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 و ترتيب دون نيوغادر نالذي إلي كلماتي متصلھ لم نالذي جداً  ينالبعيد إلي
  مافتقدك انا..  نييالغال ووالدتي والدي# مإليك مُسبق موعد دون

جناتك فسيح واسكنھم ا)برار رحمة جميعا ارحمھما للھما   

الخاشب زيد محمد ليلئ او)دي ام الروح ماتو الصابرة زوجتي لئا  

ابودنيا عبدالملك جمانة عيني قرة ابنتي الئ  

  ابودنيا عبدالملك مجد المضئ شمعتي حبيبي الئ

  ابودنيا عبدالملك شھد حياتي الئ

  الطيبين رامالك واخواتي اخواني جميع الئ

  المتواضع العمل ھذا اھديكم
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 

Depuis toujours, les hommes ont utilisé leur environnement et en particulier 

les plantes, qui forment des sources riches en produits naturels pour soigner 

diverses maladies (Boubaker., 2012). Selon l’organisation mondiale de la 

santé (OMS), la médecine traditionnelle se définit comme l’ensemble de toutes 

les connaissances pratiques explicables ou non, pour diagnostiquer ou éliminer 

un déséquilibre physique et /ou mental en s’appuyant exclusivement sur 

l’expérience vécue et l’observation, et transmises de génération en génération 

(oralement ou par écrit) (Adjanohoun.,1979). Actuellement, l'OMS estime 

qu'environ 80% des habitants du monde ont recours à la médecine 

traditionnelle à base de plante en tant que soins de santé primaire (OMS., 

2012). Selon des  statistiques récentes, on estime que deux tiers des 

médicaments actuels ont une origine naturelle (Morel S., 2011), obtenus par 

hémi-synthèse, à partir d’un pharmacophore ou par modification des produits 

naturels, composés issus des biotechnologies, (Vaccins, composés d’origine 

végétale, microbiologique ou animale). Seul un tiers des médicaments 

commercialisés possède donc une origine purement synthétique (Verpoorte., 

2002), 60% environ des médicaments anticancéreux. D’autre part, 75% des 

composés utilisés pour les maladies infectieuses sont des produits naturels ou 

leurs dérivés synthétiques (Kilani-Jaziri S., 2011; Yangthong M., 2009).  

Les produits naturels étaient et restent toujours une source inépuisable de 

structures  chimiques complexes et diverses vu le rôle que peuvent jouer 

certains composés purs dans plusieurs domaines, à savoir l’industrie 

pharmaceutique, l’industrie alimentaire, l’industrie cosmétique et la 

parfumerie. Malheursement, certains domaines connaissent de vrais problèmes 

à cause de l’utilisation des produits industrialisés qui protègent contre 

l’oxydation. Il était alors recommandé de trouver des antioxydants naturels qui 

diminuent leur pouvoir oxydant. Ainsi, la recherche des composés  bioactives à 

partir des plantes devient une priorité obligatoire. Pour cette raison, plusieurs 

strategies s’imposent : une approche ethnopharmacologique qui consiste à 

utiliser le savoir des médecines traditionnelles, une approche chimio-

taxonomique qui s’intéresse à des taxons connus pour renfermer des 
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métabolites secondaires particuliers (composés phénoliques), ou encore un 

criblage systématique des espèces et/ou toute combinaison des techniques 

précédentes. Les plantes  médicinales en particulier représentent une immense 

source de composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoïdes, flavonols, 

tannins condensés). les extraits bruts, naturels de ces composés et l’isolament 

d’espèces chimique  à partir des plantes utilisées en médecine traditionnelle 

peuvent être des ressources prolifiques de nouveaux médicaments (Karmakar 

I, 2011).  

Notre travail de thèse s'inscrit dans ce contexte général, et a pour objectif 

d'étudier la composition phytochimique et la quantification des composés 

polyphénoliques  par CLHP-DAD-MS des extraits des  fleurs de C. arvensis (Ca). 

Le second objectif est d'évaluer les activités, antioxydante, antimicrobienne, 

anti-inflammatoire, cytotoxique et antidiabétique des extraits de C. arvensis.  

Ce manuscrit comporte trois parties. La première, est subdivisée en 2 chapitres 

présentant un rappel des principales données bibliographiques, une 

présentation botanique de la plante, sa classification phylogénique, ses 

métabolites secondaires, ses activités biologiques et pharmacologiques.  

La seconde partie couvre l’ensemble des travaux expérimentaux, en matière de 

méthodologie et procédure. La troisième partie décrit en premier lieu les 

résultats obtenus lors de ce travail de thèse, y compris les résultats de  

la préparation des extraits des fleurs et l'analyse phytochimique ; et en 

deuxième lieu la quantification des composés phénoliques par  CLHP-DAD-MS 

et les résultats des études de l’activité antioxydante, antimicrobienne, 

cytotoxique, anti-inflammatoire et antidiabétique.  
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CHAPITRE 1. PLANTES MÉDICINALES ET 

COMPOSÉS PHÉNOLIQUES 

1. Introduction 

La nature a été un champ de découverte et de manipulations pour l’être 

humain. L’histoire des peuples a montré que les plantes occupent une place 

importante dans les milieux de vie. Aujourd'hui, les traitements à base de plantes 

reviennent au premier plan, car l'efficacité des médicaments tels que les 

antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux infections 

graves) décroît.  

La phytothérapie, qui propose des remèdes naturels et bien acceptés par 

l'organisme, est souvent associée aux traitements classiques, spécialement dans le 

traitement des maladies chroniques, comme l'asthme ou l'arthrite. De plus, les 

effets secondaires induits par les médicaments inquiètent les utilisateurs, qui se 

tournent vers des soins moins agressifs pour l'organisme. On estime que 10           

à 20% des hospitalisations sont dues aux effets secondaires des médicaments 

issues de la synthèse. Une telle définition devrait inclure, d’après Sofowora 

(Sofowora, A. 2010), les cas suivants :  

- Plantes ou parties de plantes à usage médicinal dans des préparations 

galéniques (décoctions, infusions, etc.);  

- Plantes utilisées pour l’extraction des substances pures soit pour usage 

médicinal direct ou pour l’hémi-synthèse de composés médicinaux (par exemple 

hémi-synthèse des hormones sexuelles à partir de la diosgénine obtenue de 

tubercules de Dioscorea) ; 

- Aliments, épices et plantes de parfumerie à usage médicinal, comme le 

gingembre ; 

- Plantes microscopiques (champignons, actinomycètes) employées pour 

l’isolement de produits pharmaceutiques, en particulier d’antibiotiques. On peut 

citer l’ergot du seigle (Claviceps purpurea) ou Streptomyces griseus ; 

- Plantes à fibres (comme le coton, le lin, le jute) utilisées pour la préparation de 

pansements chirurgicaux. 

La phytothérapie est profonde, douce et respectueuse du corps ; tout cela est vrai, 

mais pourquoi ? 
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L’action de la plante selon Scimeca (Scimeca, D. 2006), est : 

� Pharmacologique et rationnelle, car c’est par la présence de molécules très 

complexes (les principes actifs) que la plante agit ; 

� Systémique et holistique, car une plante n’agit pas sur un seul organe ou une 

seule cellule mais sur un organisme entier ; 

� Globale par cette notion de totum qui est le terme propre à la phytothérapie 

pour indiquer que dans une plante, tout agit.  

La plante entière a toujours une action plus douce, plus large et plus profonde que 

la substance dite active isolée (Tétau ., 2005). 
 

2. Aperçu historique sur les plantes medicinales et aromatiques 

L’utilisation des arômes était également connue des civilisations de l’antiquité 

pour des usages religieux, cosmétiques mais aussi thérapeutiques (Lardry J-M.,  

2007). Ce sont les égyptiens, 3150-1085 avant Jésus-Christ (J-C), de l’époque 

pharaonique, qui furent les premiers à avoir recours aux plantes aromatiques 

pour embaumer les morts, avec notamment un mélange d’huiles essentielles 

comme l’huile de cèdre, de basilic (Franchomme P.,1990, Abrassart JL., 1997), 

et en utilisant des plantes aux propriétés antiseptiques connues comme le nard de 

l’Himalaya, la cannelle, le ciste, des produits de sécrétion aromatique comme 

l’encens ou la myrrhe (Couic-Marinier F.,2013). En Grèce antique, Hyppocrate 

indiquait les bains aromatiques dans le traitement des maladies de la femme.  

Dans les grandes épidémies, on faisait brûler de la lavande, sarriette, romarin et 

de l’hysope. En Inde, à l’âge d’or de la médecine ayurvédique coïncidant avec 

l’apogée du boudhisme (de 327 av. J-C. à 750 apr. J-C.), on conseillait couramment 

les plantes médicinales et aromatiques pour différentes indications : massages, 

bains, hygiène, (Lardry J-M, 2007, Roulier G., 1990). Au 1er siècle apr. J-C., 

apparut le traité intitulé « De materia medica » écrit par Dioscoride, médecin et 

grand voyageur, dressant l’inventaire de 519 espèces de plantes et qui servira de 

référence dans la société Romaine et Arabe. Les arabes ont ainsi poursuivi les 

recherches sur les plantes médicinales en devenant les premiers à mettre au point 

la distillation des plantes, permettant d’en extraire les huiles essentielles, il existe 

de cela plus de mille ans (Nogaret-Ehrhart A-S. 2008). Cependant, avec les 

progrès de la science, l’avènement de la pharmacologie, de chimie de synthèse 
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(l’aspirine, la pénicilline) et l’émergence de la médecine basée sur la preuve, 

l’usage des médicaments chimiques a pris son essor, et ce depuis la seconde 

guerre mondiale, tandis que la phytothérapie ainsi que l’aromathérapie ont perdu 

de leur intérêt. Récemment, depuis le début des années 2000, il existe un retour 

en force vers cette discipline alternative. En effet, la prise de conscience par les 

patients et le personnel médical d’une image de plus en plus défavorable des 

médicaments de synthèse suite à l’apparition des effets indésirables, d’une 

efficacité parfois insuffisante ou nulle, l’émergence de résistances bactériennes a 

renvoyé à nouveau vers l’usage de produits naturels à base de plantes 

médicinales qui semblent avoir de grands avantages. Ainsi, la phytothérapie 

médicale, aujourd’hui, creuse son chemin, se développe et se codifie. Des études 

scientifiques se multiplient prouvant de plus en plus l’efficacité thérapeutique des 

plantes, dont l’utilisation est plus réglementée selon des critères scientifiques et 

une démarche clinique rigoureuse pratiquée par des professionnels de la santé 

spécifiquement formés. 

3. De la plante au médicament 

De la plante entière ou partie de plante utilisée au départ, des extraits totaux ont 

été ensuite utilisé (obtenus par décoction, macération, infusion ou percolation 

avec différents solvants) liquides ou secs pour faciliter la prise et standardiser les 

traitements. Les recherches pharmacologiques et chimiques menées pour 

identifier les effets de ces extraits par  isolement les molécules actives ont 

permis la préparation, souvent par les apothicaires de l’époque, des mélanges de 

constituants actifs, puis à la purification et à la détermination de structures des 

composés les plus actifs qui ont été commercialisés sous forme purifiée 

(Figure 1). Ces molécules naturelles ont ensuite servi de modèles pour  

la synthèse ou l’hémi-synthèse de nouveaux médicaments plus spécifiques, plus 

actifs, présentant moins d’effets secondaires ou plus facilement brevetables. 

Parmi les médicaments les plus utiles en médecine et qui ont été isolés 

récemment de plantes, le paclitaxel (Taxol), médicament antitumoral isolé de 

l’écorce de l’if du pacifique (Taxus brevifolia), ainsi que l’artémisinine, 

antipaludique isolé d’une plante chinoise (Artemisia annua). 

De la molécule au médicament, les étapes sont nombreuses, les risques d’échec 

augmentent au fur et à mesure que l’on s’approche des derniers tests cliniques : 
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 à partir du principe actif qui constitue la découverte et qui pourra être breveté 

(durée de validité du brevet : 20 ans), les premiers tests d’affinité, de sélectivité 

et de toxicité, de la mise au point d’une synthèse industrielle efficace et 

reproductible aux tests précliniques puis cliniques, durent 10 à 15 ans. 

L’investissement nécessaire varie de 500 millions à 1 milliard d’euros, avec une 

probabilité d’échec proche de 95 à 99%.  
 

 

Figure 1 .De la plante au médicament. 
 

Ces difficultés techniques peuvent être surmontées par la mise en place de 

méthodes adaptées et de nouvelles stratégies de recherche. Parmi ces 

stratégies,se trouvent en particulier les « criblages intelligents» par exemple en 

utilisant des cibles résistantes aux antibiotiques connus pour éviter un « bruit de 

fond , l’intervention de la robotique par couplage des techniques de séparation 

par CLHP, d’analyse par spectrométrie de masse ou RMN et de criblage haut-

débit , la métabolomique, ou le développement d’outils biologiques comme la 

métagénomique, qui étudie les gènes et leur fonction dans des échantillons 

provenant directement de l’environnement, en particulier dans le cas de l’étude 

des micro-organismes du sol. Cette approche couplée à des techniques de 

criblage automatisé, permettrait de tester l’activité biologique de nombreux 

micro-organismes encore non étudiés.  
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Figure 2. Relations entre les principales classes de métabolites secondaires, sources de principes 

actifs  

 

Ce type d’outils et de stratégies permettent ainsi à la chimie des substances 

naturelles de s’inscrire clairement dans le cadre des sciences de pointe, 

ouvertes vers l’avenir. Les substances naturelles viennent du métabolisme 

secondaire.  

Les produits naturels constituent une banque de molécules caractérisées par 

des structures riches, complexes et fortement variées que les chimistes auraient 

bien du mal à les synthétiser dans les laboratoires. Les plantes synthétisent de 

nombreux composés appelés métabolites primaires qui sont indispensables à 

leur existence. Ceux-ci englobent des protéines, des lipides, des acides 

nucléiques et des hydrates de carbone qui sont généralement inoffensifs, sauf 

quelques rares protéines toxiques ou des hydrates de carbone immuno-

modulateurs, et qui sont par conséquent peu intéressants pour les études de 

l’activité médicinale des plantes. De plus, les plantes contiennent une grande 

variété de composés secondaires dont la fonction est loin de faire l’unanimité. 

Leurs rôles sont encore mal connus, mais il est clair qu’ils interviennent de 

manière interactive dans les relations entre la plante et son environnement : 

molécules servant à la défense contre des prédateurs ou des agents pathogènes, 

à la prédation, à l’adaptation de la plante à son environnement (ex : les 
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molécules piégeant les métaux lourds pour que la plante puisse pousser sur un 

terrain minier), à la communication, etc. Ils sont les éléments essentiels de la 

évolution des êtres vivants ce qui explique leur très grande diversité et leur 

intérêt particulier pour la recherche de nouveaux médicaments. Ils peuvent être 

classés en plusieurs grandes familles (Figure 2), dont les plus importantes en 

termes de nombre de structures connues sont les composés phénoliques 

(tanins, flavonoïdes), les composés azotés, avec en particulier les alcaloïdes, et 

les composés terpéniques. 

4. Composés phénoliques et activité biologique 
 

Les composés phénoliques constituent un des groupes les plus importants chez 

les végétaux, compte tenu des bénéfices considérables qu’elles permettent 

d’escompter, mais aussi des dangers que ces substances comportent pour la santé 

des hommes. Rappellant que, les très nombreuses variations chimiques simples 

(hydroxylations, méthylations, glycosylations, acétylations, etc.) autour des 

structures de base (exemples de l’acide caféique, du kaempférol ou de la 

quercétine) conduisent à une énorme diversité des composés phénoliques et en 

particulier des flavonoïdes  biologiques ;  

Les groupes principaux sont les flavanols, les flavones, les flavanones, les 

flavonols, les isoflavones et les anthocyanidines, de ces molécules et des plantes 

médicinales qui les accumulent peut varier fortement avec de petits changements 

structuraux qui entraînent souvent des modifications des interactions 

moléculaires avec l’eau, les protéines ou les lipides. Dans la plupart des cas, qu’il 

s’agisse de préparations brutes ou de fractions purifiées, l’action 

pharmacologique des composés phénoliques est associée à deux propriétés  d’une 

part, leur capacité à se lier aux protéines (propriété particulièrement marquée 

pour le groupe des tanins), ce qui peut conduire à l’inhibition d’activités 

enzymatiques (lipoxygénase, peroxydase, xanthine oxydase, glucosidase, 

galactosidase,) et d’autre part, leur caractère antioxydant qui permet de 

neutraliser les formes activées de l’oxygène ou les radicaux libres  

à caractère toxique issus de la peroxydation lipidique (Macheix et al., 2005).  

Les formes activées de l’oxygène sont pour la plupart des radicaux chimiques 

dérivés de l’oxygène, capables d’attaquer l’ADN, les enzymes, les protéines,  

les membranes cellulaires, etc. Ces attaques peuvent être responsables de 
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problèmes lors de la réplication de l’ADN entraînant mutations et cancers, de 

perturbations au sein des cellules qui peuvent conduire à leur mort, de la 

destruction des membranes cellulaires ; ceci peut mener au durcissement  

et à l’épaississement des artères mais aussi à des crises cardiaques, de la 

détérioration du collagène et donc à la rigidité des tissus (Leitao., 2011). 

 Il ne peut être question ici de rentrer dans le détail des multiples interventions 

des composés phénoliques dans la santé humaine. Il est indiqué dans le tableau 

1. Quelques points particulièrement importants ou qui sont actuellement en 

évolution rapide et qui présentent un grand intérêt pour la valorisation 

économique des composés phénoliques. 

Tableau 1. Quelques exemples de sources végétales riches en composés 
phénoliques (Macheix et al., 2005) 
Plantes Principales composées Activités biologiques principales 

Ginkgo 

(feuilles) 

Gingko biloba 
L. 

