgésique, antibactérienne, fébrifuge et larvicide).

1.1.1.2. Description botanique

Elle contient des petites feuilles, entieres, tridentées au sommet, laineuses blanchatres,
épaisses, divisées dans leur partie supérieure en 3 a 5 dents obtuses; tiges de 10-40 cm, couchées
puis redressees; capitules de 6 a 10 mm de diamétre, a involucre laineux a fleurs toutes
tubuleuses, brunes en boutons puis jaune d'or lorsqu'elles s'ouvrent (Fig. 01). Tres commun dans

tout le Sahara, notamment dans les sols un peu sablonneux (ozenda.1993).

Figure 1: Cotula cinerea Del.(Bouziane ., 2002)
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1.1.1.3. Position systématique

La détermination de la position taxonomique de I’espece végétale Cotula cinerea Del.

Dans la classification systématique botanique a été faite selon (Quézel et Santa, 1963). Elle est la

suivante :
o Embranchement : Phanerogame ou Spermaphyta
o Sous embranchement : Angiospermae
o Classe : Eudicots
o Sous classe : Asterids
o Ordre : Asterales
o Famille : Asteraceae ou Composées
o Genre : Cotula
o Espéce : Cotula cinerea Del., syn: Brocchia cinerea (Del.)
o Nom vernaculaire: Gartoufa

1..1.1.4. Répartition géographique

L’espéce Cotula cinerea est tres rencontrée dans tout le Sahara, elle pousse dans les ergs
et les sols peu ensablés. Dans la région Ghardaia elle est retrouvée a Oued Zelfana, Oued M’zab,
(Zabeirou ,H. 2001) Ou elle est connue sous le nom de chouihia (ou parfois chihia). Ou elle est

connue sous le nom de Gartoufa D'apres (Chahma et Djebar, 2008).
1.1.1.5. Echantillonnage

La partie récoltée pour cette étude est la partie aérienne de Cotula cinerea Del. La
récolte est réalisée en février 2018 durant la période de floraison a oued Zelfana et oued M’zab

dans la région de Ghardaia (Sahara Septentrional Algérien).
1.1.2. Souches bactériennes testées

Les souches utilisées pour l'activité antibactérienne des différents extraits de Cotula
cinerea sont : Staphylococcus aureus (ATCC25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) et
Escherichia coli (ATCC25922).
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> Escherichia coli: est la bactérie la plus fréquemment impliquée dans les
infections urinaires, elle peut provoquer des diarrhées par des mécanismes ires divers ainsi que
diverses infections nosocomiales, initialement sensible & beaucoup d’antibiotiques, elle a acquis
une résistance fréquente, surtout en milieu hospitalier (Nauciel, 2005)

> Staphylococcus : sont des coques a Gram+. Globalement, les infections a
staphylocoques sont peu fréquentes et le plus souvent iatrogenes. Certaines souches de
staphylocoques résistants a la pénicilline sont retrouvées lors d’infections ne répondant pas a la
thérapeutique classique et dans ce cas une origine humaine est alors fortement suspectée
(Hartmann, 1997) les staphylocoques peuvent étre mis en évidence dans des infections
articulaires, du cordon spermatique (apres une castration), de 1’utérus ou de plaies.

> Pseudomonas aeruginosa : est une bactérie Gram-négatif opportuniste vivant
normalement a I’état saprophyte dans 1’eau, les sols humides et les végétaux, mais qui peut
également vivre a 1’état commensale sur la peau ou a ’intérieur du systéme digestif de divers
animaux (Sabin, 2006). En milieu hospitalier il est a l'origine de surinfections et de
suppurations locales ou profondes, isolé essentiellement chez des patients présentant une
immunodéficience locale ou générale (bralés, cancéreux, etc.), et tres fréquemment impliqué
dans les infections nosocomiales (infections pulmonaires, cutanées...). De méme qu'il est

phytopathogéne avec beaucoup d'autres especes du méme genre (Leclerc et al. 1995).
1.2 Méthodes
1.2.1.Extraction

L’extraction des principes actifs de Cotula cinerea est effectuée selon les modes
traditionnels de préparation (décoction et infusion) en plus de I’extraction par macération

hydroéthanolique.
1.2.1.1. Décoction

Le matériel végétal est ajouté a un volume d’eau distillée avec un rapport p/v : 10/100,
puis ce mélange est porté a ébullition pendant 5 min. Aprés un repos de 5 min, le mélange est
filtré sur filtre Wattman n°1. Le filtrat obtenu est concentré par le rotavapor a 55 °C. ’extrait
concentré est conservé a +4 °C jusqu’a son utilisation (la conservation ne dépasse pas 3 jours au

max).
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10g dematierevégétale (C cimeraz) +100 ml de I"eau
distillée

Ebullition

Filtration

g

[ Evaporation du filtrat a (55°C) ]

[ L’extrait brut ]

Figure 2 : Schéma de protocole de la décoction de Cotula cinerea Del.

1.2.1.2. Infusion

Une quantité de matériel végétal est additionnée a un volume de 1’eau distillée portée a
100 °C (p/v : 10/100) pendant 5 min, puis ce mélange est filtré. Le filtrat obtenu est concentré
par le rotavapor a 55 °C. L’extrait concentré est conservé a +4 °C jusqu’a son utilisation (la

conservation ne dépasse pas 1 jour au max).

12



Chapitre I-Matériel et méthodes

10g de matiére végétale( Clofnarea)
=100 ml d’ean distille (100=C)

filtration

Filtrat

Evaporation de filtrat a
(55°C)

L extrait brut

Figure 3 : Schéma de protocole de I’infusion de Cotula cinerea Del.

1.2.1.3. Macération

Pour la macération, 10 g de la plante est macéré dans 80 ml de éthanol et 20 ml de I’eau
distillée pendant 24 heures a la température ambiante. L’extrait hydroéthanolique est récupéré a
I’aide du papier filtre et I’opération est répétée trois fois pour épuiser le matériel végétal. Puis
I’extrait obtenu est concentré en utilisant le rotavapor (Heidolph) & 40 °C jusqu’a 1’élimination
de I’éthanol. L’extrait concentré de couleur vert-noirétre est conservé dans des flacons en verre

fumé a +4 °C jusqu’a son utilisation.
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10 g de matiére vegetale (C.
cinerea) +80 % éthanol +20 % Filtration

Meéme matiére végétal +80%
éthanol+20% ean

Filtration l

Meéme matiére vegetal +80%
ethanol+20% eaun

Wf

®

[ hd h 'JJI o s -}

f Evaporation de éthanol par rota vape a T (40c®) avec une rotation 170 1
Extrait brut

Figure 4 : Schéma protocole de la macération hydroéthanolique de Cotula cinerea Del.
1.2.2. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction des différents extraits de Cotula cinerea est déterminé en

utilisant la formule suivante:
R % = (PEB/PMV)x 100
ou

. R : Rendement
. PEB : Poids de I’Extrait Brut (g) apres séchage
. PMV : Poids de Matiére VVégétale (g)

1.2.3. Criblages phytochimique

Ce teste consiste a détecter quelque composés chimiques existants dans les extraits de
Cotula cinerea par des réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des
phénoménes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques. Ces derniéres

permettent de définir la présence ou non de quelques métabolites secondaires.

14



Chapitre I-Matériel et méthodes

Tableau 1: Différentes réactions de criblage photochimique

Familles chimiques Réactifs Résultats Références
_ EtOH (50%) Coloration verte ou (Trease et
Tanins hydrolysable )
FeCls bleu noir Evans,1987)
o Formol (35%) . . N
Tanins catéchique Hl Précipité rose claire ( Mibindzou, 2004)

HCI (1%) - NH,OH (2N)

Flavonoides pH basique - Alcool Couleur jaune orangé | (Ribeau-Gayon,1968)
Amylique - Mg (poudre)
o Précipité blanc ou _
Alcaloides Réactif de Mayer (Ben Zahi,2001)

brun

Stérols insaturés et

Terpenes

CHC|3 et H,SO,

Coloration verte

(Harborne,1998)

Solution aqueuse de la

Saponosides Mousse (Bruneton, 1999)
plante
Coumarine NaOH (10%) Précipita jaune (Diallc, 2000)
Quinone libre NaOH (1%) Précipita jaune (Dohoi, 2004)

Composés réducteurs

Liqueur des Fehling

Précipité rouge-

brique

(Bruneton, 1999)

1.2.4. Quantification des composés phéenoliques

1.2.4.1. Dosage des polyphénols totaux

a. Principe

Le réactif Folin-Ciocaltau est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo12040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation

des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribereau -Gayon

1968). La coloration produite, dont I’absorption maximale est mesurée a 765 nm est

proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits de végétaux.
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b. Mode opératoire

Pour le dosage des polyphénols totaux, la méthode consiste a prendre un volume de 1800
ul du réactif de Folin (10 fois dilu¢) a lequel sont ajouté 40 ul d’échantillon testé. Aprés 5 min,
1200 pl d’une solution de carbonate de sodium (7,5%) sont additionnés au milieu réactionnel.

Aprées 1 heure d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 765 nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec ’acide gallique (50-800 pg/ml) et elle est exprimée en
mg équivalent d’acide gallique par gramme de matériel végétal (mg EAG/g) (Ribéreau-Gayon,
1968).

1.2.4.2. Dosage des flavonoides

a. Principe

La quantification des contenu flavonoique a été estimée par la méthode colorimétrique au
trichlorure d'aluminium (AICI3) et la soude (NaOH). Le trichlorure daluminium forme un
complexe jaune avec les flavonoides et le nitrite de sodium et la soude forme un complexe de

couleur rose qui absorbe dans le visible a 510 nm. (Alyafi, 2007).

b. Mode opératoire

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique adaptée
par (Zhishen et al. 1999).

Une quantité de 1 ml de solution éthanolique de rutine a différentes concentrations (0-
500 pg/ml) ou de 1 ml d’extrait dilué est ajoutée a 4 ml de I’eau distillée. Au temps zéro, 0,3 ml
de nitrite de sodium (NaNO,) (5 %) est ajouté au mélange. Apres 5 min, 0,3 ml de trichlorure
d’aluminium (AICl3) (10 %) est rajouté. Aprés I’incubation du mélange réactionnel pendant 6
min a la température ambiante, 2 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) (1M) sont additionnés. Le
volume du mélange est complété a 10 ml avec de I’eau distillée. L'absorbance de la solution de
couleur rosatre est mesurée & 510 nm contre le blanc. La teneur en flavonoides totaux des extraits
de I’espéce étudiée est exprimée en milligramme (mg) équivalents de rutine par gramme (g) du

poids sec du matériel végétal (mg ER/g).
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1.2.4.3. Dosage des acides phénols

a. Principe

Le test dARNOW (1937) tire son origine d'un dosage enzymatique de la
3,4'dihydroxyphényl-alanine-tyrosine intervenant dans la formation de la mélanine, et se base sur
la variation de couleur du complexe formé. L'échantillon a traiter mis en présence d'un réactif de
nitrite de sodium-molybdate de sodium en milieu acide se colore en jaune, puis en rouge, a la
suite d'une élévation du pH. Le molybdate de sodium empéche une décomposition rapide de
I'acide nitrique, qui se produit en présence de NaNOs, et I'acide chlorhydrique empéche le virage
au rouge d'un éventuel précipité de mélanine, qui se produit dans le cas de solutions neutres ou

basiques (Frangoise, 1990).

b. Mode opératoire

L’estimation des acides-phénols est effectuée selon la méthode d’Arnov (Szaufer-
Hadjrych, 2004). Un volume de 1 ml d’échantillon est mélangé avec 5 ml de 1’eau distillée, puis
1 ml d’HCI (0,5 M), 1 ml de réactif d’ Arnov [solution aqueuse de molybdate de sodium 10 (p/v)
et nitrite de sodium 10% (p/v)] et 1 ml d’hydroxyde de sodium (1 M) ont été¢ additionnés. Le
volume du mélange réactionnel est complété a 10 ml avec de ’eau distillée. La lecture de
I’absorbance est faite a 490 nm par un spectrophotometre UV-Visible. L’acide caféique a été
utilisé comme référence pour la préparation de la courbe d’étalonnage avec des concentrations
allant de 0 a 200 pg/ml. Les résultats sont exprimés en pg équivalent d’acide caféique EAC/g de
poids sec de matériel végétal.

1.2.4.4. Dosage des tanins condensés ou proantocyandines

a. Principe

Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de vanilline
sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un complexe chromophore rouge qui a
une absorbance max a 510 nm (Schofield et al., 2001).

b. Mode opératoire

Les quantités des tanins condensés sont estimées en utilisant la méthode de vanilline-HCI
(Sun et al, 1998).
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Un volume de 0.2 ml de I’extrait brut est ajouté a 1 ml de la solution fraichement
préparée de vanilline 1 % (p/v) en acide acétique glacial et 1’acide chlorhydrique concentré
(98:2, v/v) et laissé réagir a la 30 °C pendant 20 min. L'absorbance a 510 nm est mesurée contre
un blanc. La concentration des tannins est estimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine

par gramme (g) du poids sec de matériel végétal (EC/Q).
1.2.5. Evaluation des activités biologiques

Les activités anti-oxydante et antibactérienne des différents extraits de Cotula cinerea

ont été évaluées en utilisant des tests appropries.
1.2.5.1. Activité anti-oxydante

L’évaluation de I’activité antioxydante est effectuée par trois tests a savoir : test ABTS,

test FRAP et test de blanchissement du -caroténe.
1.25.1.1.Test ’ABTS
a. Principe

Cette méthode a été décrite pour la premiere fois par Miller and Rice-Evans (1993) puis
améliorée en 1999. elle consiste a la réduction du radical-cation coloré (acide 2’ 2 azobis 3
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) connu sous le nom d’ABTS”™ . Le développement de sa

concentration est suivi & 734 nm au cours de sa réaction avec les antioxydants
b. Mode opératoire

A partir de ’ABTS et du persulfate de potassium K»S,0s : les deux produits en solution
aqueuse sont mélangés et mis a ’abri de la lumiére pendant 12- 16H ; ’absorbance de la solution

ainsi obtenue est ajustée a 0.700 + 0.020 a 734 nm avant 1’usage.