Flavonols: mono, di et triglycosides du 

kaempférol, de la quercétine et de 

l’isorhamnétine. Aglycones de flavonols 

et flavones 

Effet antioxydant  

Action neuroprotectrice  

Action positive sur la circulation 

cérébrale 

Soja (jeunes 

pousses) 

Glycine max 
L. 

Phytoestrogènes du groupe des 

isoflavonoïdes (génistéine, daidzéine et 

glycitéine et leurs dérivés glycosylés et 

acylés) 

Action anticancéreuse Troubles de la 

ménopause Diminution du cholestérol 

sanguin Protection contre les 

accidents cardiovasculaires 

Lin (graines) 

Linum sp. 

Phytoestrogènes du groupe des 

lignanes 

Action anticancéreuse 

Prévention des accidents coronariens 

Houblon 

(cônes 

floraux) 
Humulus 

lupulus L. 

Phytoestrogène : 8-prénylnaringénine 

Proanthocyanidines (dérivés de la 

catéchine, de l’épicatéchine, de 

l’épigallocatéchine) 

Action oestrogénique  

Effet antioxidant 

Pin maritime 

(écorce) 
Pinus 

maritima L. 

Proanthocyanidines à base de 

catéchine et d’épicatéchine 

Acides benzoiques et 

hydroxycinnamiques libres 

et glycosylés 

Effet antioxydant 

Anti-inflammatoire 

Inhibition de l’agrégation 

des plaquettes sanguines 

Raisin 

(pépins et 

vin) Vitis 

vinifera L. 

Catéchine, épicatéchine 

Proanthocyanidines oligomères 

Tannins condensés 

Effet antioxydant 

Protection contre les 

affections cardiovasculaires 

Raisin, vin 

rouge  

 
 

Resvératrol 

 

Diminution de l’agrégation 

des plaquettes sanguines 

Action anticancéreuse 

peltatum L  Podophyllotoxine (lignane) Action anticancéreuse et antivirale 

4.1. Activité antioxidydante 
 

 Le terme « antioxydant » a été formulé comme « une substance qui en faibles 

concentrations, en présence du substrat oxydable, ralentit ou empêche 

significativement l’oxydation des substrats matériels. Vansant (Vansant.G, 
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2004) définit les antioxydants comme substances capables de neutraliser ou de 

réduire les dommages causés par les radicaux libres dans l’organisme et 

permettent de maintenir au niveau de la cellule des concentrations non 

cytotoxiques de ROS.  

Les antioxydants sont des systèmes enzymatiques ou non-enzymatiques, 

endogènes ou exogènes. 

 Tableau 2. Principaux antioxydants non enzymatiques et sources 
alimentaires associées (Mohammedi Zohra ., 2012) 
Antioxydants Sources alimentaires 

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, 

chou, poivron 

Vitamine E huile de tournesol, de soja, de mais, 

beurre, oeufs, noix 

β-carotène Légumes et fruits 

Sélénium Poissons, oeufs, viandes, céréales, 

Volailles 

Zinc Viande, pain complet, légumes verts, 

huîtres, produits laitiers 

Flavonoïdes Fruits, légumes, thé vert 

Acides phénoliques Céréales complètes, baie, cerises 

Tannins Lentilles, thé, raisins 
 

La neutralisation des radicaux libres suit souvent le même principe : une 

molécule "vulnérable", par exemple un thiol, réduit le radical libre en une 

molécule neutre ou un ion stable (eau, anion hydroxyde). La molécule 

antioxydante devient alors un radical souvent plus stable, moins dangereux, 

qui peut être réduit par les enzymes ou protéines adaptées. Par exemple, les 

tocophérols (vitamine E) neutralisent des radicaux libres avant de se faire 

régénérer par des molécules d’ascorbate (vitamine C). Ces dernières sont ensuite 

réactivées grâce aux enzymes ascorbate réductases. Les polyphénols, 

alcaloïdes, flavonoides, tanin, phytates, Sélénium présents dans l’alimentation 

(tableau 2), 

Les glutarédoxines, thiorédoxines, polyamines, et surtout le tripeptide 

glutathion (endogènes) font tous partie de la famille des "éboueurs" 

antioxydants.  

Le glutathion (GSH) en particulier a un rôle très important dans la mesure où il 

peut réduire tous les radicaux oxygénés, mais également le peroxyde 

d’hydrogène. Le cytosol de la plupart des cellules en contient une concentration 

élevée (Halliwell., 1999). 
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4.2. Activité antimicrobienne 
 

Les plantes synthétisent plus de 100000 petites molécules dotées pour la 

plupart d’une activité antibiotique. En général, cette activité est inférieure à 

celle exercée par les antibiotiques d’origine microbienne (Tegos et al., 2002 ; 

Lewis et Ausubel., 2006). Les concentrations requises pour exercer une 

activité antimicrobienne sont donc plus élevées pour les molécules isolées des 

plantes que pour celles issues de bactéries et de champignons. En effet, une 

molécule phytochimique est considérée comme « antimicrobienne » si elle 

inhibe la croissance des micro-organismes pour des concentrations minimales 

inhibitrices (CMIs) comprises entre 100 µg/ml et 1000 µg/ml. Pour les 

antibiotiques d’origine microbienne, des CMIs, variant de 0.01 µg/ml à 10µg/ml, 

suffisent à générer une activité inhibitrice (Tegos et al., 2002).  

Le spectre d’action des antimicrobiens produits par les plantes est plus 

restreint que celui généré par les antibiotiques conventionnels. En effet, ces 

derniers possèdent une haute activité contre les bactéries à Gram positif, mais 

demeurent peu actifs contre les bactéries à Gram négatif et les levures 

(Lewis., 2006). L’une des rares exceptions concerne l’acide 3- farnesyl-2-

hydroxy benzoïque (Figure 3), isolé de la plante Piper multiplinervium.  

Ce composé démontre une activité antibactérienne avec des CMI comprises 

entre 6.25 µg/ml et 37.5 µg/ml contre Helicobacter pylori, E. coli et P. 

aeruginosa, qui demeurent, à l’heure actuelle, les bactéries à Gram négatif les 

plus difficiles à traiter cliniquement (Rüegg et al., 2006). 

 

Figure 3 .L’acide 3-farnésyl-2-hydroxy benzoïque (Gibbons., 2008) 
 
 

De nombreux autres antibactériens, démontrant une activité contre S. aureus et 

des variants résistants aux antibiotiques, ont été répertoriés dans la littérature 

(Gibbons., 2008). La xanthone, molécule géranylée, isolée de Garcinia 

cambodgiae, présente une haute activité anti-staphylococcique avec des CMIs 

comprises entre 0.3 µg/ml et 1.25 µg/ml (Linuma et al., 1998).  

L’hyperforine, produite à partir de l’hypericum perforatum, démontre une 

activité encore plus élevée avec des CMIs comprises entre 0.1 µg/ml et 1 µg/ml 
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contre des souches de S. aureus résistantes à la méthicilline et à la pénicilline 

(Schempp et al., 1999). Les plantes ont développé plusieurs stratégies pour 

contrôler les infections bactériennes. La synthèse d’un grand nombre de 

molécules faiblement actives, plutôt que de puissants antibiotiques, en fait 

partie. Elle semble d’ailleurs utilisée pour diminuer la pression sélective, qui 

favorise le développement des résistances. Toutefois, l’activité de ces 

antibactériens peut être potentialisée lorsqu’ils agissent en synergie avec 

d’autres molécules.  

La preuve on a été fournie par les interactions établies entre deux composés 

produits par les plantes Berberis sp. La berbérine et la 5’-

méthoxyhydnocarpine (5’-MHC) (Guinoiseau., 2010). Les structures de ceux-ci 

sont représentées dans la figure 4. 

 

Figure 4 .Structures chimiques de la berbérine (a) et de l’inhibiteur des pompes MFS, la 5’- 

méthoxyhydnocarpine (b), isolés de Berberis fremontii (Stermitz et al, 2000) 
 

La berbérine est un alcaloïde ayant pour cible cellulaire l’ADN (Amin et al, 

1969). Ce cation hydrophobe (Figure 4a) est aussi un substrat des pompes 

d’efflux exprimées à la surface membranaire. Le rejet de la berbérine, hors de 

la cellule, limite son accumulation intracellulaire et, en l’empêchant d’accéder 

à sa cible, diminue son activité antibactérienne. Pour compenser cette faible 

activité, les plantes Berberis sp. Synthétisent une flavonolignane, la 5’-MHC 

(Figure 4b), qui, en bloquant les pompes bactériennes d’efflux, potentialise les 

effets de la berbérine. La combinaison « 5’-MHC/berbérine » agit donc 

comme un puissant antibactérien (Guinoiseau, 2010). 

4.3. Activité anticancereuse 
 

Les plantes ont une longue histoire d'utilisation dans le traitement du cancer 

(Hartwell, 1992). Dans  son examen, Hartwell répertorie plus de 3000 espèces 

de plantes qui sont utilisées dans le traitement du cancer (Tableau 3). 

 La recherche des agents anticancéreux d'origine végétale a véritablement 
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commencé dans les années 1950 avec la découverte et le développement de  

la vinca-alcaloïde, la vinblastine et la vincristine, et l'isolement des 

podophyllotoxines cytotoxiques. En conséquence, le National Cancer Institute des 

États-Unis (NCI) a lancé un programme vaste de collecte des plantes en 1960, 

porté principalement dans les régions tempérées. Cela a conduit à la découverte 

de nombreux nouveaux chimiotypes montrant une gamme d'activités 

cytotoxiques (Cassady et Douros., 1980), y compris les taxanes et les 

camptothécines, mais leur développement sur les agents cliniquement actifs 

s'étend sur une période de 30 ans, depuis le début des années 1960 à 1990.  

Ce programme de collecte est arrêté en 1982, mais le développement de 

nouvelles technologies de contrôle a conduit à la reconnaissance des collections 

de plantes et d'autres organismes en 1986, avec une focalisation sur les régions 

tropicales et sub-tropicales du monde. 

1. L’herbimycine A et la génistéine : Ce sont les premières molécules qui ont 

montré in vitro une inhibition sélective de tyrosine kinase dans des lignées 

cellulaires BCR-ABL+ (Honma et al, 1990). 

2. La vincristine (Oncovin®) : C’est un alcaloïde extrait de la pervenche de 

Madagascar (Catharanthus roseus) (figure 5). Ce produit se fixe sur les dimères 

de tubuline libre et empêche leur polymérisation en microtubules. Il est utilisé en 

association dans le traitement des leucémies aigues lymphoblastiques 

(Bohannon et al., 1963). 

HerbimycinA

Vincristine

Génistéine

 

Figure 5 .Produis naturels dans le traitement des leucémies (Bohannon et al., 1963). 
 

3. Le flavopiridol : Le traitement combinant l’imatinib au flavopiridol augmente 

le dommage mitochondrial, active les caspases et l’apoptose dans les lignées 

cellulaires de LMC mais pas dans les lignées leucémiques BCR-ABL négatives. 

Une étude clinique de phase I sur des leucémies BCR-ABL+, a montré que la 

combinaison imatinib/flavopiridol était tolérable et responsable de quatre 

réponses objectives, y compris deux réponses hématologiques complètes (Melo 

et al., 2009). 
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Tableau 3: Médicament anticancéreux dérivés des plantes médicinales 

Médicament 
 

Principe 
Actif 

Source Mécanisme 
d’action 

Indications 

 

Taxotere 

 

 

Docetaxel 

 

Taxus baccata 

 

Inhibiteur de 

la tubuline 

Le cancer du sein, nonpetit 

cancer du poumon, 

le cancer de la prostate 

métastatique, 

l'adénocarcinome 

gastrique avancé, tête 

épidermoïde localement 

avancé et le cancer du 

col (Vaishampayan, U., 1999) 

Taxol  

 

Paclitaxel Taxus brevifola Inhibiteur de 

la β sous-

unité de 

tubuline 

Cancer du poumon, de 

l'ovaire, sein, cancer de 

la tête et du cou, sarcome 

de Kaposi, resténose 

(Vaishampayan, U., 1999) 

Velban  

 

Vinblastine Catharanthusroseus Inhibiteur de 

la 

Tubuline 

Lymphome Hodgkinien 

et non hodgkinien, 

cancer des testicules, 

cancer du sein, mycosis 

fongoïde, sarcome de 

Kaposi, l'histiocytose, 

Choriocarcinome (Leveque, D. and 

Jehl, F.,2004) 

Vincasar 

PFS 

 

Vincristine Catharanthusroseus Inhibiteur de 

la 

Tubuline 

Leucémie, Hodgkin et le lymphome 

non hodgkinien de, la tumeur de 

Wilm, le neuroblastome, le 

rhabdomyosarcome (Zhou, M. L., 

Shao, J. R., 2009) 

Hycamtin 

 

Topotecan Camptotheca 
acuminata 

Nothapodytesfoetida 

Un inhibiteur 

de La 
topoisomérase 

Cancer ovarien, bronchique à petites 

cellules, cancer du col utérin  

(Lorence, A. and Nessler, C. L., 

2007) 

Etopophos, 
VePesid  

 

Irinotecan 

(Camptothe 

cin-11) 

Camptotheca 

acuminata 

Nothapodytesfoetida 

Un inhibiteur 

de 

La 

topoisomérase 

Carcinome métastatique 

du côlon ou du rectum  

(Canel, C., Moraes, R. M., Dayan, F. 

E., 2007) 

 

4.4. Activité anti-inflammatoire 

Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) sont largement utilisés pour le 

traitement de la douleur, de l'inflammation, la polyarthrite rhumatoïde et 

l'arthrose. Leur commune toxicité et le risque accru d’ulcération gastro-

intestinale, de perforation et hémorragie limitent leur utilisation. L'enzyme cyclo-

oxygénase (COX) catalyse la biotransformation de l'acide arachidonique en 

prostaglandine G2. L’acide arachidonique sert de précurseur pour la synthèse des 

prostaglandines, prostacyclines et thromboxanes qui sont collectivement appelés 

prostanoïdes. L'activité de l'enzyme cyclo-oxygénase est le site d'action des AINS. 

Cependant, l'inhibition de biosynthèse des prostanoïdes est associée à des effets 

secondaires tels que l'ulcération et l'altération des fonctions rénales. Les dégâts 
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gastro-intestinaux des AINS sont généralement attribués à deux facteurs, à savoir 

une irritation locale par le groupement acide carboxylique commun à la plupart 

des AINS (effet topique), et diminution de la protection des tissus par  

les prostaglandines.   

Actuellement le principal objetif de la recherche est de découvrir des agents, qui 

inhibent collectivement la COX-2 inductible avec peu ou pas d’effet sur la COX-1. 

Les plantes sont une source importante de produits naturels biologiquement 

actifs et sont considérées comme une avenue prometteuse pour la découverte de 

nouveaux médicaments grâce à leur disponibilité et coût relativement faible 

(Simões et al. 2004 ; Rimbach et al., 2009). Le développement des 

médicaments, à base de plantes standardisés dont l'efficacité et la sécurité 

d'utilisation éprouvée, est une alternative importante pour généraliser la 

médication et offrir de nouvelles options thérapeutiques (Balunas et al. 2005 

;Sousa et al., 2010). Plusieurs plantes prouvent leur activité anti-inflammatoire, 

tels que: Zingiber officinale, Urtica dioica, Nerium oleander , Harpagophytum procumbens 

et Oenothera biennis utilisées en médecine traditionnelle (Sousa et al. 2010 ; 

Marzouk et al. 2009) (Tableau 4) . Par conséquent, des extraits ou des PA isolés 

à partir des produits naturels semblent être une stratégie prometteuse pour le 

développement des médicaments anti-inflammatoires et à la recherche d'une 

meilleure qualité thérapeutique pour le patient (Potterat et al. 2008).  

Des études in vitro et in vivo ont permis de montrer que les polyphénols de 

certaines plantes pouvaient agir sur les activités enzymatiques du métabolisme 

de l’acide arachidonique. 
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Tableau 4. Exemples de plantes médicinales douées d’activité anti-
inflammatoire (Barnes, 1998) 

Nom scientifique Famille Partie 

utilisée 

Nom commun Utilisation 

Zingiber officinale Zingiberaceae Rhizome Gingembre arthrose, 

Helleborus 

orientalis 

Ranunculaceae Racines Lenten-rose Oedemes, douleurs 
rhumatismales 

Urtica dioica Urticaceae Feuilles, 

Racines 

Ortie Rhinite allergique, eczéma 

goutte, douleurs  

rhumatismales Laurocerasus 

officinalis R. 

Rosaceae Feuilles Laurier Fièvre, 

Curcuma longa Zingiberaceae Rhizome Curcuma Douleurs rhumatismales, 

lupus systémique, psoriasis, 

infections rénales 

Nerium oleander 

L. 

Apocynaceae Fleures Laurier rose Douleurs, maux de tête 

Harpagophytum 

procumbens 

Pédaliacées Tubercule Griffe du diable Arthrose,  lombalgie,  

neuvralgie, maux de tête, 
fièvre Rhododendron 

ponticum L. 

Ericaceae Feuilles Rhododendron 

pontique 

Oedèmes, états grippaux, mal 

de dents 
Juglans regia L. Juglandaceae Feuilles, 

fruits 

Noyer commun Douleurs   rhumatismales,   

fièvre, eczéma. Malaria 

Oenothera biennis Onagraceae Graines Onagre 

bisannuelle 

Douleurs  rhumatismales, 

 

4.5. Activité antidiabétique 

Pour pallier aux effets secondaires des traitements antidiabétiques, les 

recherches scientifiques portent sur 1123 plantes utilisées traditionnellement 

contre le diabète (Raccah, 2004). La minorité étudiée concerne les plantes 

suivantes : Momordica charantia, Catharanthus roseus, Trigonella foenum-

greacum, Allium cepa, Allium sativum, et autres (Al-Achi, 2005). Les guanidines 

furent extraits la première fois à partir de Galega officinalis, qui constituent une 

source naturelle pour la semi-synthèse des Biguanides les moins toxiques que les 

guanidines (Dey lucey et al., 2002). D’autres composés végétaux montrent une 

activité biologique (tableau 5) 
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Tableau 5. Composés végétaux à vertus antidiabétiques 
  

Composé 

 

 

Nature 

chimique 

 

Source 
 

Mécanisme d’action possible 

Polypeptide  Polypeptide Momordica 

charantia 

Insulinomimétique administré par voie 

sous cutanée chez des diabétiques de 

type1 (Marles and Farnsworth., 1995). 

Charantine Hétéroside 

stéroidique 

Momordica 

charantia (Dey 

lucey et al., 2002) 

Momordica foetida 
(Marles and 

Farnsworth., 

1995) 

*Mécanisme d’action exacte reste 

inconnu. Des études ont rapporté que: 

*Le jus de M. charantia peut améliorer la 

tolérance au glucose chez les diabétiques 

de type 2 (Welihinda et al., 1986). 

*L’extrait aqueux de M. charantia diminue 

la glycémie post prandial avec une 

réduction du taux de l’hémoglobine 

glycosylée (Srivastava et al., 1993). 

* Il augmente l’utilisation hépatique du 

glucose et inhibe la néoglucogenèse, il 

réprime l’insulinorésistance en 

augmentant le taux des transporteurs 

membranaires de glucose (Al-Achi,. 2005) 

Ginsenosides 
 

Hétéroside 

stéroidique 

Panax ginseng * La plante provoque une augmentation 

du nombre des transporteurs de glucose 

* Stimulation de la synthèse de 

l’insuline (Al-Achi., 2005). 

Trigonelline  Alcaloide Trigonella 

foenumgreacum 
(Marles and 

Farnsworth, 1995 ; 

Dey lucey et al., 2002) 

Les extraits bruts ont montré les effets 

suivants : 

* Diminution de la glycémie post prandial. 

* Diminution du taux de glucagon, 

somatostatine, insuline, cholestérol total 

et des triglycérides 

*Augmentation du taux d’HDLCholestérol 
(Ribes et al., 1984). 

* Resensibilisation des cellules à 

l’action de l’insuline ( Al-Achi., 2005) 
 

Les complications du diabète sont fortement liées à certain nombre de facteurs. 

A coté de l’hyperglycémie chronique et la glycosylation non enzymatique des 

protéines, un facteur très important impliqué dans la genèse de ces 

complications est le stress oxydatif (Guerci et al, 2001 ; Punitha et al., 

2005). En effet, le métabolisme cellulaire normal de l’oxygène produit de 

manière continue de faibles quantités d’espèces oxygénées activées dont font 

partie les radicaux libres (O2, H2O2, le peroxyde d’hydrogène et l’oxygène 

singulet). Le patient diabétique présente une surproduction des ROS d’une part 

et d’autre part, une diminution des antioxydants, ce qui génère un état de stress 

oxydatif à l’origine des micro et des macros angiopathies (Pincemail et al., 

1999 ; Huang et al., 2002). 

Généralement, tous ces agents antidiabétiques causent différents effets 

secondaires qui varient selon la classe et la génération du médicament. 
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Précisément, les sulfamides, insulinosécrétagogues, provoquent un état 

d'hypoglycémie. Cet effet est considéré comme principal à coté de 

l'hyponatrémie, l'hépatite, les atteintes hématologiques, l'éventuelle réaction 

dermatologique ainsi qu'un gain de poids dû à l'hyperinsulinémie (Marles and 

Farnsworth, 1994 ; Marles and Farnsworth, 1995 ; Dey lucey et al., 

2002). Suite à leurs effets secondaires néfastes, certains Biguanides, inhibiteurs 

de la néoglucogénèse et l’absorption intestinale du glucose, sont éliminés du 

marché. La metformine, le biguanide le plus commercialisé dans le monde, n'est 

plus disponible qu’aux USA car il provoque une acidose lactique, une fatigue, des 

nausées et une toxicité rénale (Dey lucey et al., 2002). L'acarbose (C25H43 No 

18), un médicament de la classe des inhibiteurs des alpha-glucosidases présente 

divers effets secondaires, comme les gaz, le ballonnement et la diarrhée (Marles 

and Farnsworth, 1995 ; Dey lucey et al.,2002). 
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CHAPITRE 2. CALENDULA ARVENSIS 

1. Données botaniques 

 a .  Famille d’astéracée 

Les astéracée (anciennement appelées Compositae) sont une famille cosmopolite 

comprenant plus de 1500 genres et plus de 25 000 espèces décrites dont 750 

endémiques (suivant les sources), distribuées principalement dans les zones 

tempérées du globe. C’est l’une des familles les plus importantes des 

angiospermes, la seconde en importance derrière celle des orchidaceae. 

Cette famille présente des caractères morphologiques divers: végétaux à port 

extrêmement varié constitués d’arbustes et parfois d’arbrisseaux. Généralement, 

ce sont des herbes annuelles ou bisannuelles, plus ou moins pérennes. Ils 

possèdent des lianes herbacées grimpantes ou rampantes. Les feuilles très 

polymorphes petites sont sans stipules, alternes ou opposées et en rosettes.  

Elles sont simples, entières ou dentelées et parfois divisées en plusieurs 

segments plus ou moins grands. En revanche, cette famille est très homogène au 

niveau de ses inflorescences et très caractéristique : le capitule. Les fleurs  

serrées les unes à côté des autres, sans pédoncules, placées sur l’extrémité 

élargie d’un rameau ou d’une tige et entourées d’une structure formée par des 

bractées florales appelée involucre. Le fruit est un akène généralement surmonté 

d’un pappus provenant du calice après la fécondation. Son rôle est de favoriser la 

dispersion des graines par le vent (anémochoorrie) (Barkely et al., 2006). 

b. Le genre  Calendula  

Calendula est un genre d'environ 20 espèces de plantes herbacées annuelles ou 

vivaces de la famille des Astéracées, originaires de la région méditerranéenne et 

de Macaronesie. Feuilles alternes, Capitules hétérogames, radies. Fleurs 

hermaphrodites généralement stériles. Bractées de l'involucre sur 1-2 rangs. 

Receptacle nu. Anthères aigues ou acuminées à la base mais non caudées. Fleurs 

hermaphrodites stériles à style entier ou un peu bilobé; celui des fertiles a 2 

branches tronquées et poilues au sommet. Akènes de forme variable mais sans 

aigrette. Un seul genre local: Calendula L (Quezel P, Santa S., 1963). 
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c. Historique 

Les propriétés thérapeutiques du Calendula sont connues depuis longtemps.  

Au XII Siècle, Hildegarde de Bingen l'utilisait contre la teigne du cuir chevelu,  

Albert le grand recommande son usage comme cicatrisant, contre les troubles de 

l'intestin, les piqûres d'insectes et de serpents. Au  XVI siècle en Italie, le médecin 

recommande son emploi pour faire un collyre soignant les maux des yeux. 

d. Quelques espèces de Calendula   

Quelques  espèces  de  Calendula  étant bien définie dans le tableau 6 suivant : 

Tableau 6 : Les espèces connues  de Calendula 

Espèces Synonyme(s) 

C. aegyptiaca C. subinermis 

C. gracilis 

C. Cristal-galli 

C. malvaecarpa 

C. echinata 

C. platycarpa 

C. malvaecarpa 

C. arvensis C. parvijlora 

C. stellata 

C. sicula 
C. monardi C. undulata 

C. officinalis 

C. tomentosa C. incana 

C. Suffruticosa C. stellata 
 

e. Aspect  pharmacologique 

Calendula est une plante très utilisée dans le domaine pharmacologique, vu les 

bienfaits que la plante procure à l’organisme en cas de maladie. En effet, les 

propriétés de la plante sont très diverses, et sont citées ci-dessous : 

a. Anti-inflammatoire 
 

En effet, c'est le faradiol qui en est en grande partie responsable. Ce dernier,  en 

étant seul est le plus actif, il possède en équimolaire le même effet que 

l’indométacine ou l’ibuprofène (Hamburger M., 2003). Bien que le faradiol-3-

myristique, le faradiol-3-palmitique et le psi-taraxasterol  ne soient pas 

néanmoins dépourvus d'activité anti-inflammatoire, leur  activité ont été testées 

sur les deux principales enzymes du système pro-inflammatoire la cyclo-

oxygénase et la lipo oxygénase  (HeroldA., 2003). 
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b. Anti-tumoral 
Les extraits de Calendula sont cytotoxiques et antigénotoxiques. Une nouvelle 

technique d'extraction LACE (laser activated calendula extrait) montre que in 

vitro une inhibition de la croissance cellulaire par arrêt du cycle et par activation 

de l’apoptose (Jimenez-Medina E., 2006). 

c.  Immun-modulateur 
Calendula à la capacité de stimuler le système immunitaire, il est clair qu'il existe 

à la fois suppression de l'inflammation et de l'infiltration des lymphocytes. En 

2000, la capacité significative de stimuler la prolifération en  présence de CMH 

complexe a été mise en évidence (Amirghofran Z, 2000). 

d. VIH 

L'extrait organique à un effet potentiel sur le VIH. De plus, cet extrait 

provoque une réduction de l'activité de la transcription inverse (TI) 

(KalvatchevZ, 1997). 

e. Anti-œdémateux 
Le faradiol du calendula  à un effet  anti-œdémateuses (Zitterl-Eglseer K., 

1997)  

f. Anti-oxydant 

Les flavonoïdes et triterpènoides dans la partie butanolique possède une action 

significative comme épurateur de radicaux libres et antioxydant (Cordova 

C.A.,2002). Les extraits aqueux et hydroalcooliques du calendula sont 

capables d'éliminer complètement les radicaux libres du système de Fenton 

ainsi que d'autres systèmes oxydatifs avec la même efficacité que le BHA 

synthétique (antioxygène) (Gordana S. Ćetkovi., 2004). 

2. Monographie de C.arvensis  

On a axé notre travail sur l’étude phytochimique, biologique et pharmacologique 

de C.arvensis (Astéracée). Le choix de cette espèce a été guidé par son usage dans 

la pharmacopée traditionnelle et par les études chimiques répertoriées dans la 

littérature. On propose avant de présenter nos résultats de donner une revue de 

la littérature des travaux antérieurs effectués sur cette plante. 

 

 

 

 



1ère partie :                                                                                        Chapitre 2. Calendula arvensis 

24 

 

a. Caractéristiques de l’espèce de C. arvensis 

Calendula, du latin « Kalenda », signifie « le premier jour du mois » dans le 

Calendrier romain, C.arvensis (souci des champs) est une plante annuelle 

compatible avec les astéracées (Heyn et Joel, 1983), car elle peut être en 

floraison au début de la plupart des mois de l’année. (Rignanese et al., 1763),  

Elle est souvent finement arachnoïde-floculeuse, dressée ou diffuse, 

habituellement très ramifiée. Généralement d’une hauteur de (15-25cm), quant 

aux feuilles, elles font une taille de (3-8 x 0,4-1,4 cm) avec pubescentes finement 

floculeuses, longues ou étroitement ovales à marges sorbetières ou obscurément 

denticulées. Les fleurs forment des capitules d'un diamètre variant de 3 à 10 cm, 

souvent, elles sont toutes ligulées, c'est-à-dire qu'elles n'ont pas de "coeur" 

démarqué comme pour la marguerite. La couleur de la fleur peut être de diverses 

teintes allant du jaune pâle à l'orange foncé (Figure 6). Les fleurs s'ouvrent et se 

ferment avec le soleil. La floraison de sa part dure de nombreuses semaines et 

persiste jusqu’aux gelées. Le fruit est un akène en forme de bateau et à surface 

rugueuse. Les tiges sont couchées ascendantes à poils raides ou glanduleux.  

La graine à l’intérieur est d'un jaune pâle, de forme irrégulière allant de la vrille 

(Figure 7). 

 
 

 Figure 6 . Aspect morphologique de C.arvensis 



1ère partie :                                                                                        Chapitre 2. Calendula arvensis 

25 

 

 

            Figure 7 .Différentes parties de C.arvensis  (Abbès Tanji, 1996) 
 

 
 

       Figure 8 . Morphologie de C. arvensis akènes. A, Rostrate; B, Cymbiforme; C, Annula. 

 

Les akènes sont seulement produits par les fleurs ligulées et présentent un 

polymorphisme complexe lié à la position des fleurs dans le capitule. Il existe 

trois types distincts d'akènes (Figure 8), Occasionnellement, des formes 

intermédiaires peuvent apparaître. Dans le verticille externe, les akènes incurvés 

à bec étroit et à nombreuses épines dorsales (akènes rostrés, ci-après dénommés 

akènes), alternent avec des akènes larges et cymbiformes (akènes cymbiformes, 

ci-après dénommés akènes). Les autres verticilles sous-périphériques des fleurs 

ligulées produisent des akènes vermiculés ou annulaires à dos tuberculé ou 

rugueux (akènes annulaires, ci-après dénommés A akènes). Tous les akènes 

manquent d'aigrettes (Heyn et Joel, 1983); (Heyn., 1988).  

Suggère que les akènes périphériques (akènes B et C) peuvent être adaptés à  

la dispersion à longue distance. Les racines dorsales des Racines facilitent  

la dispersion par les animaux (exozoochory) et les ailes dans les akènes 

permettent la dispersion par le vent (anémochorie). Les a kènes manquent d'un 

véhicule de dispersion et sont adaptés aux akènes de dispersion à courte portée. 
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Les akènes utilisés pour comparer le caractère des fruits, la germination et la 

croissance des semis ont été recueillis dans les trois sites de la population 

naturelle au printemps précédent, combinés ensemble et stockés à la 

température du laboratoire.  

Trois mille akènes de chaque type ont été utilisés en 2 ans (1500 akènes chaque 

année), les akènes ont été obtenus à partir de capitules récoltés en deux à trois 

visites par an aux trois sites utilisés dans l'étude. Des capitules matures (environ 

500 capitules par an) ont été recueillis, un par plante, dans des plantes choisies 

au hasard. Des observations phrénologiques de la germination, de la floraison, de 

la fructification et de la dispersion des akènes ont été effectuées sur la population 

naturelle. 

b. Taxonomie (Linnaeus et al., 1763) 

  

La classification de C.arvensis étant bien définie est résumée dans le  

tableau 7 suivant : 

Tableau 7: Taxonomie de  C.arvensis 

Règne Plantae 
Embranchement Magnoliophyta 
Sous Embranchement Spermatophytes 
Classe Dicotylédones 
Ordre Asterales 
Famille Astéracée 
Genre Calendula 
Espèce Calendula arvensis 

Nom en classique Arabe ةــيَّــــلــــقــَـــلحـــْـوة انـــحـلا ،
يــِلـــْقــحــْلــوُن ايذ ْر\ا  

Nom en Arabe Marocain ـــــرةمــــَّـجـــلا  
Autre nom Français Le gauchefer 

 
 
 

c. Répartition géographique 
 

Cette plante est originaire de la région de la méditerranée, quoique l'espèce est 

répandue au niveau de plusieurs zones géographiques à travers le monde 

(figure 9A), on la rencontre au niveau de tous les pays de l’Afrique du Nord 

(Maroc, Algérie, Tunisie, Libye et Egypte), le Moyen-Orient (Palestine, Jordanie, 

Liban, Syrie, Iran, Irak, Afghanistan) et l'Europe (Portugal, Espagne, France, 

Italie, Allemagne, Suisse, Grèce, Chypre, Roumanie, Hongrie, et l’Ukraine), 

l’espèce est même présente dans quelques pays du Caucase.  

En effet, l’espèce est tellement présente, que, par exemple, en Italie, l’espèce 
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pousse dans toute la péninsule (à l'exception du Val d'Aoste et le Trentin).  

Elle est abondante dans tout le Maroc sauf le Sahara (Abbès Tanji., 1996) 

(figure 9 B).  Elle pousse sur les prairies ensoleillées, mais aussi sur les bords de 

routes et les zones cultivées, d’une altitude de 0 à 1400 mètres. 

 

Figure 9 A. Répartition géographique de C.arvensis dans le monde et 9B.dans le Maroc. 

 
 

d. Aspects phytochimiques 
 

De nombreuses enquêtes ont démontré que des extraits des parties aériennes de 

C.arvensis sont riches en glycosides sesquiterpéniques (d'après leurs squelettes 

alloaromadendarien, eudesmane et cubebane) (De Tommasi et al., 1990, 

Ahmed et al., 1993) et les saponines triterpénoïdes (par exemple 

l'arvensoside A et B) (Chemli et al., 1987, Pizza et De Tommasi, 1987, 

Kirmizibekmez et al 2006). Dans l’autre littérature montré que l'huile de  

C. arvensis est riche en sesquiterpènes et les composants principaux des 

composés sesquiterpéniques étaient le δ cadinène (15,1%) et l'α-cadinol 

(12,4%). Par  rapport des principaux constituants de l'huile essentielle de  C. 

Micrantha étaient (E) -β-caryophyllène, α-gurjunène, α-pinène, aromadendrène, 

guaiol et formiate de benzyle. Cadinane ou muquelones muurolane étaient les 

principaux composants dans les floraux volatiles de C. officinalis. Généralement,  

la comparaison de nos données avec la littérature ont montré que les principaux 

constituants de la composition chimique des huiles de C. arvensis étudiées étaient 

sesquiterpènes (30,5% et 23,4%) et monoterpène composés (26,3% et 24,3%) et 

nettement différent des espèces de Calendula connues (Marczal et al., 1987; 

Chalchat et al., 1991; Radulescu et al., 2000; Crabas et al., 2003; 

Gazim et al., 2007, 2008; Okoh et al., 2007, 2008). 