Un volume de 0,1 ml d’extrait de I’espeéce étudiée a différentes concentrations
(50.100.200.400.600.800 pl) est mélangé a 3,9 ml de la solution du radical cation ’ABTS™ . Le
mélange est agité vigoureusement. La lecture de 1’absorbance est effectuée a 734 nm aprés 6 min
de la réaction. Une courbe d’étalonnage est préparée en utilisant le Trolox (acide carboxylique 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetraméthylchroman) (0-500 uM).(Kim et al., 2003). Les résultats sont exprimé
en 1C50.
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1.2.5.1.2. Test FRAP
a. Principe

L'essai FRAP (Ferricre ducingantioxidant power) est realisé selon la méthode décrite par
Benzie & Strain (1996) avec quelques mdifications (Jaitak et al, 2010). Cette méthode mesure le
pouvoir réducteur des antioxydants présents dans un melange par leur capacité de reduire le
tripyridyl-triazine ferrique (Fe**-TPTZ) en tripyridyl-triazine ferreux (Fe’*-TPTZ) (Fig. 5)

mesurable par spectrophotométrie UV-vis a 593 nm.

et s ot

/ +AH —» N__ — Fe?
b heg o J
Fe" TPTZ Fe'l -TPTZ

Figure 5: Principe réactionnel du test FRAP (Toure, 2015).
b. Mode opératoire

Le réactif FRAP est préparé a partir de tampon acétate (0,3 M, pH 3,6), de TPTZ (10
mM) en solution d’HCI (40 mM) et d’une solution de FeCI® (20 mM) en proportion de 10 :1 :1
(v/v) respectivement. Une quantité¢ de 1 mg de chaque extrait sec est dissouts dans 5 ml d’éthanol
aqueux (70%) puis dilué pour obtenir différentes concentrations (10, 25, 50, 75, 100, 200, 400,
800 pg/ml). un volume de 50 pl de ces solutions sont ajoutés a 1,5 ml de réactif FRAP.
L’absorbance du mélange réactionnel est ensuite mesurée a 593 nm apres 4 min par rapport a
I’éthanol aqueux (70%) (Jaitak et al., 2010). Le Trolox a été utilisé comme standard (0 a 800

uM) et les résultats sont exprimés en uM équivalent de Trolox. les résultat sont exprimé en 1C50.
1.2.5.1.3. Test de blanchissement du f-caroténe
a. Principe

Cette technique consiste a mesurer a 470 nm, la décoloration du [ caroténe résultant de

son oxydation par les produits de la peroxydation de 1’acide linoléique.
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La dispersion de I’acide linoléique et du Pcaroténe dans la phase aqueuse est assurée par
du Tween. L’oxydation de ’acide linoléique est catalysée par la chaleur (50°C) de maniére non
spécifique en présence de 1’eau oxygénée. L’addition d’antioxydantes purs ou sous forme
d’extraits végétaux induit un retard de la cinétique de la décoloration du B-carotene (Koleva et
al., 2001).

b. Mode opératoire

L’émulsion de B-caroténe/acide linoléique a été préparée par la solubilisation de 0,5 mg
de B-carotene dans 1 ml de chloroforme, 25 pul d’acide linoléique et 200 mg de tween 60 ont été
ajoutés. Le chloroforme a été completement evaporé dans le rotavapor a 40 °C, ensuite 100 ml
d’eau oxygénée ont été ajoutés, I’émulsion en résultant a été agitée vigoureusement. Un volume
de 350 ul d’extrait ou d’antioxydant de la référence (butylhydroxyltoluéne : BHT) [solubilisé
dans le méthanol] ont été ajoutés a 2,5 ml de I’émulsion précédente. L’absorbance a été mesurée
a 490 nm avant et apres le traitem2ent thermique avec des intervalles de temps réguliers pendant
48 heures apres 20 min durant les deux premieres heures puis aprés 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 24 h et 48
h. Les capacités anti-oxydantes des différents échantillons ont été comparees avec celles des
antioxydants de référence (BHT). Le pourcentage d’inhibition du blanchissement du p-carotene

est calculé par la formule suivante :
IPL%=(teneur en B-caroténe apres 2 heures de I’essai/teneur initiale de p-caroténe) x100
1.2.5.2. activité antibactérienne

L’évaluation de 1’activité antibactérienne des différents extraits de Cotula cinerea est

effectuée selon deux méthodes : diffusion sur milieu gélosé et micro dilution.
1.2.5.2.1. Diffusion sur milieu gélosé (CA-SFM, 2010)

Cette technique consiste a utiliser la méthode d’antibiogramme pour mentionner la

sensibilité ou la résistance du microorganisme vis-a-vis des extraits testés.
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a. Réalisation d’une suspension

A D’aide d’une pipette Pasteur stérile, on préléve une colonie bien isolée d’une culture
de 18h a 24h, puis nous déchargeons la pipette dans un écouvillon qui contient de I’eau
physiologique. La concentration de la suspension doit étre équivalente a 0.5 McFarland. Dans
cette méthode, la surface de 1’agar est inoculée avec 1I’inoculum normalisé (turbidité ajustée par

spectrophotomere entre 0,08 et 0,12 a 625 nm) (Ca-sfm, 2010).

b. Ensemencement

L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de 1’inoculum.
I1 est réalisé par le trempage d’un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ensuite nous
I’essorons en le pressant fermement sur la paroi interne du tube afin de le décharger au
maximum. Enfin, ’ensemencement est réalisé¢ par le frottage de 1’écouvillon sur la totalité de la

surface gelosée de la boite de Pétri (Ca-sfm, 2010).

c. Application des disques

Les disques choisis sont posés a 1’aide d’une pince stérile. Les disques doivent étre
parfaitement appliqués a plat sans glissement. Une distance doit séparer un disque périphérique
au bord de la boite et deux disques doivent étre éloignés pour que les zones d’inhibition ne se

chevauchent pas (Ca-sfm, 2010).

d. Incubation et lecture

Aprés I’incubation a 37°C pendant 24 heures, la lecture s’effectue en mesurant le

diamétre de la zone d’inhibition de chaque disque a I’aide d’une régle (Ca-sfm, 2010).

1.2.5.2.2. Evaluation quantitative de ’activité antibactérienne par la méthode des micro-

dilutions en milieu liquide

a. Principe

La méthode de microdilution est une méthode quantitative qui permet de déterminer la
concentration inhibitrice minimale (CMI). La méthode étudiée et celle de Koneman et al., (1997)
et rapportée par Oke et al., (2009) avec quelques modifications. La CMI est étudiée seulement

pour les microorganismes sensibles aux extraits.
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b. Mise en ceuvre pratique

Cette méthode est utilisée pour déterminée la CMI (concentration minimale inhibitrice)
des différents extraits végétaux. Une microplaque a été utilisée. Aussi, 1’iodonitrotétrazolium
chloride (INT) est un indicateur de la croissance microbienne apres sa réduction en formazane
de couleur rouge rosé. Ce test est realisé en utilisant une microplaque de 96 puits selon la
méthode décrite par Perumal et al. (2012). Les puits des colonnes A jusqu’a H(sens verticale) de
chaque rangée 1 a 12(sens horizontale) sont remplis avec 80 pl de bouillon de Muller Hinton
stérile. Un volume de 40 pl de la gamme de dilution de I’extrait végétal testé est ajouté dans les
puits des colonnes B jusqu’a G de chaque rangée et des dilutions de 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 et 1/32
de la concentration mére. Les rangées de 1 a 6 de chaque colonne sont utilisées pour 1’extrait de
Cotula cinerea. Les puits de la colonne H ont servi pour les témoins positifs (les antibactériens 5
mg/ml Gentamycine). Les rangées de la colonne A ne renferment aucun extrait ni agent
antimicrobien. Enfin, 80 ul de la suspension microbienne contenant 10° UFC/m| sont additionnés
a tous les puits et bien mélangés. Les microplaques sont incubées a 37 °C pendant 24 heures. La
CMI des différents extraits est détectée apres [’ajout de 40 pl d’une solution
d’iodonitrotétrazolium chloride INT (0,2 mg/ml) a tous les puits et incubés a 37 °C pendant 30
min. La croissance microbienne est déterminée en observant le changement de la couleur d’INT
(rouge rosée de formazane quand il y a croissance et une solution claire quand il n’y a pas de
croissance). La CMI correspond a la plus faible concentration en agent actif capable d‘inhiber
totalement la croissance d‘un microorganisme donné (NCCLS, 2004 ; Perumal et al., 2012 ;
SFM, 2014).