La comparaison des contens d'huile essentielle de  C. arvensis  avec le littérature , 

-β-ocimène, γ-terpinène, néo-allo-ocimène,7-épi-silphiperfol-5-ène,β-elemene,E-

caryophyllène, α- guaïne, β-sélinène, viridiflorène, α-sélinène, α-cuprénène,  
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δ-amorphène, 2-norpinène, viridiflorol, (Z) -sesquilavandulol,α-acérénol, épi-α-

muurolol, α-muurolol, tétraméthyl-2-hexadécén-1-ol et hexahydrofarnésyl 

acétone. La différence de la composition des huiles pourraient être attribuées à la 

source géographique, le temps de collecte de la plante et le climat spécifique. 

e.  ctraditionnelle 

C.arvensis a des propriétés très similaires à celles de C. officinalis et trouve des 

emplois similaires en médecine traditionnelle à base de plantes (en 

phytothérapie), notamment en application cutanée comme adoucissant (après 

une piqûre, une brûlure). Les fleurs possèdent des propriétés dépuratives anti 

spasmodique et stimulante ; sa tisane agit pour atténuer les spasmes gastriques et 

intestinaux ; quant aux feuilles leur sucs calme les vomissements et les 

ulcérations internes et elles sont utilisées aussi pour effacer les verrues, les 

durillons et les corrs (Khalid A, Khalida et al., 2010). Elle est actuellement 

utilisée en phytothérapie, on trouve différentes préparations sur le marché, 

notamment les pommades pour les bébés, huile de massage, crème protectrice 

pour le visage et des savons. A l’issue de cette recherche bibliographique, il est à 

révéler aisément que les flavonoïdes et les sesquiterpènes lactones constituent 

principalement la majorité des métabolites secondaires que renferme cette 

plante. Ces composés possèdent des activités biologiques intéressantes qui sont 

tout à fait typiques des plantes de la famille des astéracée en générale. 

Dans ce contexte,on propose : 

� Extraction des constituants des fleurs de C. arvensis selon la téchnique 

d’extraction continue par  soxhlet et par macération dans l’eau. 

� Etude phytochimique : 

- Etudier la composition phytochimique et la quantification des flavonoides et 

polyphénoliques contenus dans les fleurs. 

- Identifier les composés phénoliques présents dans les extraits méthanolique et 

aqueux par CLHP-DAD-MS. 

� Evaluation des activités biologiques (in vitro) : activités, antioxydante, 

antimicrobienne et cytotoxique. 

� Evaluation des activités pharmacologiques : activités, anti-inflammatoire (in 

vivo), antidiabétique (in vitro). 
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partie :                                                                                            Matériels et méthodes 

1. Récolte et préparation de la drogue végétale 

Dans l’objectif d’augmenter les chances d’isoler de nouvelles molécules et/ou de 

nouvelles voies d’application thérapeutiques (ou cosmétiques), il est plus 

judicieux de choisir une espèce qui a été peu ou pas étudiée jusque-là. 

Cependant, le scientifique Averti pourra également faire des découvertes dignes 

d'intérêt en investiguant une plante largement étudiée sous un nouveau angle: 

autre organe ou extrait, technique analytique nouvelle, cible biologique 

différente, etc. Dans les deux cas, une recherche de la littérature approfondie 

devra précéder le début des processus d'extraction. Pour le présent travail, en 

tenant compte de tous ces critères, on a sélectionné des fleurs de C.arvensis 

plante médicinale d’origine du Maroc de la famille d’Asteraceae ayant un fort 

potentiel d’activité du fait de leurs usages traditionnels largement répandus. 

On a récolté la plante entière de C.arvensis de Sidi El Abid de la région de Rabat, 

(Figure 10) sous l’assistance du Professeur Taleb Mohammed Al Sghir 

Enseignant-Chercheur à l’institut Scientifique de Rabat pendant la journée du 

28/3/2014 à 17 heures 30 minutes et par la suite, on a procédé comme ci- 

dessous : 

Séchage : Réalisé à l’ombre dans un endroit sec et aéré, pendant 7 jours jusqu’à 

dessiccation complète des parties utilisées de la plante séchée. 

Broyage : Effectué à l’aide d’un broyeur classique jusqu’à l’obtention d’une 

poudre grossière. 

Tamisage : Réalisé à l’aide d’un tamis ordinaire jusqu’à l’obtention d’une poudre 

fine et homogène. 

 

Figure 10 .Récolte de C.arvensis 
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2. Extraction 

2.1. Préparation des extraits bruts par percolation Soxhlet 

Il s’agit d’une extraction continue solide-liquide. L’extracteur soxhlet permet 

d’extraire des constituants contenus dans des solides de toutes tailles par des 

solvants organiques. On met 200 g de poudre dans une cartouche en cellulose, on 

place cette  derniére dans un soxhlet lié à son tour à un ballon contenant une 

quantité suffisante de solvant organique (hexane, méthanol) et surmonté d’un 

réfrigérant. A l’aide d’un chauffe ballon,  et on porte le solvant à ébullition 

permettant par la suite l’extraction continue des constituants contenus dans la 

poudre. 

Tableau 8. Procédure expérimentale d’une extraction par soxhlet. 

Procédure expérimentale 

Masse initiale (g) 200 200 

Type de solvant Héxane Méthanol 

Quantité des solvants (L) 0 ,7 Litre 0,7 Litre 

Chauffage Chauffe ballon plaque chauffant 

Durée totale de 

l’extraction (min) 

    245 245 

 Séparation Evaporation des solvants par un rota 

vapeur 

 

Dès que le niveau de solvant est à la hauteur du coude 2 (figure 11A).  

Le réservoir se vide automatiquement, l’extrait est récupéré dans le ballon et les 

extraits obtenus sont concentrés à l’aide de l’évaporateur rotatif sous pression 

réduite (figure 11 B). Les conditions expérimentales utilisées lors de l’extraction 

par les solvants organiques sont regroupées dans le tableau 8. 
 

 

       Figure 11 . A) Appariel Soxhlet.                                            B) Rotavapor. 
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- Calcul du rendement  
 

Le rendement total est exprimé par la relation suivante : 

 R (%) =     Masse de l’extrait          X 100 

                       Masse initiale   

Pour l’extrait N-héxanique: R (%) = 20.44 /200 * 100 = 10 .22% 

Pour l’extrait Méthanolique : R (%) = 40.87 /200 * 100 = 20.5% 

2.2. Extraction par macération dans l’eau 

L’extraction par macération dans l’eau a été réalisée selon la méthode décrite ci-

dessous :  

200 grammes des fleurs de C.arvensis en poudre sont macérés dans 2 litres d’eau 

distillée pendant 5 heures, le mélange est agité vigoureusement à l’aide d’un 

agitateur magnétique. Puis ils subissent une double filtration sur coton 

hydrophile et sur papier filtre (figure 12). Le filtrat obtenu est concentré à l’aide 

d’un évaporateur rotatif sous pression réduite (tableau 9). 

Tableau 9. Procédure expérimentale d’une extraction par macération dans 

l’eau 

Procédure expérimentale 

Masse initiale (g) 200 

Type de solvant L’eau 

Durée totale de l’extraction (min) 3oo 

Séparation Evaporation de l’eau  par un rota vapeur 

 
 

 

• Calcul du Rendement  

Le rendement total est exprimé par la relation suivante :  

 R (%) =     Masse de l’extrait          X 100 

                         Masse initiale   

               Pour l’extrait aqueux: R (%) = 40.57 /200 * 100 = 20.3% 
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Figure 12 .Extraction par macération dans l’eau. 

3. Analyse phytochimique 

3.1. Screening phytochimique 
 

Des tests en tube sont réalisés sur les poudres végétales afin de déterminer de 

manière préliminaire la nature des différents constituants contenus  dans la 

plante étudiée. Il s’agit d’une analyse qualitative basée sur des réactions de 

coloration et/ou de précipitation ainsi qu’à des examens en lumière ultraviolette.  

Le tableau 10 représente les différents groupes chimiques recherchés et les 

réactifs spécifiques utilisés. La présence des principales classes phytochimiques 

est classée comme suit. 

Tableau 10. Réactifs spécifiques et réactions de caractérisation du criblage 

phytochimique 

Groupes 

chimiques 

Réactifs et résultats positifs 

Alcaloïdes - Mayer (Iodomercurate de potassium) →	précipité	blanc	jaunâtre 

- Dragendorff (iodobismuthate de potassium) →	précipité	rouge	orangé 

Flavonoïdes - Réaction à la cyanidine →	coloration	orangée,	rouge	ou	violette 

Tanins - FeCl3 →	coloration	bleu-foncée, verte ou noire 

Coumarines - NH4OH (25%) →	�luorescence	sous	lumière UV 

Dérivés 

quinoniques 

Bornträger (réaction entre cycles quinoniques en milieu NH4OH) →	

coloration rouge violacée 

Stéroïdes et 

Terpènes 

- Liebermann-Burchard (anhydride acétique-H2SO4) →	 coloration	 violette	

bleue ouverte 

Saponosides - Détermination de l’indice de mousse (IM*): test positif si IM >100 
 

IM est le degré de dilution d’un décocté aqueux de la drogue végétale qui, dans les conditions déterminées, donne une 

mousse persistante +: présence certaine +/-: présence incertaine - : absence 

3.2. Analyses quantitatives 

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux et des flavonoïdes des 

différents extraits sont déterminées à partir des équations de la régression 

linéaire des courbes d’étalonnage et exprimées en mg équivalent par g de  

la matière végétale sèche. La raison principale pour le choix de ces substances 
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réside dans le fait que la majorité des activités biologiques et pharmacologiques 

des fleurs de C.arvensis leur sont attribués.  

a. Dosage des flavonoïdes (FL) 

a. Principe  
 

La teneur en flavonoïdes des extraits bruts a été déterminée selon la méthode 

au trichlorure d’aluminium décrite par Barros et al (Barros et al., 2011).  

Le principe de la méthode est basé sur l’oxydation des flavonoïdes par le 

trichlorure d'aluminium et la soude, entraînant ainsi la formation d’un complexe 

rose qui absorbe à 510 nm. 

b. Methode  
 

Une prise de 500 µl d’extrait convenablement dilué est mise dans un tube en 

présence de 2 ml d’eau distillée additionnée de 150 µl d’une solution de 

nitrite de sodium (NaNO2, 5%). Après 6 mn d’incubation à température 

ambiante, 150 µl d’une solution fraîchement préparée de chlorure d’aluminium 

(AlCl3, 10%) sont ajoutés au mélange. On apporte à ce dernier 2 ml d’une 

solution de soude (NaOH, 4%) après 6 mn de repos, puis on ajuste le volume 

final à 5 ml avec de l’eau distillée. L’intensité de la couleur rose est mesurée à 

510 nm après 15 min d’incubation. Une gamme étalon à base de rutine est 

également préparée dans les mêmes conditions. 

b. Dosage des polyphénoliques totaux (PPT) 

a. Principe  
 

 

La teneur en polyphénols totaux des extraits bruts a été déterminée au moyen du 

réactif de Folin-Ciocalteu suivant la méthode décrite par  Lister et Wilson  

(Lister et Wilson., 2001). Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide 

phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12O40). 

Les deux acides sont réduits, lors de l’oxydation des phénols, en mélange 

d’oxydes bleus de tungstène (W8O23) et de molybdène (Mo8O23) (Ribéreau-

Gayon et al, 1968). L’intensité de cette couleur renseigne sur le contenu en 

polyphénols totaux dans le mélange.  

b. Methode 
  

Une prise de 100 µl d’extrait convenablement dilué est mise dans un tube en 

présence de 750 µl du réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois dilué). Après agitation 

vigoureuse et repos du mélange pendant 5 mn à 22°C, 750 µl d’une solution de 
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carbonate de sodium (Na2CO3) à 7,5% sont ajoutés. L’absorbance, par référence à 

une gamme étalon obtenue avec l’acide gallique, est mesurée à 725 nm après  

90 min d’incubation. Les résultats sont exprimés en termes d’équivalents d’acide 

gallique par gramme d’extrait. 

4-Chromatographie liquide à haute performance couplée 

à la spectrométrie de masse (CLHP-DAD-MS) 

D’une manière générale, la CLHP, fait intervenir une phase stationnaire solide 

constituée de particules fines et une phase mobile liquide, reste une technique 

populaire et efficacité dù à leur reproductibilité et à  ses diverses possibilités de 

couplages avec d’autres instruments et  systèmes de détection (Figure 12).  

4.1. Appareillage 

La chromatographie liquide à haute performance (CLHP) avec un système de 

détection de barrette à diodes couplée à la spectroscopie de masse (HPLC-DAD-

MS) est constituée d'une pompe binaire (G1312A, Agilent 1100) d'un 

échantillonneur automatique (G1330B) couplé à un détecteur UV / Visible  

à diodes et un Spectromètre de masse équipé d'une source d'ioniseur par 

électrospray (MS; ESI-; Micromass Quattro Micro; Waters, Milford, MA, USA).  

La séparation par CLHP en phase inverse a été effectuée à l'aide d'une colonne 

zorbax C18 Zorbax (100mm x 2.1mmx 1.7µm). 

Le spectromètre de masse a fonctionné en mode ion négatif avec les paramètres 

suivants: tension capillaire, 3,0 kV; Tension de cône, 20 V; l'extracteur, 2 V.  

La température de la source était de 100 °C, la température de désolubilisation 

était de 350 °C, le débit de gaz conique était de 30 L/h, et le débit de distillation 

était de 350 L / h.  

4.2. Conditions opératoires 

Les extraits de la plante C.arvensis ont été étudié afin d’identifier et quantifier 

leurs  composés phénoliques (figure 13). La phase mobile est constituée d’un 

mélange binaire de solvants A (acétonitrile à 0,1 % d’acide formique) et B (l’eau 

distillé à 0,1 % d’acide formique). L’échantillon est dissout dans le méthanol et 

filtré à travers un filtre millipore 0,2 µm. La séparation a été réalisée à 

température ambiante sous un débit de 0,5 mL/min avec un gradient de solvants 

programmé selon le tableau 11.  
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Tableau 11. Programme (temps, débit et gradient de solvant) utilisé en 
CLHP analytique pour l’injection de nos extraits ainsi que pour les témoins. 

Temps (min)  A% B % Débit 

0 90% 10% 0.5mL/min 

0-18 30% 70% 0.5mL/min 

18-20 30% 70% 0.5mL/min 

20-23 30% 70% 0.5mL/min 

23-25 90% 10% 0.5mL/min 

25-30 90% 10% 0.5mL/min 
 

Le volume de l’injection est de 10µl. Les pics sont examinés à 280 nm et 330 nm 

et identifiés grace à la comparaison de leurs temps de rétention avec ceux des 

témoins purs. Une gamme de 18 standards a été utilisée composée d’acide 

phénolique et de flavonoïde. 

 

Figure 13 . Appareil  CLHP-DAD-MS. 

5. Potentiel antioxydante  

Beaucoup de tests sont utilisés pour évaluer l’activité antioxydante des extraits. 

La plupart de ces tests sont basés sur la coloration ou la décoloration d’un réactif 

dans le milieu réactionnel. Notre étude est basée sur quatre tests: Le test DPPH, 

FRAP, ABTS et Inhibition du blanchiment du β-carotène. Des modifications ont 

été, cependant, apportées afin de les optimiser et de les adapter à notre étude. 
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5.1. Activité anti-radicalire par DPPH 

a. Principe  

L’effet anti-radicalaire des différents extraits vis-à-vis du radical DPPH° est basé 

sur la méthode décrite par Huang (Huang et al, 2002), en y apportant quelques 

modifications. Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des 

antioxydants à piéger le radical DPPH° (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil).  

Ce dernier de couleur violette se réduit en 2.2-diphényl -1- picryl hydrazine de 

couleur jaune en capant un atome d’hydrogène.  

b. Méthode 

Dans des tubes, on introduit 2,5 ml des différentes concentrations de chaque 

extrait et 0.5 ml de la solution méthanolique de DPPH (0.2 mM DPPH, dissous 

dans le méthanol) fraîchement préparée. 

Les mélanges sont vigoureusement agités au vortex et mis en obscurité à 

température ambiante pendant 30 minutes. Après agitation au vortex, la lecture 

est  effectuée par la mesure de l’absorbance à une longueur d’onde de 517 nm. 

L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée en CI50,  Ce paramètre est 

défini comme étant la concentration de l’antioxydant qui cause la perte de 50% 

de l'activité de DPPH. 

Les valeurs des CI50 moyennes ont été calculées par les régressions linéaires des 

trois essais séparés où l'abscisse est représentée par la concentration des 

extraits testés et l'ordonnée par le pourcentage de réduction (PR) du radical 

DPPH, ce dernier  est calculé par la formule suivante : 

I% =  Abs contrôle négatif – Abs Échantillon    X 100 
Abs contrôle négatif 

I% : pourcentage de l’activité antiradicalaire (AAR%) 

Abs contrôle négatif : Absorbance du contrôle négatif 

Abs de l’échantillon : Absorbance de l’échantillon  

Le contrôle négatif est composé de la solution de DPPH dans le méthanol seul, et 

le contrôle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard le 
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BHT, avec des concentrations de 0,48 à 1000  μg/ml. En outre, les valeurs des 

CI50 ont été déterminées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 6. 

5.2. Test de pouvoir réducteur du fer (FRAP) 

a. Principe  

Le test de la réduction du fer est considéré comme un test direct et rapide est 

utilisé pour mesurer le pouvoir des antioxydants non enzymatiques. Le test de 

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) est effectué selon la méthode décrite 

par Oyaizu (Oyaizu., 1986).  

Cette méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe3+ présent dans le 

complexe ferrocyanure de potassium en Fe2+, la réaction est révélée par le virage 

de couleur jaune du fer ferrique (Fe3+) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe2+), 

l’intensité de cette coloration est mesuré par spectrophotométrie à 700 nm.  