1.2.6. Analyse statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart type de trois réplicas
analytiques. L’ANOVA a été réalisée pour évaluer la variabilité entre les paramétres étudiés. La
régression linéaire a été utilisée comme model afin de déterminer IC50. Le coefficient de
corrélation de Person a été calculé pour déterminer la corrélation entre les méthodes de ’activité
antioxydant et I'influence de différents solvants a la capacité antioxydante des différents extraits.

Toutes les analyses ont été réalisées avec XLSTAT 2017.

Les différences de variabilité en fonction de P (probabilité de mettre en évidence des

différences significatives) sont classées en :
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P>a = 0,05 : différence non significative.
P< a = 0,05 : différence significative.

P<a = 0,01 : différence hautement significative.

P< a = 0,001 : différence trés hautement significative.

Chapitre I-Matériel et méthodes
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Chapitre 11-Reésultats et discussion

11.1. Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique réalisé sur les différents extraits de Cotula cinerea a permis
de mettre en évidence la présence de quelques métabolites secondaires et les résultats obtenus

sont illustrés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Résultats du criblage phytochimique des différents extraits de Cotula cinerea.

Résultat

Composé recherché EtOH/H,O DC IF
Tanins hydrolysable + + +
Tanins catichique - + +
Flavonoides + + +
Alcaloides + - -
Stérols insaturés et

+ + +
Terpenes
Saponosides + + +
Coumarines + - -
Quinone libre + - -
Composée réducteur - - -

+: présence ; - absence

Il ressort de ces résultats que les différents extraits aqueux de Cotula cinerea renferment
la majorité des molécules polaires (flavonoides.tanins) et méme apolaires (stéroides et
terpénoides) Le tableau 2 fait également ressortir que les alcaloides les quionons et les
coumarines ne sont détectés que dans I'extrait hydroéthanolique De méme, les tanins catéchiques
sont absents dans l'extrait hydroéthanolique mais présents dans la décoction et I’infusion, Par
ailleurs on signale 1’absence des composée réducteur dans les trois préparations de Cotula

cinerea.

Les flavonoides jouent des réles tres importants dans les plantes, dont elles protegent les

plantes contre le stress hydrique et génerent une tolérance des plantes aux métaux lourds présents
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dans les sols. Hors la plante, les flavonoides possédent plusieurs effets pharmacologiques (El-
Sakka et al., 2010).

Selon Iserin (2001), les tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres
lipidiques produits au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors
formés, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaine de I’auto oxydation des
lipides (Cavin.,1999).

La présence des molécules apolaires dans la décoction et 1’infusion peut étre due a la
température €levée qui facilite ’extraction de ces molécules. En effet, cette température affecte
négativement les différentes propriétés de 1’eau telles que la densité, les liaisons hydrogéne et la
constante diélectrique induisant ainsi la solubilité des molécules apolaires et 1’augmentation de

leur passage vers la phase aqueuse (Telli, 2017).

La variation de la composition chimique des plantes peut étre influencée par plusieurs
facteurs tels que la situation géographique, I’organe prélevé, la période, le moment de récolte et

les conditions de stockage (Kone et al., 2009).

Nos résultats sont similaires a ceux trouvés par Mecheri et Zaghabi (2015) qui ont
indiqué la présence des tanins, des alcaloides et des flavonoides dans [D’extrait
hydrométhanolique de Cotula cinerea. L’étude réalisée par Bouziane (2002) et celle de Mebarki
(2017) ont montré la présence des saponines, des tannins, des flavonoides, des stéroides et des

terpénoides dans 1’extrait méthanoliquede Cotula cinerea.

L’ensemble des composés mis en évidence leur présence dans les différents extraits de
Cotula cinerea ayant des propriétés pharmacologiques diverses (Ouedragoo, 2001), ce qui peut

justifier les différentes utilisations de cette espéce dans la médecine traditionnelle.
11.2. Rendement d'extraction.

Le rendement d’extraction des différentes préparations de Cotula cinerea est calculé et

les résultats sont présentés dans la figure 6.
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Figure 6: Rendement d'extraction de différents extraits de Cotula cinerea.

Les résultats présentés dans la figure 6 ont montré que le rendement le plus élevé est
enregistré pour I’extrait obtenu par décoction avec un taux de 13,90+0.36%, suivi par celui de
I’infusion qui est de 1’ordre de 10,23+1,11% , alors que I’extrait préparé par macération

hydroéthanolique présente un rendement faible ne dépassant pas 4,96% (Fig. 6).

L’analyse de variance effectuée a montré que les différences entre les trois modes de

préparation ne sont pas significatives (P>0,05).

Il semble que les principes actifs des plantes ont tendance a extraire avec 1’eau plus que
les autres solvants. La polarité de I’eau ainsi que 1’action de la température peuvent expliquer les
rendements ¢élevés de la décoction et de I’infusion. Majhenic et al. (2007) ont démontré que
I’extraction a température élevée permettait d’obtenir des rendements plus élevés en extraits secs
en comparaison avec ceux obtenus a température ambiante. 1’é1évation de la température favorise
I’intensification de la solubilité et le coefficient de diffusion des molécules extraites (Al-Farsi et

al., 2007 ; Jerez et al., 2006 ; Silva et al., 2007).

D’une manicre générale, les teneurs en extrait sec varient non seulement d’une plante a
une autre de la méme famille mais également en fonction des parametres de 1’extraction solide-
liquide, le solvant d’extraction, la taille des particules et le coefficient de diffusion de solvant. En

plus de ces aspects quantitatifs, quel que soit la méthode d’extraction appliquée, elle doit tenir
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compte de la qualité d’extrait, autrement dit de la bioactivité de ces principes actifs ( Dridi et
Segeuni, 2015).

En comparaison avec les résultats obtenus par Ousameur et al. (2013) dont la valeur
du rendement de I’extrait hydroéthanolique (6,0%) est proche a notre résultat. Cependant, la
valeur signalée par Benzaoui et Houari (2016) pour I’extrait méthanolique est plus élevée 9,45%

de méme partie de Cotula cinerea.

11.3. Analyses quantitatives

11.3.1. Teneur en polyphénols totaux

La quantification des polyphénols totaux est effectuée par une méthode colorimétrique de

Folin-Ciocalteau. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 7.
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Figure 7 : Teneur en polyphénol totaux des différents extraits de Cotula cinerea.

D'aprés les résultats présentés dans la figure 7, il est a constater que la teneur en
polyphénols totaux varie d’un extrait a un autre pour 1’espéce choisie. Cette figure fait ressortir
que I’extrait de Cotula cinerea le plus riche en polyphénols est celui obtenu par décoction
avec un taux de 28,51+2,46 mg EAG/g, suivi par celui de l'infusion qui est de I’ordre de
20,42+2,20 mg EAG/g, alors que la teneur la plus faible est enregistrée pour 1’extrait obtenu par
la macération hydroéthanolique ou la concentration des polyphénols est égale a 17,33+0,28 mg
EAG/g.
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Statistiquement, il n’y a pas des différences significatives entre les teneurs en

polyphénols des différents extraits (P>0,05).