Une augmentation de l’absorbance correspond à une augmentation du pouvoir 

réducteur des extraits testés (Doukani Koula et al., 2014). 

b. Méthode  

1 ml de chaque extrait (1 mg/ml)  a été mélangé avec 2.5 ml de la solution 

tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de  la solution aqueuse du 

ferricyanure de potassium (K3FeCN6) à 1% (m/v). Les solutions ont été secouées 

immédiatement et bien mélangées, puis ils ont été incubés dans un bain-marie à 

50°C pendant 20 min. Ensuite, 2,5 ml d’acide trichloracétique à 10% est 

additionné au mélange réactionnel. Le tout est centrifugé à 3000 tours pendant 

10 min. A la fin, 2.5 ml du surnageant  a été mélangé avec 2.5 ml d’eau distillée et 

0,5 ml d’une solution aqueuse de chlorure ferrique FeCl3 à 0,1%.  

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide ascorbique par 

gramme d’extrait en utilisant l’équation de la courbe d’étalonnage de l’acide 

ascorbique de concentration égale à  50, 100, 150, 200, 250, 300 μg/ml : 

 Y = 0.005 x +0.163 ; R=0,997. Les absorbances ont été mesurées à la longueur 

d’onde 700 nm. 
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5.3. Capacité  antioxydante équivalente de trolox (TEAC) 

a. Principe 

Le test TEAC (Trolox Equivalent Antioxydant Capacity) ou test de décoloration 

de l’ABTS°+ est effectué selon la méthode décrite par Tuberoso (Tuberoso & al., 

2010), ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant à stabiliser le radical 

cationique ABTS°+, sel d’ammonium de l’acide 2,2’-azinobis-(3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) de coloration bleu-verte en le transformant 

en ABTS+ incolore, par piégeage d’un proton de l’antioxydant. Une comparaison 

est faite avec la capacité du Trolox (analogue structural hydrosoluble de la 

vitamine E) à capturer ABTS°+. La décroissance de l’absorbance causée par 

l’antioxydant reflète la capacité de capture du radical libre. La capacité 

antioxydante, exprimée en équivalent Trolox (TEAC), correspond donc à la 

concentration de Trolox ayant la même activité que la substance à tester.  

Le radical ABTS°+ se forme par arrachement d’un électron e- à un atome d’azote 

de l’ABTS. En présence de Trolox (ou d’antioxydant donneur de H+), le radicale 

d’azote concerné piège un H+, conduisant à l’ABT+, ce qui entraîne la 

décoloration de la solution.  

b. Méthode  

Le radical  cationique ABTS°+ a été produit par la réaction entre 10 ml d'ABTS    

(2 mM) dans H2O et 100 μl de persulfate de potassium (70 mM). Le mélange a été 

mis en incubation à l'obscurité pendant 16 h à température ambiante.  

La solution d'ABTS°+ a été ensuite diluée avec le méthanol pour obtenir une 

absorbance de 0,70 à 734 nm. 200 μl de chaque extrait à une concentration de  

1 mg/ml ont été mélangés avec 2 ml de la solution d'ABTS°+ diluée,  et laisser 

réagir pendant 1 min. L’absorbance du radical ABTS°+ est mesurée à 734 nm. 

Tous les échantillons ont été réalisés en triplicat. Les résultats sont exprimés en 

milligramme d’équivalent de Trolox par gramme d’extrait en utilisant l’équation 

de la courbe d’étalonnage de Trolox (0.48, 0.95, 1.42, 1.90, 2.85, 3.80,  

4.76 μg/ml) Y = -0,09982 x +0,5394 ; R= -0,9934. 
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5.4. Inhibition du blanchiment du β-carotène 

a. Principe 

Dans ce test, l’oxydation de l’acide linoléique génère des radicaux peroxydes 

suite à l’abstraction des atomes d’hydrogènes à partir du groupement méthylène 

diallylique de l’acide linoléique (Kaur et Kapoor, 2002). Ces radicaux libres 

vont par la suite oxyder le β- carotène hautement insaturé qui perd ses doubles 

liaisons entraînant ainsi la disparition de sa couleur rouge qui est suivie 

spectrophotométriquement à 490 nm. Cependant la présence d’un antioxydant 

pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de l’acide linoléique, et donc 

prévenir l’oxydation et le blanchissement du β-carotène (Yanishilieva et 

Marinova, 1995 ; Yang et al., 2008).  

b. Méthode 

La méthode décrite par Koleva (Koleva et al. 2002) a été employée avec une 

légère modification. Une émulsion β-carotène/acide linoléique est préparée par 

solubilisation de 2 mg de β- carotène dans 20 ml de chloroforme. 4 ml de cette 

solution sont mises dans un ballon avec 40 mg d’acide linoléique et 400 mg de 

Tween 40. Après évaporation du chloroforme (40°C), 100 ml d’eau distillée aérée 

sont ajoutés. L’émulsion résultante est vigoureusement agitée. Des aliquotes de 

10 µl d’extrait à différentes concentrations sont placées dans une plaque à 96 

puits en présence de 150 µl d’émulsion. Deux témoins (positif où l’échantillon est 

remplacé par l’antioxydant des extraits et négatif sans antioxydant) ont été aussi 

préparés avec la même procédure. Les microplaques sont alors mises en 

incubation à 50°C pendant 120 min et l’absorbance est mesurée (t = 0 et t = 120 

min) à 490 nm grâce à un lecteur de microplaques. Le pourcentage d’inhibition 

(PI) est obtenu comme suit : 

PI % = AE – AC120          X 100 
AC0 – AC120 

AE : absorbance de l’extrait à t = 120 min 

AC120 : absorbance du contrôle (témoin négatif) à t = 120 min  

AC0 : absorbance du contrôle (témoin négatif) à t = 0 min Cette activité est 

également exprimée en CI50. 
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6. Potentiel antimicrobien des plantes 

Dans cette partie, on  recherche des composés antimicrobiens présents dans les 

extraits de C.arvensis connus pour leurs  propriétés thérapeutiques. 

6.1. Microorganismes utilisés pour l'étude de l’activité antimicrobienne 

L’activité antimicrobienne des extraits a été évaluée sur 22 souches bactériennes 

pures et 6 souches fongiques. Les souches bactériennes et fongiques proviennent 

du Laboratoire de Microbiologie de l'Institut National d'Hygiène (INH) à Rabat. 

a. Bactéries à Gram positif 

• Rhodococcuss equi 

C’est une bactérie gram positif, bacille ou un court bacille, intracellulaire 

facultative, capsulée (le matériel capsulaire est synthétisé en grande quantité à 

tel point qu’il peut tomber dans le couvercle d’une boîte de Pétri lors de 

l’incubation), Elle est présente dans le sol et dans les fèces de nombreuses 

espèces animales (bovins, chats, chèvres, chevaux, chiens, daims, lapins, 

moutons, opossums, pigeons, poules, porcs.). Rhodococcus equi est un pathogène 

opportuniste pour de nombreuses espèces animales (notamment pour le cheval) 

et pour l’homme, dont les formes cliniques sont variées : pneumonies aiguës, 

caractérisée par une grande détresse respiratoire et mortelle en quelques jours; 

abcès de l'intestin accompagnés d'une ulcération des nœuds lymphatiques ; 

entérites avec diarrhées, souvent mortelle (Bellks et al., 1998). 

• Staphylococcus aureus MDR 

Staphylococcus aureus dit staphylocoque doré est l'espèce la plus pathogène du 

genre Staphylococcus. Cette bactérie est très répandue chez l’homme et dans de 

nombreuses espèces animales. Chez l’homme, environ un tiers des sujets sont 

des porteurs sains qui hébergent la bactérie au niveau des muqueuses 

(principalement les fosses nasales) et des zones sous cutanées humides (périnée, 

aisselles). La transmission interhumaine s’opère généralement par contact direct 

(main portage). Elle peut aussi être indirecte par les vêtements, la literie, ou les 

aliments. Staphylococcus aureus peut causer des infections urinaires (Freney J., 

2007). 
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• Staphylococcus aureus SARM 

L’introduction en 1961 des pénicillines semi-synthétiques résistantes aux 

pénicillinases fut suivie de l’émergence de souches de Staphylococcus aureus 

résistante à la méthicilline (SARM). Cette résistante s’étend aux autres 

pénicillines résistantes aux pénicillinases et à toutes les autres β-lactamines.  

La proportion de SARM en milieu hospitalier atteignait en 1990 en France 30 à 

40%, l’un des taux les plus élevés d’Europe. Ces souches étaient multi résistantes 

aux antibiotiques (aminosides, macrolides, fluoroquinolones). Depuis 1990, 

plusieurs cas d’infections communautaires à SARM ont été décrits en Australie, 

au Canada, en France, et aux Etats-Unis (Leclerc H., 1995). 

• Streptococcus 

Les Streptocoques sont des cellules ovoïdes, sphériques ou quelquefois allongées 

en fuseaux, se divisent sur un seul plan pour former des paires ou des chaînettes. 

Ce sont des anaérobies aérotolérantes c'est-à-dire incapables d'utiliser l'oxygène 

mais se multiplient en sa présence, se cultivent bien dans une atmosphère 

contenant du CO2. Les espèces de ce groupe, peuvent être responsables 

d'infections de gravité variable. Le pyogènes est un hôte inconstant du rhino-

pharynx des individus en bonne santé et peut déterminer des infections aiguës, 

de la sphère ORL (angines érythémateuses, scarlatine, rhinites, sinusites, otites), 

de la peau et des muqueuses (érysipèle, impétigo, pyodermite),des complications 

non suppurées (rhumatisme articulaire aigu, glomérulonéphrite aiguë) (Leclerc 

H., 1995). 

• Streptococcus agalactiae  

Cette bactérie est un pathogène responsable des méningites, pneumonie, 

conjonctivite, otite chez le nouveau-né et le jeune enfant. Cette espèce est aussi 

responsable des infections urogénitales chez la femme. 

b. Bactéries à Gram négatif 

• Pseudomonas  

Ce genre appartient à la famille des Pseudomonadaceae. Les bactéries de cette 

famille sont des bâtonnets, mobiles par cils polaires, aérobies strictes. Les 

Pseudomonas se cultivent facilement sur milieux usuels, en aérobiose, à la 

température de 30°C, certaines espèces comme P. aeruginosa sont capables à 

41°C et même 43°C, d’etre utilisé pour le diagnostic. La production d'un pigment 
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est assez commune dans ce genre. Certaines du genre Pseudomonas sont connues 

par leur caractère pathogène opportuniste. P. aeruginosa, est un germe ubiquiste 

communément rencontré dans le sol et plus encore dans les eaux, capable de se 

multiplier à 41°C contrairement à P. fluorescens et P. putida. Fréquemment isolé 

sur la peau et les muqueuses de l'homme ou de l'animal, il est aussi 

particulièrement résistant aux antibiotiques et même aux antiseptiques. En 

milieu hospitalier, il est à l'origine de surinfections et de suppurations locales ou 

profondes, isolé essentiellement chez des patients présentant une 

immunodéficience locale ou générale (brûlés, cancéreux, etc.) et très 

fréquemment impliqué dans les infections nosocomiales (infections pulmonaires, 

cutanée). De même qu'il est phytopathogène avec beaucoup d'autres espèces du 

même genre (Leclerc H., 1995). 

• Acinetobacter  

Les Acinetobacter appartiennent à la famille des Neisseriaceae, ce sont des 

bacilles à gram négatif, souvent coccoïdes, aérobies stricts, et habituellement 

résistants à la pénicilline. Elles ont un caractère ubiquiste, présentes 

naturellement dans le sol et les eaux, possédant des capacités de dégradation 

voisines de celles des Pseudomonas, et par conséquent, ont un rôle important 

dans les processus de minéralisation (eaux) ou d'altération (aliments). Elles 

colonisent la flore cutanée des patients hospitalisés, et sont fréquemment 

rencontrées dans les infections nosocomiales chez les malades 

immunodéprimés: septicémies, des méningites, des endocardites, des abcès du 

cerveau, pneumonies, l’espèce de A .baumanii est très reconnue par sa résistance 

aux antibiotiques (Leclerc H., 1995). 

• Salmonella 

Les bactéries du genre Salmonella forment une seule espèce, qui est subdivisée 

en 6 sous espèces, chaque sous espèce est divisée en sérotypes caractérisés par 

une formule antigénique spécifique. Les sérotypes peuvent être subdivisés à leur 

tour en biotypes (caractères biochimiques). Certaines Salmonella sont 

strictement adaptées à l'homme comme: S. typhi, S. paratyphi (A, B et C),  

S. sendaii, responsables de la fièvre typhoïde et paratyphoïde humaine, et ne 

manifestent pas de pouvoir pathogène en dehors de l'espèce humaine, pour cette 

raison en l’appel "salmonelles majeures". D’autres stéréotypes, dits "salmonelles 
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mineures" des toxi-infections alimentaires comme S. enteritidis et S. 

typhimurinum (Berche P., 1989). Qui peuvent déterminer des infections chez de 

nombreuses espèces animales Un manque d'hygiène est très souvent à l'origine 

de la transmission. 

• Proteus 

Ces bactéries sont caractérisées par leur grande mobilité, et sont 

vraisemblablement d'origine tellurique. Certaines espèces d'intérêt médical  

tels que P. mirabilis, P. rettgeri, Morganella morganii (ancien Proteus morganii), 

peuvent induire des infections des voies urinaires (dans 60% des cas d'infections 

urinaires), des infections cutanées (surinfections des plaies chirurgicales, 

brûlures), des infections des voies respiratoires (otites chroniques suppurées, 

sinusites), et même des septicémies (Berche P.,1989). 

• Escherichia Coli 

E. coli, un hôte commun de l'intestin de l'homme (108 FC/g de selles), et des 

animaux; elle est recherchée à ce titre, comme germe témoin de contamination 

fécale, dans l'eau et les aliments. A l'intérieure de l'espèce il existe des 

pathotypes souvent associés à des sérotypes particuliers. Certains de ces 

pathotypes sont responsables d'infections intestinales (gastro- entérites et 

diarrhées), le pouvoir pathogène d’E.coli est induit par des facteurs d'adhésion 

et/ou la production d'entérotoxines. E.coli entéro-pathogène (diarrhées 

infantiles), E. coli entérotoxinogène (turista), E.coli entéroinvasif (invasion des 

cellules intestinales), E. coli entérohémorragique (diarrhées sanglantes), E. coli 

entéro-adhérent (diarrhée du voyageur). Les autres sont responsables des 

méningites néonatales, des infections du tractus urinaire, ou encore des 

septicémies qui correspondent à un nombre restreint de sérotypes hospitalisées 

(Leclerc H., 1995). 

• Levures du genre Candida spp. 

Les levures du genre candida sont des champignons fréquemment retrouvés au 

niveau de la bouche et du tractus gastro-intestinal de plusieurs personnes 

normales. Parmi les conditions favorisant une infection à candida, on note le 

diabète, la grossesse, les antibiotiques, les cortico- stéroïdes et toute maladie 

pouvant affecter l’état général d’un individu. La nystatine  est très efficace dans le 

contrôle des infections muco-cutanées, L’espece Candida albicans est souvent 
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incriminée dans les infections urogénitales chez la femme (Pieri F., 

Kirkiacharian S., 1992). 

6.2. Méthodes de l’évaluation de l’activité antibactérienne 

L’évaluation in vitro de l’activité antibactérienne des extraits aqueux et 

organiques de C.arvensis a été réalisée par la technique de diffusion en puits, en 

procédant comme suit : 

a. Solubilisation des extraits à tester 

Les extraits organiques (EO) d’héxane et de méthanol de C.arvensis, sont 

solubilisés dans le diméthylsulfoxyde DMSO à 0 ,5 %. Le DMSO est un solvant 

organique incolore de formule brute C2H6OS, utilisé en chimie pharmaceutique 

pour sa capacité à solubiliser de nombreux extraits organiques (Kathrin-Maria 

Roy., 2000).  

Le DMSO est utilisé tout seul comme contrôle négatif. L’extrait aqueux est 

solubilisé dans l’eau distillée stérile. 

b. Activation des souches stockées 
 

Les souches pures stockées dans les cryotubes à-20°C sont ensemencées dans 

des tubes à essai contenant le milieu de culture BHI et incubées à 37°C pendant 

2h. Par la suite, elles sont ensemencées sur des boites de Pétri contenant le 

milieu CLED et incubées à 37°C durant 24h. 

c. Préparation des suspensions 

Les boites contenant les souches actives de durée de vie de 24h sont utilisées 

pour la préparation des suspensions bactériennes à base d’eau physiologique : 

on répartit stérilement de l’eau physiologique dans des tubes à hémolyse à 

raison de 9 ml dans chaque tube, puis on met en suspension des colonies 

prélevées à l’aide d’une anse stérile. La densité de la suspension doit présenter 

une opacité comparable à celle de l’étalon Mac Ferland n° 0,5 (1,5 *107 UFC/ml). 

On ajuste l’opacité en ajoutant de l’eau physiologique stérile si la suspension est 

trop trouble, soit les colonies bactériennes si la suspension est claire. 

d. Diffusion en puits 

On prépare la gélose de Mueller-Hinton qui doit être séchée (absence complète 

de l’eau à sa surface), puis on procède à un ensemencement par la technique 

d’écouvillonnage qui consiste à tremper d’abord un écouvillon stérile dans  
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la suspension et à ensemencer par la suite la gélose par cette dernière. On laisse 

sécher de 3 à 5 min, puis on pratique des puits à l’aide d’une pipette pasteur 

stérile (il faut éloigner les puits de 1 cm minimum du bord de la boite de Pétri).  

Le nombre des puits par boite correspond aux différentes dilutions effectuées 

pour les extraits, on injecte 50 µl d’extrait à tester ainsi que ses différentes 

dilutions dans les puits, ensuite on incube les boites de Pétri pendant 24h à 37°C. 

e. Lecture des boites 

L’évaluation de l’activité antibactérienne est faite par la mesure du diamètre de 

la zone d’inhibition produite autour des puits à l’aide d’une règle après 

incubation. Ce diamètre inclut celui du puit.  