Généralement, les solvants d'extraction entrainent des substances non phénoliques
comme les sucres, les protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation

phénolique. (Benzaoui et Houari, 2016).

Le dosage par le réactif de Folin-Ciocalteu donne donc une évaluation brute de tous les
composés phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de
composés peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé (Tawaha et
al., 2007).

Les études effectuées sur la teneur en polyphénols totaux des différents extraits de Cotula
cinerea ont montré que les valeurs obtenues par ces études sont inférieures a nos résultats, en
particulier celle de la décoction. en effet, Benzaoui et Houari (2015) ont signalé que la teneur en
polyphénols de Cotula cinerea est égale a 20 ug EAG/mg. L’étude réalisée par Belyagoubi
(2011) a montré que le taux des polyphénols de 1’extrait méthanolique de cette espece est de

I’ordre de 22,22+0,41 mg/g .
11.3.2. Teneur en flavonoides

Les résultats de la quantification des flavonoides des différents extraits de C .cinerea sont

présentés dans la figure 8.
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Figure 8: Teneur en flavonoides des différents extraits de Cotula cinerea.
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Selon les résultats de la figure 8, une variabilité est constatée dans les teneurs en
flavonoides des extraits testés. Il ressort de ces résultats que les préparations aqueuses obtenues
par décoction et infusion sont les plus riches en flavonoides en comparaison avec l'extrait
hydroéthanolique. La décoction a la meilleure concentration en flavonoides qui est égale a
12,94+1,60 mg ER/qg, suivie par celle de I’infusion qui est égale a 7,90 +£0.96 mg ER/g. L'extrait
hydroéthanolique a la teneur la plus faible en flavonoides avec un taux de 2,35 +0,20 mg
ER/g.

L’analyse statistique effectuée montre qu’il n’y a pas des différences significatives entre

les teneurs en flavonoides des différentes extraits (P>0,05).

Maisuthisakul et al. (2008) ont constaté que la teneur totale des flavonoides des extraits
de plantes est liée a la teneur des composés phénoliques totaux. La concentration des flavonoides
dans les extraits de la plante est liée a la solubilité qui dépend non seulement de la polarité du
solvant d’extraction mais aussi du nombre et de la position des groupements hydroxyles libres,
au poids moléculaire et de la glycosylation (Mohammedi et Atik, 2011 ; lloki-Assanga et al.,
2015).

Nos résultats laissent apparaitre que les polyphénols et les flavonoides sont des
composées majoritaires des composés phénoliques, les taux élevés des polyphénols et des
flavonoides peuvent étre dus a I’augmentation du métabolisme de ces composés en réponse aux

conditions climatiques extrémes de cette plante saharienne (Djeridane et al. 2006).

L’étude réalisée par Belyaagoubi (2011) a montré que I’extrait méthanolique de Cotula
cinerea a une teneur en flavonoides de I’ordre de 3,931 + 0,061 mg EC/g, qui est proche a celle

de notre extrait hydroéthanolique mais inférieure a celles de la décoction et de I’infusion.
11.3.3. Teneur en acides phénols

La quantité des acides phénols dans les différentes préparations est évaluée et les résultats

sont présentés dans la figure 9.
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Figure 9: Teneur en acides phénols dans différents extraits de Cotula cinerea

Les résultats présentés dans la figure 9 montre que I'extrait de C. cinerea le plus riche en
acides phénols est celui obtenu par macération hydroéthanolique avec un taux égal a
8741,12+372,96 png EAC/qg, alors que les extraits obtenus par décoction et infusion ont des taux
faibles en acides phénols qui sont de 1’ordre de 235,63+14,89 ug EAC/g et de 179,63+ 12,67
ug EAC/g respectivement.

L’analyse de variance de ces résultats montre que la différence est significative pour les

teneurs en acides phénols entre les déférentes préparations (P<0,05).

La concentration élevée des acides phénols dans 1’extrait hydroéthanolique peut étre due
a la grand solubilité de ces molécules dans le solvant organique. Ceci peut étre due a la
formation des liaisons ester enter la fonction acide d’un acide phénol et un groupement OH de
1’éthanol comme les acides hydroxybenzoique et hydroxycinnamique (acide 4-coumarique, acide
caféique, acide férulique et acide sinapique) Cependant, les taux faibles enregistrés dans ’extrait
aqueux peuvent étre dus a I’estérification de différentes fonctions alcools des acides phénols ce

qui diminue leur polarité et par conséquent leur solubilité dans I’eau (Babaouyoub, 2017)..

La solubilité des acide phénols dépend de leur nature chimique dans la plante qui varie de
composées simples a fortement polymérisées, cette diversité structurelle est responsable de la
grande variabilité de leurs propriétés physico-chimiques, influencant sur leur extraction (Garcia
etal., 2010).
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11.3.4. Teneur en tanins condensés

La quantité des tanins condensés dans les différentes preparations est évaluee et les

résultats sont presentés dans la figure 10.
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Figure 10: Teneurs en tanins condensés des différents extraits de Cotula cinerea

Il apparait que la concentration des tanins est plus élevée dans les préparations aqueuses
notamment dans la décoction qui est de l'ordre de 7,61+0,93mg EC/g, suivie par celle de
I’infusion (4,32+0,74 mg EC/g), tandis que la concentration la plus faible est celle obtenus par la
macération hydroéthanolique (3,22+0,07 EC mg/g) (Fig 10).

L’analyse de variance effectuée montre que la différence n’est pas significative des

teneurs en tanins condensés dans les différents extraits (P>0.05).

Les résultats obtenus ont montré que I’extraction effectuée par I’eau chaude (décoction et
infusion) donne les meilleurs rendements en tanins. En effet, Markom et al. (2007) ont prouvé
que I’eau donne le meilleur rendement d’extraction des tanins de Phyllanthus niruri Linn. Ces
auteurs ont aussi indiqué que la température a un effet positif sur le taux des tanins extraits.
Giron et Piemonte (2011) ont aussi signalé que le taux des Tanins le plus important est obtenu

avec ’eau a 60-80 °C.

Au point d’ébullition du solvant, sa tension superficielle et sa viscosit¢ sont

considérablement réduites par rapport a la température plus basse, et par conséquent le solvant
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peut atteindre plus facilement les sites actifs a ’intérieur de la matrice et d’extraire une quantité

importante des molécules (Markom et al., 2010).

Nos résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Belyagoubi (2011) pour le taux des tanins

condensés dans 1’extrait méthanolique de Cotula cinerea (8,61+0,18mg EC/qg).
11.4 .Activités biologiques
11.4.1. Activité anti-oxydante.

Jusqu’a présent, il n’y a pas de méthode simple et universelle par laquelle ’activité anti-

oxydante est évaluée qualitativement et quantitativement (Prior et al., 2005).

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des différents extraits de C. cinerea est
effectuée par trois méthodes différentes : 1’inhibition du radical cation ABTS™, le pouvoir
réducteur du fer (FRAP, ferric reducing ability of plasma) et I’inhibition de blanchissement du [3-

carotene.
a. Inhibition du radical cation ABTS*

L’activité antioxydante est déduite de la capacité d'un extrait a inhiber le radical ABTS"
comparativement a un antioxydant de référence: Trolox. Le pouvoir antioxydant de déférents
extraits de Cotula cinerea est testé a différentes concentrations en extraits et les résultats
exprimés en uM équivalent Trolox/g de poids sec de matériel végétal sont présentés dans la

figure 11.
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Figure 11: Activité anti-oxydante des différents extraits de Cotula cinerea déterminée par le test
ABTS.

La figure 11 fait ressortir que 1’activité anti-oxydante varie considérablement entre les
différents extraits. Elle est comprise entre 129247+ 9515 puM ET/g pour [’extrait
hydroéthanolique et 683,33+ 64,64 uM ET/g pour I’extrait obtenu par infusion.

Les valeurs de Clsy pour le test ABTS des différents extraits de Cotula cinerea sont

calculées et les résultats sont illustrés dans le tableau 3.

Tableau 3: Clsp (ug/ml) du test ABTS des différents extraits de C. cinerea

Extrait Clsp (ug/ml)
Décoction 140,55+11,45
Infusion 157,97+10,78
Macération 4,52 +0,18
Trolox 390,05+ 0,34

Il ressort des résultats présentés dans le tableau 3 que les différentes préparations de
Cotula cinerea sont trés puissant dans ’inhibition du radial cation ABTS™ et plus efficace en
comparaison avec I’antioxydant standard le Trolox. La valeur de Clsp la plus basse est

enregistrée pour ’extrait hydroéthanolique qui est de ’ordre de 4,52 £0,18 pg/ml, tandis que les
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extraits aqueux obtenus par décoction et infusion ont des valeurs de Clsg trés élevées (140,55 +
11,45 pg/ml et 157,97+10,78 pg/ml respectivement) par rapport a celle de [D’extrait
hydroéthanolique mais restent plus faible a celle de standard utilisé (Trolox) qui a une Clso égale
a 390,05+ 0,34 pg/ml.

Le calcul de coefficient de corrélation entre le pouvoir antioxydant déterminé par le test
ABTS et les teneurs en différents composés phénoliques, permet de montrer qu’il n’y a pas de
corrélation significative entre les parametres étudiés pour les extraits hydroéthanolique et
infusion. Par contre, nous constatons qu’il y a une corrélation significative entre 1’activité anti-
oxydante déterminée par le test ABTS et la teneur en tanins condensés pour I’extrait préparé par

décoction (coefficient de corrélation 1.00) (annexe 9).

I apparait clairement que 1’extrait hydroéthanolique obtenus par macération de Cotula
cinerea enregistre la meilleure concentration inhibitrice par rapport a celles de la décoction et

I’infusion.

Pour nos extraits, 1’absence de la corrélation dans certain extraits ne signifie pas
forcément que les composés phénoliques ne sont pas participés dans 1’inhibition de radicale
I’ABTS"" mais peut étre les fonctions hydroxyle donneuses d’électrons sont engagées dans des

liaisons glycosidiques (O- glycosides, C-glycoside), ester ou éther (Babaoyoub,2017).
b. Pouvoir réducteur de fer

Le test FRAP est plus répondu pour déterminer la capacité anti-oxydante des extraits

végétaux a réduire le Fe** en Fe?*

Les résultats du pouvoir réducteur de fer des différents extraits de Cotula cinerea sont
présentés dans la figure 12.
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Figure 12: Activité anti-oxydante des différents extraits de Cotula cinerea déterminée par le test
FRAP (uM ET/g).

La figure 12 montre que I’extrait obtenu par macération hydroéthanolique de la partie
aérienne de Cotula cinerea a la capacité réductrice de fer la plus élevée avec une valeur égale a
3261,22+471,78 puM ET/g, suivi par la décoction qui a un pouvoir réducteur égal a
2890,01+318,89 uM ET/g.

Cependant, D’extrait obtenus par infusion de I’espeéce étudiée présente la capacité
réductrice de fer la plus faible en comparaison avec les autres extraits (1897,67+146,09 uM

ET/g) (Fig 12).

D’apreés ces résultats, il apparait que la macération hydroéthanolique de Cotula cinerea

est la plus efficace dans la réduction de fer en comparaison avec les deux autres extraits.

Les concentrations des extraits qui permettent la réduction de 50 % de fer sont calculées

et les résultats sont illustrés dans le tableau 4.

35



Chapitre 11-Résultats et discussion

Tableau 4 : Clsp (ug/ml) du test FRAP des différents extraits de C. cinerea.

Extrait Clsp (ug/ml)
Décoction 91,67+ 2,78
Infusion 135,90+ 5,82
Macération 60,04+ 1,56
Trolox 1271,45+ 64,62

Le tableau 4 montre que I’extrait obtenu par macération hydroéthanolique de la partie
aérienne de Cotula cinerea a la capacité réductrice de fer la plus élevée exprimée en Cls qui est
de I’ordre de 60,04+1,56 pg/ml.

Les préparations de Cotula cinerea obtenues par décoction et infusion ont des valeurs de
Clsp supérieures a celle de I’extrait hydroéthanolique et qui sont égale a 91,67+ 2,78 pg/ml et
135,90+ 5,82 pg/ml respectivement. Tous ces extraits présentent des pouvoirs réducteurs de fer

nettement supérieurs a ceux de Trolox (1271,45+ 64,62 ug/ml) (tableau 4).

Le test de corrélation réalisé entre I’activité anti-oxydante évaluée par le test FRAP et les
teneurs en différents composés phénoliques montre qu’il n’y a pas de corrélation significative

entre ces paramétres (annexe 10).

Le pouvoir réducteur de fer des extraits de la plante est probablement di a la présence de
groupements hydroxyle sur les cycles benzene des composés phénoliques qui peuvent servir
comme donneur d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des

réducteurs et inactivateurs des oxydants (Bougandoura & Bendimerad, 2012).

Les résultats de test de corrélation révelent que I’activité anti-oxydante des différents
extraits n’est pas attribuée a sa richesse en composés phénoliques. Celle-ci peut étre due a la
présence d’autres composées ayant la capacité de donner des électrons, tels que les terpénoides

(monoterpéne et sesqueterpene) (Mohammedi, 2006).
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c. Inhibition de blanchissement du p-caroténe

La capacité anti-oxydante des différents extraits de Cotula cinerea est évaluée et
comparée avec celle d'un antioxydant de référence BHT (butylhydroxytoluéne) et les résultats

sont présentés dans la figure 13.
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Figure 13: Pourcentage d’inhibition de blanchissement du B-carotene par différents extraits de
Cotula cinerea.

il ressort des résultats présentés dans la figure 13 que tous les extraits de Cotula cinerea
ont des pourcentages d'inhibitions de blanchissement du B-carotene allant de 61,78+6,58% pour
I’extrait obtenu infusion a 76,76+£7,61% pour I’extrait hydroéthanolique, mais ces pourcentages

sont inférieures a celui de standard utilisé (BHT) (80,12 + 7,88%).

Les valeurs de Clsp d’inhibition de blanchissement du B-caroténe exprimées en ug/ml, de
différents extraits de Cotula cinerea sont déterminées et les résultats sont regroupés dans le
Tableau 5.

37



Chapitre 11-Résultats et discussion

Tableau 5: Clso du test de blanchissement du -caroténe des différents extraits de Cotula cinerea

Extrait Clso (ng/ml)
Infusion 121,44+5,84
Décoction 92,24+6,48
Macération 32,56+4,00
BHT 31,50+2,80

Selon les résultats présentés dans le tableau 5, on constate que les différents extraits de
Cotula cinerea ont des Clso supérieures a celle obtenue avec le standard utilisé : le BHT
(31,50+2,80 pg/ml).

Les valeurs Clsg calculées nous a permis d’évaluer et comparer 1’efficacité des extraits,
plus la valeur est petite, plus 1’activité antioxydante a piéger les radicaux libres formés a partir de

I’oxydation d’acide linoléique est élevée (Belyagoubi , 2011).