6.3. Technique de la détermination des CMI et CMB des extraits de 

C.arvensis 

a. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)  
 

     Définition 

  La concentration minimale inhibitrice est la plus faible concentration de l’extrait 

capable d’empêcher le développement d’un microorganisme particulier. Les CMI 

ont été déterminées en milieu liquide dans des microplaques de plastique, 

stériles contenant 96 puits à fond rond.  

  100 μL d’extrait de concentration de 80 mg/ml à tester sont déposés dans les 

puits de 1ère et 2ème ligne. Après homogénéisation des puits de 2ème ligne qui 

contiennent 100 μL de BHI et 100 μL de l’extrait à tester, des dilutions de raison 

2 sont réalisées d’un puits à un autre pour chaque colonne, de telle sorte que 

tous les puits de microplaque contiennent 100 μL de l’extrait dilué avec BHI, sauf 

les puits de la première ligne qui contiennent juste 100 μL de l’extrait pur, et les 

puits de la dernière ligne qui renferment 200 μL de la dilution la plus faible de 

l’extrait dans BHI.  

L’inoculation a été réalisée par dépôt de 10 μL de la suspension des souches 

bactériennes sensibles aux extraits organiques et extrait aqueux. Chacune des 

deux colonnes contenait les différentes dilutions d’un extrait organique, et une 

seule souche bactérienne (essai en double). Les microplaques sont bouchées 

avec des feuillets adhésifs à la dimension des plaques et sont incubées dans 

l’étuve pendant 24 h à 37 °C. Après 24 h d’incubation, on ajoute dans chaque puit 



2
ème

 partie :                                                                                            Matériels et méthodes 

47 

 

10μL de réactif de sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2- 

yl)-2,5- diphényl tetrazolium) qui est un révélateur de la croissance bactérienne.  

On laisse la microplaque dans l’étuve 15 minutes à 37 °C, et on observe par la 

suite la coloration des puits. L’apparition d’une coloration violette montre une 

croissance bactérienne. La CMI correspond à la concentration du puits qui existe 

juste avant le premier puits coloré en violet (Figure 14). 

 

Figure 14 .Microplaque 96 puits contenant les différentes dilutions. 
 

b. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) 
Définition de la CMB 
 

La concentration minimale bactéricide est la plus faible dose capable de tuer le 

microorganisme. Alors que la CMB a été déterminée en repiquant par 

ensemencement à l’aide d’une anse sur un milieu CLED les puits sans croissance 

bactérienne visible. Les boîtes de Pétri ont été incubées pendant 24h à 37°C. 

Après incubation, les boîtes où il n’y avait pas une croissance bactérienne 

correspondaient aux concentrations des extraits qui représentent les CMB.  

La CMB de nos extraits est déduite à partir de la première boîte dépourvue de 

bactérie ou de levure. Chaque expérience est réalisée trois fois au cours de trois 

expériences successives. 

6.4. Méthode de l’évaluation de l’activité antifongique 

L’évaluation (in vitro) de l’activité antifongique des extraits organiques et aqueux 

de C.arvensis  a été réalisée par la technique de diffusion en puits, en procédant 

comme suit : 

a. Solubilisation des extraits à tester 

Elle est réalisée exactement comme celle utilisée pour les tests antibactériens, 

selon la même procédure et ceci le jour même de l’expérimentation. 



2
ème

 partie :                                                                                            Matériels et méthodes 

48 

 

b. Activation des levures stockes  

Les souches pures stockées dans les cryotubes à -20°C sont ensemencées dans 

des tubes à essai contenant le milieu de culture Sabouraud liquide et incubées 

à 30 °C pendant 2 h. Par la suite, elles sont ensemencées sur des boites de Pétri 

contenant le milieu CLED et incubées à 37°C durant 24h. 

c. Préparation des suspensions 

Les boites contenant les levures actives de durée de vie de 48h sont utilisées 

pour la préparation des suspensions fongiques à base d’eau physiologique : on 

répartit stérilement de l’eau physiologique dans des tubes à hémolyse à raison de 

9 ml dans chaque tube, puis on met en suspension des colonies prélevées à l’aide 

d’une anse stérile. 

d. La diffusion en puits 

On prépare la gélose préalablement liquéfiée : Sabouraud qui est le milieu usuel 

utilisé pour ce type de culture. Puis on procède à un ensemencement par la 

technique d’écouvillonnage qui consiste à tremper d’abord un écouvillon stérile 

dans la suspension et à ensemencer par la suite la gélose par un 1ml de cette 

dernière. On laisse sécher à 15 min, puis on pratique des puits à l’aide d’une 

pipette pasteur stérile. Pour les extraits, on injecte 50 µl d’extrait à tester ainsi 

que ses différentes dilutions dans chaque puits, ensuite on incube les boites de 

Pétri de 2 à 3 jour à 30°C. 

e. Lecture des boites 

On utilise la même procédure effectuée pour la détection de l’effet des extraits 

sur les bactéries. 

7. Cytotoxicité 

La cytotoxicité permet de chercher l’effet toxique cellulaire par une méthode 

évaluant un paramètre donné (croissance cellulaire, intégrité cellulaire, activité 

fonctionnelle cellulaire). Son but est de déterminer la concentration inhibitrice 

50% (CI50) qui est la concentration qui inhibe de moitié la prolifération cellulaire 

globale. Plusieurs méthodes pour déterminer la cytotoxicité existent;  

Les méthodes des perturbations de la perméabilité membranaire et les méthodes 

fondées sur des altérations de la prolifération cellulaire. La lignée myéloïde 

provenant du patient homme, sur lesquelles on a testé nos extraits, provenant du 



2
ème

 partie :                                                                                            Matériels et méthodes 

49 

 

Laboratoire de National Centre for  Cell Sciences, Fes, Morocco, puis stockées 

dans l’azote liquide. 

a. Décongélation des cellules 

On sort l’ampoule contenant les cellules de la bonbonne d’azote liquide, son 

contenu est décongelé d’une manière progressive et transféré à l’aide d’une 

pipette stérile dans un flask de culture cellulaire de 75 cm3 contenant 20 mL de 

milieu de culture MEC (minimum essential communications), 10 % de SVF, 2% 

d’antibiotique, et 2 % de la L-glutamine, transféré  dans une haute à flux 

laminaire horizontal pour la culture cellulaire. Les cellules sont ensuite incubées 

pendant 24 heures à 37°C dans une étuve humidifiée à 5 % de CO2. Après 

l’incubation, le milieu de culture est éliminé puis remplacé par 20ml de milieu 

MEC à 2% d’antibiotique, 2 % de la L-glutamine et 2 % de SVF.  

Ensuite les cellules sont de nouveaux incubées à 37°C jusqu’à la formation d’une 

couche confluente (24 à 72 heures). 

b. Trypsination 

Après formation de la couche confluente on procède à l’étape de trypsination, on 

lave les cellules deux fois avec PBS, on ajoute 1 mL de Trypsine, le tout est incubé 

pendant 30 secondes à 37°C (la température optimale de fonctionnement de la 

trypsine). La trypsine est une enzyme protéolytique qui transforme les chaînes 

polypeptidiques en acides aminés simples détachant les cellules.  

On arrête l’action de la Trypsine par l’addition de 2 mL de milieu de culture MEC. 

c. Préparation des plaques de 96 puits 

Après trypsination et comptage des cellules par TC20™ Automated Cell Counter 

Figure 15 A. Les cellules sont préparées à partir de milieu MEC. Cette 

suspension cellulaire est utilisée pour la préparation des plaques de 96 puits par 

l’addition de 100 μL dans chaque puits de la plaque, Enfin, les plaques sont 

incubées à 37°C dans une étuve à 5 % de CO2 jusqu’à la formation d’un tapis 

cellulaire confluent. 

d. Inoculation des plaques de 96 puits 

On ajoute 5 mg de chaque extrait en solution dans 0,5 mL de DMSO, 1 mL de la 

solution stock on ajoute 9 mL du milieu de culture constituant la solution mère. 

200 μL de cette solution mère sont déposés dans le premier puit de la plaque 

contenant 100 μL de milieu de culture cellulaire MEC dans chaque puit.  
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On procède une dilution de ½, ainsi 100 μL de ce premier puits sont mis dans le 

deuxième puit et ainsi de suite jusqu’au onzième puit. Laissant le douzième puits 

comme témoin négatif et préparant ainsi une série de dilutions de ½ jusqu’à 

1/32, sachant que tous les puit de la plaque contiennent 100 μL de milieu MEC 

(Figure 15 B). La plaque est ensuite incubée pendant 48 heures à 37°C. 

 

Figure 15 .A. TC20™ Automated Cell Counter et B. Illustration d’une plaque de 96 puits dont on 

réalise un test colorimétrique MTT 
 

e. Révélation de la cytotoxicité 

On a  étudié l’activité cytotoxique de nos extraits sur le taux de croissance globale 

de la  lignée cellulaire cancéreuse par le test colorimétrique MTT.  

Ce test est l’un des méthodes fondées sur des perturbations des fonctions 

mitochondriales des cellules, il utilise le sel de tétrazolium MTT comme colorant 

dans l’étape de métabolisation après sa pénétration dans les cellules vivantes.  

Le test colorimétrique MTT a été décrit par Mosmann (Mosmann., 1983) puis 

modifié par Carmichael et collaborateurs (Carmichael et collaborateurs. 

1987). Le dit test est basé sur la mesure du nombre des cellules vivantes, 

métaboliquement actives et capables de réduire le tétrazolium par la succinate 

déshydrogénase mitochondrial en cristaux de Formazan violet. L’intensité de 

cette coloration est proportionnelle au nombre de cellules vivantes et est 

quantifiée par Lecteur de microplaques VersaMax ELISA à 540 nm. Avant de 

commencer le test, on compte les cellules mortes en utilisant un Automated Cell 

Counter. Les lignées cellulaires ont été ensemencées au jour J0 dans des plaques 

de 96 puits et incubées durant 24 heures pour assurer une adhésion adéquate 

des cellules.  

La première rangée de la plaque multipuits est utilisée comme blanc, ne 
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contenait que le milieu de culture. 

Les extraits organique sont dissous avec une fraction 1% V/V  de DMSO, puis 

sont mis en contact avec les cellules en incubation pendant 72 heures.  

Les rangées 5 et 9 sont des témoins. 

A J4, le sel de tétrazolium MTT est introduit dans les 96 puits, 10 μL dans chaque 

puit , après élimination du surnageant, les plaques sont incubées pendant  

2 heures. 200 μL de DMSO est introduit dans les puits pour dissoudre les cristaux 

de Formazan. On agite les plaques pendant 30 minutes. 

Détermination de la concentration cytotoxique à 50% (CI50) Le pourcentage de 

cytotoxicité est déterminé par la relation suivante (Betancur-Galvis et al., 

1999) : 

Pourcentage de cytotoxicité =  A-B × 100 
                                                           A  
A : La moyenne des densités optiques de tous les puits témoins.  

B : La densité optique du puit  test. 

On trace la courbe de pourcentage de cytotoxicité en fonction de la concentration 

d’extrait et on déduit la concentration cytotoxique à 50%. 

8. Activité anti-inflammatoire  

a. Principe  

Les expériences ont été effectuées chez des  rats wistar mâles (180-220 g).  

Ces animaux proviennent de l’animalerie centrale de la Faculté de Médecine et de 

Pharmacie- Rabat. Tous les animaux ont été gardés dans une pièce maintenue 

dans des conditions contrôlées de l'environnement de 23 ± 1° C avec un cycle de 

12 h de lumière et 12 h d’obscurité, Ces  animaux ont un accès libre à l'eau et à un 

régime standard d’alimentation. Ils ont été acclimatés au moins une semaine 

avant de commencer les expériences. Les animaux soumis à l'administration par 

voie orale des extraits des médicaments sont mis à jeun de nourriture (mais pas 

d’eau) pendant 18 h avant et 3 heures après l’expérience. 

- Une tige d’acier de 10 mm de diamètre pesant environ 50 g. 

- Un tube en plexiglas de 12 mm de diamètre intérieur et de 50 cm de longueur. 
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b. Appareille  

Le Pléthysmomètre sert à mesurer l'efficacité des agents anti-inflammatoires.  

Il s’agit d’un appareil conçu pour la mesure précise et rapide de l'inflammation et 

de l'œdème de la patte chez les rongeurs de laboratoire comme les rats et  

les souris. La mesure est effectuée en insérant la patte postérieure gauche dans la 

solution saline, contenu dans une cellule spéciale de l’appareil. Le volume est 

déterminé à partir du changement de pression qui est proportionnel au poids et 

à la densité en se basant sur le principe d'archimède. Ce changement de pression 

est calibré en millilitre (mL) durant la phase d’étalonnage. 

 La patte postérieure gauche de l’animal est plongée dans le liquide présent dans 

la cuvette, vers le bas jusqu’au point marqué au début sur la patte (Figure 16). 

La solution de remplissage de pléthysmomètre contient NaCl 9 ‰ et quelques 

gouttes de Triton X-100 (Fluka Biochemica).  

Préparation de la solution de carragéenine (25 mg de carragéenine dissous dans 

10 mL de NaCl 9 ‰) 

 

Figure 16 .Digital plethysmometer LE7500. 

c. Méthode 

L’évaluation de l’activité anti-inflammatoire des trois des extraits de la plante 

étudieé , méthanolique, N-héxanique et aqueux de C .arvensis est plante étudiée  

réalisée par deux méthodes, une méthode chimique à la carragéenine et une 

autre méthode physique par traumatisme expérimental (Winter et al , 1962). 

i. Méthode chimique 

L’injection de la carragéenine sous l’aponévrose plantaire de la patte postérieure 

gauche de rat provoque un oedème qui peut être réduit par une substance douée 

de propriétés anti-inflammatoires.  

L'activité anti- inflammatoire a été évaluée sur la base d’inhibition d'un œdème 
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induit par l'injection de la carragéenine sous la région plantaire de la patte 

postérieure gauche du rat.  

Les rats wistar mâles (180-220g) ont été divisés en différents groupes (n=6).  

Les animaux ont jeûné pendant la nuit (18h). 

Tous les groupes ont reçu 5mL/kg d'eau VO , le groupe standard reçoit le 

médicament de référence indométacine 10 mg/kg, VO, Les groupes de l’essai 

reçoivent différentes concentrations de l'extrait méthanolique, N-héxanique et 

aqueux de C.arvensis (300 et 500 mg/kg, VO) , respectivement. Une demi-heure 

après l'administration orale des différentes substances, 0,05 ml  d’une 

suspension fraîche de carragéenine à 1% est injecté à tous les animaux dans la 

patte postérieure gauche (figure 17).  

La patte postérieure droite n'est pas traitée, elle est considérée comme un 

témoin. La différence de volume entre la patte gauche et la patte droite est 

mesurée en utilisant un Pléthysmomètre Digitals 7500 à 1 h 30, 3 h et 6 h après 

l'induction de l’inflammation (Alaoui et al., 1998).  

Les pourcentages d'inhibition de l'inflammation sont calculés selon la formule 

suivante  

% d'inhibition = Moyenne (V Gauche_V Droit) contrôle –Moyenne (VGauche _VDroit) traités × 100 
Moyenne (V Gauche _VDroit) contrôle. 

V gauche signifie le volume de l'œdème sur la patte postérieure gauche et V droit 

le volume sur la patte postérieure droite. 

 

 

Figure 17 .Méthode chimique d'anti inflammatoire aigue. 
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ii. Méthode physique 

L'activité anti-inflammatoire est évaluée selon la méthode décrite par le test de 

Riesterer et Jaques (Riesterer et Jacques., 1970), Des rats mâles Wistar (180-

220 g) ont été divisés en différents groupes (n = 6). Les animaux ont jeûné 

pendant la nuit (18h).  

Tous les groupes ont reçu 5 mL/kg d'eau VO, le groupe standard reçoit le 

médicament de référence indométacine 20 mg/kg, VO). Les groupes de l’essai 

reçoivent différentes concentrations de l'extrait méthanolique , N-héxanique et 

aqueux de C.arvensis 300 et 500 mg/kg, VO, respectivement .  

Au niveau de la patte postérieure gauche du rat (PG), une heure après 

l'administration orale des différentes substances, on crée un oedème 

expérimental en faisant chuter un poids de 50 g. La patte postérieure gauche est 

déposée sous un tube vertical en plexiglas puis on laisse tomber le poids à 

travers le tube au-dessus de la patte.  

La patte postérieure droite est considérée comme témoin.  

La différence de volume entre la patte gauche et la patte droite est mesurée en 

utilisant un plethysmometer Digitals 7500 à 1h30, 3h et 6h après l'induction de 

l'inflammation (Alaoui et al., 1998) .  

Les pourcentages d'inhibition de l'inflammation ont été calculés selon la formule 

suivante: 

% d'inhibition = Moyenne (Vgauche _ V Droit) contrôle – Moyenne (V gauche _ VDroit) traité× 100 
  Moyenne (Vgauche _ V Droit) contrôle. 

V gauche signifie le volume sur l'oedème de la patte arrière gauche et V droit le 

volume sur la patte arrière droite. 

9. Activité antidiabétique  

On a réalisé l’activité antidiabétique en utilisant l’inhibition de trois enzymes : 

l’α-amylase, l’α-glucosidase et la β-galactosidase. 

9.1. Tests d’inhibition de  l’activité d’α-amylase  
 

Les potentiels inhibiteurs de l'α-amylase ont été étudiés en faisant réagir 

différentes concentrations des extraits avec une enzyme α-amylase et une 

solution d'amidon, selon la méthode décrite par A. Hashim  
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(A. Hashim et al. , 2013), avec de légères modifications. Le principe de cette 

méthode repose sur le dosage des sucres réducteurs libérés lors de l’hydrolyse 

par l’ α-amylase.  