Comme la faible valeur de Clso signifie la forte activité antioxydante, I'extrait de
hydroéthanolique obtenu par macération présente la meilleure activité inhibitrice de
blanchissement du f-carotene et proche a celle de BHT avec une valeur de 32,56 £ 4,00 (ug/ml)

Les extraits de décoction et infusion ont des pouvoirs inhibiteurs de blanchissement du

[B-caroténe tres faibles en comparaison avec l'antioxydante de référence BHT.

Statistiquement il n’y a pas de corrélation entre l'activité antioxydante et la teneur en
polyphénols totaux dans les trois extrait, mais il y a une corrélation négatif (-0.999) entre la
teneur en tanins et l'activité antioxydante pour la décoction; et une corrélation négatif entre la

teneur en acide phénols et l'activité antioxydante pour I'extrait hydroéthanolique (annexe 9).

Le blanchissement du B-caroténe est basé sur le transfert d’un atome d’hydrogéne de

I’antioxydante vers le radical alkoxyl (RO") ou peroxyl (ROO") (Gupta, 2015).

Les résultats obtenus ont montré ’efficacité de l'extrait hydroéthanolique de 1’espéce
étudiée dans D’inhibition de blanchissement du [B-caroténe en comparaison avec les autres

extraits.
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11.4.2 Evaluation de ’activité antibactérienne

L’évaluation est effectuée par deux méthodes : une qualitative basée sur la mesure du
diameétre de la zone d’inhibition en mm (méthode de diffusion sur milieu gélosé), et 1’autre
quantitative basée sur la recherche de la plus faible concentration (CMI :concentration minimale
inhibitrice), des extraits, qui inhibent la croissance microbienne (méthode de micro-dilution sur
milieu liquide), Cette valeur est définie comme étant la concentration minimale d’extrait qui

inhibe toute croissance visible aprés 24 heures d’incubation a 37°C.
11.4.2.1. Diffusion sur disque en milieu gélosé

La figure 14 représente ’activité inhibitrice de la croissance bactérienne des différents

extraits de Cotula cinerea sur les souches testées évaluant par la mesure de la zone d’inhibition

(mm).
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Figure 14: Diameétres des zones d’inhibition (mm) obtenus avec les différents extraits de Cotula

cinerea
Ces résultats font ressortir que
La gentamicine antibiotique & large spectre utilisée comme témoins positif présente du

diamétre d’inhibition élevée par rapport a nous extraits vis-a-vis a tous les souches testées
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tous les extraits présentent des capacités inhibitrices de la croissance microbienne plus

au moins intéressantes sur les trois souches testées.

Escherichia coli a montré une résistance aux différents extraits de lI'espece étudiée avec

des zones d’inhibition comprises entre 7 et § mm.

Les déférents extraits de Cotula cinerea inhibent la croissance de S. aureus avec des

diamétres de zones d’inhibition comprises entre 10 & 15 mm (Fig. 14).

P. aeruginosa a montré un résistance au extraits aqueux obtenus par décoction et infusion
avec des zones d'inhibition allant de 9 a 10mm, mais sensible a I'extrait hydroéthanolique avec

une zone d’inhibition dépassant 15 mm.

L’analyse de variance a montré que la nature de solvant et la souche bactérienne n'ont pas

des effets significatifs sur I’inhibition de la croissance bactérienne par différents solvants

(P>0,05).

Cette différence serait due au fait que la sensibilité d'un microorganisme a une extrait
dépend non seulement de l'extrait, mais aussi du microorganisme lui-méme et de

I'environnement ou se situe l'action (Boutalbi, 2014).

Nous n’avons pas trouvé des études effectuées sur 1’activité antimicrobienne des extraits

aqueux obtenus par décoction ou infusion de I'espéce Cotula cinerea.

Généralement, I'absence d'une zone d'inhibition ne signifie pas nécessairement
I’inactivité de I’échantillon testé, parfois certains produit diffusent plus lentement dans le milieu

de culture (Bensizerara et al., 2013).

L'étude de Benzauoui et Houari (2016) a signalée que I'extrait méthanolique de Cotula
cinerea montre une activité antibactérienne modérée avec des zones d'inhibition comprise entre 5

et 10 mm.
11.4.2.2. Concentration minimale inhibitrice CMI (méthode de micro-dilution)
Les valeurs de CMI sont déterminées pour les différents extraits de Cotula cinerea et les

résultats obtenus sont présentés dans la figure 15.

40



Chapitre 11-Résultats et discussion

35
8 30
g 25
=
@ 20
g _ |
£S5 5 mE.coli
EQ m S. aureus
5 10 _
g P.aeruginosa
% 5
e
8 0 T T 1
DC IF EtOH/H20 GENT
pg/ml
Souches bactérinnes testées

Figure 15 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) des différents extraits de Cotula cinerea

sur les déférentes souches testée
La figure 15 montre que

- La gentamicine montre une activité antibactérienne puissante vis-a-vis des souches
testées avec des CMI comprise entre 0,19 et 0,78ug/ml.

- l'extrait hydroéthanolique de Cotula cinerea présente la millieure concentration
minimale inhibitrice de la croissance avec une valeur de CMI=1,26x+ 0,45 mg/mi
suivie par CMI de I'extrait obtenu par décoction avec un CMI = 7,86 + 1,33 mg/ml, la
faible CMI est corresponde a I'extrait de I'infusion avec CMI = 8,91 + 1,89 mg/ml.

Les valeurs de CMI sont en parfait accord avec les diamétres des zones d’inhibition des

différents extraits de Cotula cinerea.

Les résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I'extrait hydroéthanolique

sur microplaque sont présentés dans la figure 16.
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Figure 16: Inhibition de la croissance d’E Coli, S. aureus, P. aeruginosa par différentes

concentrations de I'extrait hydroéthanolique de C. cinerea

Les résultats présentée dans la figure 16 montrent que I'extrait hydroéthanolique de
Cotula cinerea a des activités antimicrobiennes de degrés variables contre les différents
microorganismes testés La souche la plus sensible a I'extrait hydroéthanolique c'est S. aureus
avec une valeur de CMI de l'ordre de 0,93mg/ml suivie par la souche P.aeruginosa CMI
égalel.86 mg/ml , tandis que la souche E. coli présente moins sensible vers [I'extrait

hydroéthanolique avec une valeur de CMI1>29,8 mg/ml.

L’analyse de la variance a montré que la nature de solvant et la souche bactérienne n'ont

pas des effets significatifs sur 1’inhibition de la croissance bactérienne par différents solvants

(p>0,05).

La couleur rouge dans les puis qui précedent les puis de CMI des S. aureuse et P.
aeruginosa peut étre due au fait que les molécules antibactérienne ne sont actifs que si elle soit
isolée pour cela la dilution de l'extrait fait apparaitre leur effet ou bien peut étre due a une

contamination durant la manipulation.

Selon Lewis et Ausubel (2006), une molécule isolée a partir des plantes est considérée

comme antimicrobienne si elle inhibe la croissance des microorganismes pour des valeurs de
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CMI comprises entre 0,1 et 1 mg/ml. Pour les antibiotiques d'origine microbienne, les CMI qui

sont comprises entre 0,01 a 10 pg/ml sont suffisantes pour engendrer une activité inhibitrice.

Nous n’avons pas trouvé des études sur 1’activité antimicrobienne des extraits aqueux de

Cotula cinerea.

D’apres le travail de Bensizerara et al. (2013), I’extrait du n-butanol de Cotula cinerea a
été démontré une valeur de CMI égale 250ug/ml contre P. aeruginosa et S. aureus. L'étude de
Markouk et al. (1999) a indiqué que I'extrait d'acétate d'éthyle de Cotula cinerea collectée dans
la région de Zagora (Maroc) a présenté un effet antibactérien avec une concentration minimale
inhibitrice CMI de 200 pg/ml vis-a-vis P. aeruginosa tous ces resultats sont inférieure a notre

résultats.

D’apres ces résultats, on déduit que la méthode de préparation de I’extrait, la polarité de
solvant et I’origine de la plante ont une influence sur la nature des molécules extraites et par

conséquent sur leurs activités biologiques.

En conclusion, il est a noter que I’étude microbiologique a permis d’illustrer la
potentialité bioactive de la plante étudiée. En effet, il est possible d’utiliser des préparations a

base de cette plante pour soigner des maladies d’origines bactériennes.
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Conclusion

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a regu un grand intérét dans la
recherche biomédicale. Dans ce travail, on s’est intéressé a I’analyse phytochimique et a I’étude
des activités biologiques (antioxydante et antibactérienne) des différents extraits de Cotula
cinerea plante largement utilisé dans la région de Ghardaia , récoltée dans la région Zelfana —
oued M’Zab- Ghardaia

L’extraction des principes actifs a ¢été effectuée selon les modes traditionnels de
préparation des extraits décoction infusion, et la macération hydroéthanolique (80/20 (v/v) et
avec un rapport solide/liquide de 10/100 (p/v). ces méthodes d’extraction ont été appliqués sur le
matériel végétal de Cotula cinerea frais, par lesquelles on a ciblé les métabolites secondaire
précisément les composés phénoliques qui peuvent étre contenus dans ces plantes. Par ailleurs
les meilleurs rendements d'extraction de la plante fraiche sont ceux obtenus par Décoction avec
un taux de 13,90+0.36%.

La présente étude a porté sur I’espece C. cinerea. Elle a permis de mettre en évidence a
travers un criblage phytochimique la présence des tanins condenses et hydrolysable, des
flavonoides, des stérols et terpénoides, des stéroides, des saponines et des alcaloides ne sont

détectés que dans l'extrait hydroéthanolique.

Dans la premiére partie, la quantification par des méthodes spectrophotométriques nous a
permis de déterminer les teneurs en phénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu, en
flavonoides par le trichlorure d’aluminium .en les tannins par le test de la vanilline et acide
phénol par les réactif d’Arnov. Cotula cinerea caractérisée par sa richesse en polyphénols
totaux et la teneur la plus élevée en Flavonoides et tanins condencée dans I’extrait obtenu par
décoction qui sont respectivement de 28,51 + 2,46 mg EAG/g , 12,94+1,60 mg ER/g, 7.61 *
0,93mg EC /g.

La macération hydroéthanolique de cette espece présente la teneur la plus élevée en acide
phénols qui est égale 8741,12+ 372,96 pgEAC/g. Les teneurs en différents composés
phénoliques de Cotula cinerea lui confére des activités biologiques plus intéressantes telles

qu’activité antioxydante et antimicrobienne
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Afin d’évaluée I’activité anti-oxydante des extraits de Cotula cinerea en utilisant trois
méthodes chimiques : le piégeage du radical cation ABTSe+ et la réduction du fer FRAP et le
teste de B caroténe, nous avons constaté que les différents extraits présentent des activités
antioxydants intéressantes, La macération hydroéthanolique de Cotula cinerea est 1’extrait qui
présenté une 1’activité anti-oxydante la plus importante exprimée en pM ET/g pour tous tests
ABTS et FRAP, B carotene et Les trois extraits présentent des CI50 souvent supérieures a celles
des antioxydants standards (Trolox, BHT)et sont respectivement 4,52 +0,18 pg/ml 60,04+ 1,56
pg/ml 32,56+4,00 pg/ml.

L’activité antimicrobienne a été évaluée sur trois bactéries pathogénes humaines a savoir
. E. coli, P. aeruginosa et S. aureus par la méthode de diffusion sur disque et et par Micro-
dilution sur milieu liquide. Les résultats obtenus ont montré que l'extrait hydroéthanolique de
Cotula cinerea manifeste une activité antibactérienne contre un certain nombre de bactéries tel
que P. aeruginosa, S. aureus. la concentration minimale inhibitrice (CMI) est égal 1.26+
0.45mg/ml. alors que la seule souche qui résiste tous les extraits est E. coli .les éxtraits aqueuse

obtenus par décoction et infusion présentes une activité antibactérienne moins important.

L’ensemble de ces résultats obtenus in Vvitro ne constitue qu’une premicre étape dans la

recherche de substances de source naturelle biologiquement active.
A cet effet, nous pouvons suggérer les perspectives suivantes :

e Identifie caractériser et isoler les principes actifs responsables a ces propriétés
Pharmacologiques dans les plante
o Elargir les champs des activités antioxydantes et anti bactérienne in vitro et in vivo et réalise

d’autres tests biologiques : antitumorale, anticancereuse et anti-inflammatoire
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Annexes

Annexe 01 : Courbe d'étalonnage d'acide gallique.
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Annexe 02 : Courbe d’étalonnage de la rutine.
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Annexe 03 : Courbe d'étalonnage de la catéchine.
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Annexe 04 : Courbe d'étalonnage de l'acide caféique.
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Annexe 05 : Courbe d’étalonnage de Trolox pour le test a I’ABTS.
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Annexe 06 : Courbe d’étalonnage de Trolox pour le test FRAP.
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Annexe 07 : Courbe d’étalonnage de FeSO4 pour le test FRAP.

1,6

1.4

y=2,05x
R?=0,9977

0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Concentration de FeS04 (uM)

Annexe 08 :

Analyses statistiques

Corrélation entre les testes d'activité antioxydante et les teneurs en composes

phénoliques dans I'extrait de l'infusion

PPT I FLV I AcPh TCI ABTS | FRAP | Béta |
1

-0,608 1

0,982 -0,446 1

0,999 -0,570 0,990 1

0,498 0,386 0,653 0,538 1

0,600 0,271 0,741 0,637 0,993 1

-0,959 0,357 -0,995 -0,971 -0,724 -0,803 1
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Annexe 09: Corrélation entre les testes d'activité antioxydante et les teneurs en composés

phénoliques dans I'extrait de décoction

Matrice de corrélation (Pearson) :

Variables PPTD FLVD AcPhD TCD ABTSD FRAPD Béta D
PPT D 1
FLV D 0,725 1
AcPhD -0,622  -0,990 1
TCD 0,368 -0,373 0,499 1
ABTS D 0,379 -0,362 0,488 1,000 1
FRAP D 0,916 0,940 -0,884 -0,036 -0,024 1
Béta D -0,338 0,403 -0,526 -0,999 -0,999 0,068 1

Annexe 10 : Corrélation entre les testes d’activité antioxydante et les teneurs en composés

Matrice de corrélation (Pearson) :

phénoliques dans I'extrait hydroéthanolique

Variables PPTE FLVE AcPhE TCE ABTSE FRAPE Béta E
PPTE 1
FLV E -0,866 1
AcPhE 0,326 0,190 1
TCE 0,866 -0,500 0,755 1
ABTS E 0,772 -0,986 -0,349 0,351 1
FRAP E -0,108  -0,403 -0,975 -0,591 0,548 1
Béta E -0,283  -0,234 -0,999 -0,725 0,391 0,984 1
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