En milieu alcalin et à chaud, l'oxydation de ces fonctions provoque 

simultanément la réduction de l’acide 3,5-dinitrosalicylique de couleur jaune 

orange en acide 3-amino-5-nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe 

à 540 nm. Dans un Erlen Meyer, 912 mg de DNS, et 1,6 g de NaOH sont solubilisés 

dans 100 ml d'eau distillée chaude. A cette solution 28,2 g de tartrate de sodium 

et  de potassium sont ajoutés sous agitation. La solution obtenue est limpide et 

de couleur orange, doit être conservé à l'abri de la lumière a +4C°. L'enzyme 

utilisé est l'α-amylase du Bacillus licheniformis (E.C.3.2.1.1), son de poids 

moléculaire 28 KDa, il est conservée à +4 c° sous forme de solution, 1 mL d'α-

amylase est solubilisé dans 49 mL de solution tampon de phosphate (0.02 M, pH 

6,9).  

La solution obtenue contient une activité α-amylase de 240 UI/ml. Le substrat 

utilisé est l'amidon soluble de pomme de terre. L’amidon est préparé dans la 

solution tampon de phosphate (0.02 M, pH 6,9) afin de réaliser le test sur l'α-

amylase.La concentration finale utilisée dans le milieu réactionnel est 0.4 mg/ml. 

Différentes concentrations des extraits sont préparées dans la solution tampon 

de phosphate (0.02 M, pH 6,9) afin d'évaluer leur effet sur l'activité enzymatique 

de l'α-amylase. Un mélange de 250 μl d'échantillons (de chaque concentration) et 

250 μl de tampon de phosphate de sodium 0,02 M (pH = 6,9) contenant l'enzyme 

α-amylase (240 U/ mL) a été incubée à 37 °C pendant 20 min. Ensuite, 250 μl de 

la solution d'amidon à 1% dans du tampon de phosphate de sodium 0,02 M (pH = 

6,9) a été ajoutée au mélange réactionnel. Par la suite, le mélange réactionnel a 

été incubé à 37 °C pendant 15 min. Ensuite, 1 mL  d'acide dinitrosalicylique 

(DNS) 40 mM a été ajouté et le mélange réactionnel a été incubé dans un bain 

marie bouillant pendant 10 min.  Enfin, le mélange réactionnel a été dilué en 

ajoutant  2 mL d'eau distillée, et l'absorbance a été mesurée à 540 nm on utilisant  

le spectrophotomètre UV. L'Acarbose  a été utilisé comme contrôle positif. Les 

résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition et calculés en utilisant la 

formule suivante: 
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Inhibition (%) = (Ac −Acb)−(As −Asb) × 100 
(Ac−Acb) 

Où Ac se réfère à l'absorbance de contrôle (enzyme et tampon); 

Acb se réfère à l'absorbance de blanc témoin (tampon sans enzyme);  

As se réfère à l'absorbance de l'échantillon (enzyme et inhibiteur);  

Et A†sb	est	l'absorbance	de	l'échantillon	vierge	(inhibiteur sans enzyme).  

En outre, les valeurs CI50 (Concentration d'inhibiteur nécessaire pour inhiber 50% de l'enzyme Activité) ont été 

déterminées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 5. 

9.2. Tests d’inhibition de l’activité d’α-glucosidase  

L'activité inhibitrice d'α-glucosidase des différentes concentrations des extraits  

à été déterminée en utilisant le substrat P-nitrophényl-α-D-glocopyranoside 

(PNPG), qui est hydrolysé par α-glucosidase pour libérer P-nitrophényl (un agent 

coloré qui peut être photometrie  à 405 nm), selon la méthode décrite par Kee  

(Kee, K. T et al .,2013), avec une certaine modification. Dans un erlen Meyer, 

1,06 g de Na2CO3 sont solubilisé dans 100 ml d'eau distillée. L'enzyme utilisé est 

l'α-glucosidase du Saccharomyces cerevisiae (E.C.3.2.1.20) sous forme lyophilisé 

(Sigma), son poids moléculaire est de 63 kDa et conservée à +4 c°. 250 μl   

d'α-glucosidase est solubilisé dans 9,8 ml de solution tampon de phosphate 

solution (0.1 M, pH 6,7). La solution obtenue contient une activité α-glucosidase 

d’IU/50 μl. 

Le substrat utilisé est P-nitrophényl-α-D-glocopyranoside (PNPG)  lyophilisé.  
La concentration de PNPG préparée dans la solution tampon phosphate (0.1M, 

pH 6,7) afin de réaliser le test sur l'α-glucosidase. La concentration finale utilisée 

dans le milieu réactionnel est de 1 mg/mL. Différente concentrations des extraits 

sont préparées dans la solution tampon phosphate (0.1M, pH 6,7) afin d'évaluer 

leur effet sur l'activité enzymatique de l'α-glucosidase. En bref, un mélange de 

150 μl des échantillons et 100 μl du tampon de phosphate de sodium 0,1 M  

(pH =6,7) contenant la solution d'enzyme α-glucosidase (0,1 U / mL) a été incubé 

à 37 ºC pendant 10 min. Après la préincubation, on a ajouté 200 μl de la solution 

de pNPG 1 mM solubilisé dans du tampon phosphate de sodium 0,1 M (pH = 6,7). 

Les mélanges réactionnels ont été incubés à 37°C pendant 30 minutes. Après 

incubation, on a ajouté 1 mL de 0,1 M de Na2CO3 pour stopper la réaction.                    

L'absorbance a été enregistrée à 405 nm en utilisant le spectrophotomètre UV. 

L'activité inhibitrice de l'α-glucosidase a été exprimée en pourcentage 

d'inhibition et calculée en utilisant la même formule que celle du test α-amylase, 

Ainsi, les valeurs des CI50 ont été déterminées. L'acarbose a été utilisé comme 

témoin positif. 
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9.3. Tests d’inhibition de l’activité de la ß-galactosidase 
 

L'activité inhibitrice de la ß-galactosidase des différentes concentrations des 

extraits a été déterminée en utilisant le substrat 2-Nitrophényl-ß-D-

galactopyranoside), qui est hydrolysé par la ß-galactosidase pour libérer le 2-

nitrophényl (un agent coloré qui peut être photométrie à 410 nm). Dans un Erlen 

Meyer, 1,06 g de Na2CO3 est solubilisé dans 100 mL d'eau distillée.  

L'enzyme utilisé est ß-galactosidase du Aspergillus oryzae (E.C.3.2.1.23) sous 

forme lyophilisé (Sigma), son poids moléculaire est de 52,6 conservée à +4c°. 

250 μl  de la ß-galactosidase est solubilisé dans 9,8 mL de la solution tampon de 

phosphate (0.1M, pH 7,6) (La solution obtenue contient une activité ß-

galactosidase de 20U/200μl. Le substrat utilisé est 2-Nitrophényl-ß-D-

galactopyranoside, lyophilisé). Afin de réaliser le test sur la ß-D-

galactopyranoside, on a préparé la solution tampon de phosphate de sodium de 

concentration (0.1M, pH 7,6).  

La concentration finale utilisée dans le milieu réactionnel est de 1 mg/ml.  

Différentes concentrations des extraits sont préparées dans la solution tampon 

de  phosphate (0.1M, pH 7,6) afin d'évaluer leur effet sur l'activité enzymatique 

de la ß-galactosidases. Ainsi, un mélange de 150 μl des échantillons et 100 μl du 

tampon de phosphate de sodium 0,1 M (pH = 7,6) contenant la solution d'enzyme 

beta-galactosidase (0,1 U/ mL) a été incubé à 37 °C pendant 10 min. Après la 

préincubation, on a ajouté 200 μL de solution de gala 1 mM solubilisé dans du 

tampon phosphate de sodium 0,1 M (pH=7,6). Les mélanges réactionnels ont été 

incubés à 37 °C pendant 30 minutes.  Après incubation, on a ajouté 1 mL de 0,1 M 

de Na2CO3 pour stopper la réaction   et l'absorbance a été enregistrée à 410 nm 

en utilisant le spectrophotomètre UV (Figure 18).  

L'activité inhibitrice de ß -galactosidase a été exprimée en pourcentage 

d'inhibition et calculées en utilisant la même formule que celle du test α-amylase, 

Ainsi les valeurs des CI50 ont été déterminées. La quercétine a été utilisé comme 

témoin positif. 

 



2
ème

 partie :                                                                                            Matériels et méthodes 

58 

 

 

Figure 18 .Spectrophotometer UV. 
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1. Identification botanique  

L’identification botanique de C.arvensis a été réalisée par Monsieur Mohammed 

Fanane Professeur à l’institut Scientifique de Rabat,  le numéro de référence est 

(RAB 78161) (Figure 19). 

 

Figure 19 .Confirmation Scientifique de l’espèce C.arvensis 

2. Rendements des extraits végétaux 

Le processus général de caractérisation de nouvelles molécules bioactives à 

partir de matrices complexes, telles que les plantes, fait intervenir différentes 

étapes, dont les trois principales sont l’extraction, le fractionnement et 

l’identification des composés d’intérêt, toutes guidées par des analyses 

phytochimiques et des tests biologiques (Hostettmann et Wolfender, 2004). 

Les techniques qu’on a utilisé lors de l’extraction ont permis d’obtenir des 

rendements qui différent d’un extrait à l’autre. L’extrait méthanolique et l’extrait 

aqueux ont un bon rendement, par ailleurs l’extrait -N-héxanique posséde un 

rendement moins important (tableau 12) 

Tableau 12. Rendements des extraits végétaux. 

Les extraits Les rendements 

Extrait N-héxanique 10.2% 

Extrait méthanolique 20.5% 

Extrait aqueux 20.3% 

 

Les meilleurs rendements sont obtenus avec les solvants les plus polaires à 

savoir l’eau et le méthanol, alors que le rendement faible a été obtenu avec 

l’héxane qui est un solvant apolaire. On a constaté que le rendement est meilleur 
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lorsqu’on utilise les solvants polaires et ceci quel que soit le type d’extraction 

(macération ou extraction continue). 

3. Résultats du screening phytochimique 

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique des fleurs de 

C.arvensis  a permis de mettre en évidence la présence de quelques familles 

chimiques représentées dans le tableau 13 : 

Tableau 13. Résultats du screening phytochimique 

Métabolites 

Secondaires 

Anthocyane 

 

Flavonoïdes Tanins Saponines Alcaloïdes Stéroïdes 

et 

Terpènes 

Résultats des 
fleurs du 

C.arvensis 

 +++ 

 

++ 

 

++ 

 

+ - - 

+Indique la présence de constituants et - indiquer l'absence de constituants 

Les résultats du screening phytochimique réalisé sur les fleurs de C.arvensis 

présentés dans le (Tableau 13) montrent que la présence des anthocyanes est 

plus marquée que les autres métabolites.  

L’étude complète du screening phytochimique met en évidence la présence 

d’autres composés chimiques qui possèdent des activités biologiques 

intéressantes, notamment des substances polyphénoliques  (Flavonoïdes, Tanins 

et Saponines). La nature des principes constituants chimiques mise en 

évidence par le criblage phytochimique laisse prévoir des activités 

pharmacologiques intéressantes des plantes étudiées.Il s’agit essentiellement : 

� Des anthraquinones  appartenant à la famille chimique des hydrocarbures 

aromatiques polycycliques. Ils sont dotés d'un pouvoir thérapeutique avéré 

pour soigner les troubles fonctionnels intestinaux comme la colopathie 

fonctionnelle, la laxophobie, la constipation etc.  

� Des flavonoïdes souvent présentés comme anti-inflammatoire, anti-

allergique, hépatoprotecteur, antispasmodique, hypocholestérolémiant, 

diurétique, antibactérien, antiviraux in vitro (Bruneton., 2009). 

� Des tanins : les applications des drogues à tanins sont assez restreintes et 

découlent de leur affinité pour les molécules protéiques. Par voie externe, 

elles imperméabilisent les couches les plus externes de la peau et des 

muqueuses, protégeant ainsi les couches sous-jacentes ; elles ont aussi un 
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effet vasoconstricteur sur les petits vaisseaux superficiels. Par voie interne, 

ils exercent un effet antidiarrhéique certain. Quelle que soit la voie 

d’administration, l’effet antiseptique – antibactérien et antifongique – 

clairement démontré de ces molécules est intéressant (diarrhée infectieuses, 

dermatites) (Bruneton., 2009) ; 

� Des saponosides : sont habituellement hémolytiques. Cette propriété est 

attribuée à leur interaction avec les stérols de la membrane 

érythrocytaire. Il est également assez fréquent que ces molécules aient 

une très forte activité spermicide, logiquement corrélée avec l’activité 

hémolytique. In vivo, bon nombre de saponosides assurent la défense du 

végétal contre l’attaque microbienne ou fongique. Quasiment dépourvus 

d’activité antibactérienne, les saponosides sont parfois actifs, in vitro, sur 

des virus (Bruneton., 2009).  

4. Détermination de la teneur en polyphénols totaux, 

flavonoïdes  

Les différents extraits bruts, obtenus par extraction ont été analysés 

quantitativement par spectrophotomètre UV-visible pour leur contenu en 

polyphénols et flavonoids. En se basant sur les valeurs d'absorbance des diverses 

solutions d'extraits, le contenu des polyphénols totaux des extraits de la plante 

étudieé a été déterminé en utilisant la méthode de Folin Ciocalteu et exprimé en 

équivalents d'acide gallique (GAE) en milligrammes par gramme d'extrait.  

Le tableau 14  montre de grandes variations dans la teneur en polyphénols  

totaux des extraits étudiés. Les espèces de Calendula sont une source riche de 

composés phénoliques (Pizza C et al., 1987) et les différences de TPC entre les 

extraits aqueux et méthanoliques  ont montré ces résultats. 

 Il est très intéressant de mentionner que nos données étaient plus élevées que 

celles obtenues par Tawaha et al  (Tawaha et al., 2007  et Ercetin et al. 2012). 

Cela pourrait être dû aux différences résultant des effets géographiques et 

environnementaux ou des méthodes d'extraction et d'évaluation. En outre,  

la méthode colorimétrique au chlorure d'aluminium a été utilisée pour 

déterminer le contenu total des flavonoïdes (tableau 14).  

La teneur en flavonoïdes a été déterminée comme l'équivalent de la rutine à 
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partir de la courbe d'étalonnage des solutions standard de rutine et exprimée en 

équivalent de rutine (mg ER / g d’extrait).  

Les quantités des teneurs en flavonoïdes étaient de 174,93 ± 5,21 et 74,93 ± 

1,50 mg d'extrait de ER/g pour l'extrait méthanolique et l'extrait aqueux 

respectivement et les quantités des teneurs en polyphénols totaux étaient de 

50.26 ± 0.18 et 47.89 ± 2.34 mg d'extrait de EAG/g pour l'extrait méthanolique 

et l'extrait aqueux respectivement. 

Tableau 14. Teneurs en polyphenols (mg EAG/g) et en  flavonoïdes totaux  
(mg ER/g) 

Extraits PC
W FCY 

EH n.d n.d 

EA 
 

 

47.89 ± 2.34 a 74.93 ± 1.50 a 

EM 50.26 ± 0.18 b 

 

174.93 ± 5.21 b 
 

PC : Contenu phénolique; FC: teneur en flavonoïdes; EM : Extrait Méthanolique; EH : Extrait N-Hexanique ;  

                                                                                 EA: Extrait Aqueux. 

 N.d: non  déterminé. Les données sont indiquées comme signifiant (n = 3) ± erreur standard. Les valeurs dans la même 

colonne ne partageant pas une lettre commune diffèrent considérablement à P <0,05. Wmg  EGA/g dw. Ymg RE/g dw.  

5. Caractérisation des composés phénoliques par 

Chromatographie liquide à haute performance 

couplée à la spectrométrie de masse (CLHP-DAD-

MS) 
 
La vaste gamme de polarité des composés phénoliques nécessite souvent de 

travailler en gradient d’élution pour éviter les co-élutions et pour éluer 

l’ensemble des composés. L’ordre d’élution de ces molécules étant aussi 

déterminé par la nature et le gradient des solvants utilisés. Nos analyses ont été 

effectuées sur les extraits  aqueux et méthanolique des fleurs de C.arvensis.  

En se basant sur l’importance des activités biologiques, l’identification 

chromatographique n’a été effectuée que sur les fractions les plus actives.  

Le profil chromatographique des extraits méthanolique et  aqueux des fleurs de  

C.arvensis est  représenté au niveau des Figures 20 et 21.  

Les résultats des analyses quantitatives des composés phénoliques identifiés  sont 

représentés dans le tableau 15.  

Les résultats des extraits aqueux et méthanolique sont comme suit : acide caféique 

(9297.79, 22906.91µg/ mg Ms),  Rutine (8332.37, 10012.63 µg/ mg Ms), acide 
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chlorogénique (2043.61, 13671.62 µg/ mg Ms), acide vanillique (194.72, 856.24 µg/ 

mg Ms) respectivement, On remarque l'absence de pyrocatechol dans l’extrait 

méthanolique  par contre  l'acide caféique est le plus représentatif.  

D'après ces résultats on aperçoit que, l'extrait méthanolique est plus riche en composés 

phénoliques. 
 

Tableau 15. Caractérisation chromatographique des composés phénoliques 

Molecule TR Mm Extrait aqueux µg/ 
mg Ms  

Extrait méthanolique 
µg/ mg Ms  

Acide gallique 0.79 170 232.78   ± 12.43 181.34 ± 9.89 

Catéchine 1.51 290 2.65± 0.21 0.43   ± 0.05 

Rutine 2.99 610 8332.37± 10012.63 ± 

Acide chlorogénique 1.47 354 2043.61 ±121.22 13671.62  ±  201.22 

Acide Vanillique 1.9 168 194.72  ± 10.55 856.24  ± 36.44 

Acide caféique 1.83 180 9297.79 ± 189.33 22906.91± 309.22 

Quercétine 5.57 302 69.48± 6.77 11.297±2.33 

Acide Synergique 2 198 127.15± 8.66 106.39± 11.34 

Acide phydrobenzoique 1.59 138 100.02± 14.33 130.02± 12.89 

Acide Rosmarique 4.32 360 11.32± 0.56 35.53± 3.44 

Acide Sinapique 3.31 224 15.40± 0.76 3.67± 0.09 

Epicatechine 2.42 290 26.83± 1.22 6.414± 0.12 

Acide coumarique 2.61 164 12.43± 1.02 14.11± 0.16 

Acide salicylique 4.22 138 248.51± 21.23 217.53± 34.56 

Resvératrol 5.12 228 1.75± 0.07 4.59± 0.11 

Pyrocatechol 1.79 110 27.59± 1.32 Nd 

Pyrogallol 1.07 126 45.71± 4.75 219.43± 19.88 

Acide férulique 3.3 194 24.39± 1.90 5.48 ± 0.16 
 

TR : Temps de rétention  Mm :  Masse moléculaire 
 

 

Time

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00 25.00 26.00 27.00 28.00 29.00

%

2

0.92

0.72

0.64

0.51

1.09

8.99

8.52

3.07

2.99

2.89

2.83

1.55

2.03

1.95

2.59

2.39

7.20

3.66

3.18

3.31

3.98

5.03

4.70

4.27

4.47

5.78

5.51

6.63

6.19

6.58

7.68

7.56
8.28

9.51

9.47

9.38

11.42

9.71

10.39

9.99

10.65

10.97

11.96

11.91
13.51

12.41

12.53

12.97

20.36

19.87

13.69

19.07
14.41

14.32

17.6214.98
15.86

15.15 17.14

16.63

19.16

20.96

20.68

21.50

22.03

23.98

22.68

22.42

23.46 24.46

 

Figure 20 .Chromatogramme du contenu phénolique de l’extrait méthanolïque. 
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Figure 21 .Chromatogramme du contenu phénolique de l’extrait aqueux. 
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6. Résultats des activités biologiques  
 
 

 6.1. Evaluation du potentiel antioxydant  
 

A travers nos recherches bibliographiques et compte tenu de la complexité des 

processus d’oxydation, il apparaît clairement qu’une seule méthode n’est pas 

suffisante pour caractériser le potentiel antioxydant d’un échantillon. Il faut 

donc combiner les réponses obtenues à l’aide de tests différents et 

complémentaires. C’est pourquoi notre choix s’est basé sur l’utilisation de 

quatre tests chimiques. Le principe de ceux-ci repose sur un changement de 

couleur qui a été suivi par la lecture de l’absorbance à des longueurs 

d’ondes spécifiques. Dans ce qui suit, on présente les résultats du potentiel 

antioxydant des extraits bruts sélectionnés pour cette étude. 

6.1.1. Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH•) 

En faisant varier la concentration des extraits et en calculant pour chaque 

concentration le pourcentage d’inhibition correspondant (PI %), on a établi les 

profils d’activité antiradicalaire présentés dans la figure 22, et c’est à partir 

de ces profils qu’on a déduit la valeur correspondante à la CI50 (la 

concentration d’inhibiteur (antioxydant) nécessaire pour diminuer 50% du taux 

des radicaux libres). 

Tableau 16. Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH•) 

ExtraIts DPPHZ  

EH n.d 

EA 

 
33.2 ± 2.12 b 

EM 20.9 ± 5.34 a 

CI50 Exprimé en μg / ml.  

Le profil de l’activité antiradicalaire obtenu révèle que les extraits testés 

possèdent une activité dose-dépendante. La présence d’une phase stationnaire 

signifie une réduction presque totale du radical DPPH• en sa forme non 

radicalaire DPPH-H. 
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Figure 22 .Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH•) 

 

L’extrait méthanolique présente un pouvoir réducteur plus important que  

les autres extraits.  Sa concentration est de 332.00 μg/mL.  

En 2012, l’équipe de Tugba Ercetina et al Tugba (Ercetina  T et al, 2012) a 

réalisé des travaux sur les extraits des feuilles et fleurs de C. arvensis et C. 

officinalis et elle a montré que les extraits de méthanol et d'acétate d'éthyle  de 

fleurs de C. arvensis avait la plus forte activité de piégeage des radicaux DPPH•. 

6.1.2 .Pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP) 

L’activité antioxydante des extraits par ce test a révélé une  différénce 

significative attribuée au solvant d’extraction, et pour confirmer ce résultat,  

Le pouvoir réducteur des extraits a été évalué à l'aide d'une activité de réduction 

de fer selon la méthode d’Oyaizu (Oyaizu, M.1986) qui sert à mesurer la 

capacité de réduction de ces extraits. Le pouvoir réducteur d'un composé peut 

servir d'indicateur important de son potentiel d'activité antioxydante (figure 23). 

L'activité antioxydante de C.arvensis déterminée par la méthode FRAP, Des 

différences importantes ont été démontrées par les fleurs de C.arvensis dans 

l'ordre suivant EM>EA> EH. 

La capacité de réduction de C.arvensis  la plus puissante est celle trouvée par l’EM 

(203.96 ± 1.92 mg EAA/g). Ces résultats sont tout à fait semblables aux 

résultats obtenus par le test DPPH•. Cette ressemblance est due certainement 

au mécanisme des réactions mises en Jeux (transfert d’électrons). 
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Figure 23 .Pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP). 
 
 

 

 

6.1.3. Test TEAC 
 

L’activité antioxydante des différents extraits est déduite de leur capacité à 

inhiber le radical ABTS•+, obtenu à partir de l’ABTS (sel d’ammonium de 

l’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). La figure 24. 

Illustre l’histogramme représentatif de l’activité antioxydante  des extraits par le 

test ABTS. 

 

Figure 24 . Pouvoir antioxydant des extraits des fleurs du C. arvensis en utilisant le test 

 ABTS 

 
L'activité antioxydante du c.arvensis du Maroc évaluée par les deux tests 

antioxydants in vitro, le test DPPH et le test TEAC, évaluant la capacité 

d'élimination des radicaux H, ont développés des résultats similaires, ce qui a 

était démontrée dans de nombreuses études (Ercetin T et al., 2012). Selon une 

étude réalisée en Serbie et Monte-Negro, les extraits obtenus de C.arvensis et C. 

officinalis ont montrées un fort pouvoir anti-radicalaire (C´etkovic et al., 2004), 

Les IC50 enregistré dans notre étude était plus moins importantes que celles des 

études antérieures faite par Ercetin (Ercetin T et al., 2012). 
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6.1.4. Inhibition du blanchiment de β-carotène 
 

Le test d'activité de blanchiment de bêta-carotène a également été utilisé pour 

démontrer les propriétés antioxydantes des extraits de C.arvensis. Il était 

important d'évaluer les extraits de C.arvensis  dans un système d’émulsion de  β-

carotène- acide linoléique contrairement au système radicalaire peu 

representative du milieu vivant (Gülçin I. 2012). Dans ce test, l'oxydation de 

l'acide linoléique produit des radicaux libres dérivés de l'hydroperoxyde qui 

attaque les onze paires de doubles liaisons de la β-carotène, entraînant un 

blanchiment de la reaction d’emulsion. Un extrait capable de retarder ou 

d'inhiber l'oxydation du β-carotène peut être décrite comme un éliminateur de 

radicaux libres et un antioxydant primaire (Marmouzi I et al ., 2015). 

L'inhibition de l'activité de blanchiment de la β-carotène des extraits de 

C.arvensis est représentée sur la Figure 25. Tous les extraits de fleurs de 

C.arvensis ont  inhibé le blanchiment du β-carotène en éliminant les radicaux 

libres dérivés du linoleate.  

L'extrait méthanolique inhibe la β-carotène avec un taux comparable au BHT.  

Les différences dans le dosage de blanchiment de β-carotène reflètent clairement 

la teneur en dérivés phénoliques comme indiqué dans la  Figure 25.  

Selon Liyana-Pathirana  (Liyana-Pathirana et al., 2006), un extrait qui inhibe 

ou retarde le blanchissement du β-carotène peut être décrit comme un 

piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant primaire. 

 

Figure 25 .Pouvoir de l’activité inhibitrice (test de blanchiment de β-carotène) 

 des extraits de C .arvensis. 
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6.2. Potentiel antimicrobien  
 

La thérapeutique des infections bactériennes est basée principalement sur 

l’usage des antibiotiques. La prescription à grande échelle et parfois 

inappropriée de ces agents peut entraîner la sélection de souches multi-

résistantes d’où l’importance d’orienter les recherches vers la découverte de 

nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux 

médicaments à base des plantes (Billing et Sherman., 1998).  

La médecine traditionnelle par les plantes jusqu’à aujourd’hui continue d’être 

utilisée par une grande partie de la population dans la plupart des pays en 

développement. Si ces utilisations sont justifiées par des effets validés,  

les plantes pourraient être des sources de biomolécules actives exploitables.  

6.2.1. Résultat de l’évaluation de l’activité anti bactériennes 

Dans le tableau 17, on présent les travaux sur l’activité antimicrobienne des 

extraits des fleurs de C.arvensis. L’examen des zones d’inhibition de croissance 

des bactéries a montré que l’extrait N-héxanique de C.arvensis présente une 

activité antibactérienne sur les souches gram positive testées, avec un taux 

d’inibition de 57% et sur les souches gram négative, avec un taux d’inibition de 

40%. 

 De même, l’extrait méthanolique a montré une activité sur les souches gram 

positive testées, avec un taux d’inibition de 72% et sur les grams négatifs avec un 

taux d’inibition de 60 %. L’extrait aqueux n’a montré d’activité que sur 3 bactéries 

testées à savoir Rhodococcuss equi (Gram+), Salmonella aequatoria et Morganella 

morganii (Gram-). Ainsi l’extrait méthalonique présente les meilleurs résultats 

(tableau 17). 
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Tableau 17. Diamètres des zones d’inhibition des différents extraits de 
C.arvensis 

Groupes 

bactériens 

Les souches bactériennes 

testées 

 Diamètre en mm de la zone d’inhibition 

des extraits de C.arvensis 

EH EM EA 

 

 

 

Gram + 

Rhodococcuss equi 18 22 12 

Staphylococcus aureus SARM 0 10 0 

Staphylococcus aureus MLD 10 8 0 

Streptococcus agalactiae 0 10 0 

Entéococcus faecalis 10 15 0 

Listeria spp 8 0 0 

Listeria monocytogenes 0 0 0 

Le taux d’inhibition %  57 72 14 

Le diamètre moyen  11.5 13 12 

 

 

 

 

Gram - 

Pseudomonas aeruginosa 1 0 8 0 

Pseudomonas aeruginosa 2 0 0 0 

Pseudomonas cepacia 0 8 0 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10 15 0 

Acinetobacter baumanii 0 0 0 

Salmonella blockley 0 0 0 

Salmonella aequatoria 12 14 14 

Salmonella braenderup 0 8 0 

Proteus rettgeri MDR 0 14 0 

Proteus mirabilis 15 0 0 

Morganella morganii 20 22 16 

E coli enteropathogenes 0 0 0 

Escherichia coli 1 12 14 0 

Escherichia coli 2 10 15 0 

Escherichia coli MDR 0 0 0 

Le taux d’inhibition % 40 60 13 

Le taux total d’inhibition % 45  64 13.6 

Le diamètre moyen 13 13 - 

Ca = C.arvensis, EH = Extrait N-N-héxanique, EM = Extrait Méthanoilque, EA = Extrait Aqueux. 

Figure 26.Quelques photos des zones d’inhibition des extraits relatives aux souches sensibles. 
 

 

Photo 1. Activité antibactérienne des extraits de C.arvensis et des HE des PAM par la méthode de 

diffusion en milieu gélosé sur Rhodococus equi. 
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Photo 2 A. Activité antibactérienne des extraits de C.arvensis et des HE des PAM par la méthode de 

diffusion en milieu gélosé sur Entérococcus faecalis . 

Photo 3 B: Activité antibactérienne des extraits de C.arvensis et des HE des PAM par la méthode de 

diffusion en milieu gélosé sur Listeria monocytogenes. 

 

Photo 4 A: Activité antibactérienne des extraits de C.arvensis et des HE des PAM par la méthode 

de diffusion en milieu gélosé sur Morganella morganii ;  

Photo 5 B: Activité antibactérienne des extraits de C.arvensis et des HE des PAM par la méthode 

de diffusion en milieu gélosé sur Pseudomonas aeruginosa1.milieu gélosé sur Acinetobacter 

baumani. 
 

 

6.2.2. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et de 

la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) des extraits de C.arvensis. 

La détermination des paramètres d’inhibition (CMI et CMB) permet non 

seulement de confirmer, quantifier et comparer les activités, mais aussi de 

caractériser la nature de l’effet révélé par un extrait sur un micro-organisme 

donné. Les résultats obtenus avec les extraits méthanolïque et N-hexanique sont 

présentés dans les tableaux 18 et 19. 

a.  Effet de l’extrait  méthanolïque  
 

La CMI obtenue varie de 12.5 à 25 mg/ml pour les bactéries Gram négatif et les 

bactéries Gram positif. Toutefois la CMB montre que l’extrait méthanolique est 

bactéricide sur 50% des souches bactériennes et bactériostatique sur l’autre 

moitié des souches testées ; en revanche il est plus bactériostatique sur les 

bactéries Gram positif (tableau 18). 
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Tableau 18. Détermination de la CMI et de la CMB de l’extrait méthanolique 

Groupes 
bactériens 

Souches bactériennes testées. CMI 
mg/ml 

CMB 
mg/ml 

Gram + Rhodococcus equi 12.5 12.5 
Staphylococcus aureus MDR 12.5 - 

 Staphylococcus aureus SARM 25 - 
Streptococcus agalactiae 25 - 

Gram - Pseudomonas aeruginosa 1 12.5 12.5 
Pseudomonas cepacia 25 25 
Salmonella braenderup 12.5 - 
Proteus rettgeri MDR 12.5 12.5 
Morganella morganii 25 - 
Escherichia coli 1 12.5 - 
Escherichia coli 2 12.5 12.5 

CMI = Concentration minimale inhibitrice, CMB = Concentration minimale bactéricide. (-) = CMB non déterminée car 

l’extrait méthanolique n’a pas montré un effet bactéricide. 

b.  Effet del’extrait N-héxanique  

La CMI obtenue varie de 6.25 à 12.5 mg/ml pour les bactéries gram négatif et les 

bactéries gram positif. Toutefois la CMB indique dans l’ensemble que l’extrait  

N-héxanique est totalement bactéricide sur les souches bactériennes grams 

positif et les souches gram négatif sauf Staphylococcus aureus MDR, où il est 

bactériostatique (tableau 19). 

Tableau 19. Détermination de CMI et de CMB  de l’extrait N-héxanique 

Groupes 
bactériens 

Les souches bactériennes 
testées 

CMI mg/ml CMB mg/ml 

Gram + Rhodococcus equi 6.25 6.25 

Staphylococcus aureus MDR 6.25 - 

Enterococcus faecalis 12.5 12.5 

Listeria spp 12.5 12.5 

Gram - Pseudomonas aeruginosa 2 12.5 12.5 

Salmonella aequatoria 12.5 12.5 

Proteus mirabilis 12.5 12.5 

Morganella morganii 12.5 12.5 

Escherichia coli 1 12.5 12.5 

Escherichia coli 2 6.25 6.25 
CMI = Concentration minimale inhibitrice, CMB = Concentration minimale bactéricide, (-) CMB non déterminée. 
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 6.2.3. Résultat de l’évaluation de l’activité antifongique 

L’étude des diamètres de la zone d’inhibition a révélé que les extraits organiques 

présentent une activité antifongique, par contre, les extraits aqueux n’ont aucune 

activité antifongique. Par ailleurs l’extrait méthalonique donne des résultats plus 

satisfaisant que l’extrait N-héxanique qui s’est montré inactif, sauf sur la souche 

Candida glabatra 2 (tableau 20). 

Tableau 20. Evaluation de l’activité antifongique des extraits 

Groupes 

Candida spp 

Les souches fongiques testées Diamètre d’inhibition (mm) 

EH EM EA 

1 Candida tropicalis 1 0 14 0 
2 Candida tropicalis 2 0 0 0 

3 Candida famata 1 0 20 0 
4 Candida famata 2 0 0 0 
5 Candida glabatra 1 0 0 0 
6 Candida glabatra 2 8 0 0 

Le taux d’inhibition % 16 33 0 
Ca = Calendula arvensis, EH = Extrait N-héxanique, EM= Extrait méthanolique, EA= Extrait  Aqueux 

Discussion des résultats 

Pour l’évaluation de l’activité antibactérienne de nos extraits, on a utilisé la 

méthode de diffusion en puits. Les extraits de C.arvensis ont montré un effet 

antibactérien sur les souches bactériennes testées. Les résultats de cette étude 

ont révelé que les extraits, méthanolique et N-héxanique des fleurs de C.arvensis 

ont des taux d’inhibition très important que l’extrait aqueux et qui sont 

successivement de 64 et 45% (Tableau 17) avec un diamètre d’inhibition moyen 

de 13 mm pour l’extrait méthanolique. Ces extraits organiques sont  plus actifs 

que l’extrait aqueux qui a posséde un effet notable sur Rhodococcuss equi, 

Salmonella aequatoria et Morganella morganii. L’analyse des souches sensibles 

aux extraits organiques (Extrait méthanolique et N-héxanique de C.arvensis) 

montre respectivement que 72 et 57 % des souches sensibles à ces extraits 

appartiennent au groupe des bactéries gram+ et  64 et 45 % des souches sont de 

groupe des bactéries gram-. (Tableau 17)   

Dans la littérature on trouve que les bactéries gram- sont plus résistantes que les 

bactéries Gram+ (Cowan, M.M.,  1999).  
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La résistance des bactéries gram- est le résultat de la structure complexe de leur 

couche externe qui agit comme une barrière à la pénétration de différents agents 

antimicrobiens.  

Le fait que 64 et 45 % des souches sensibles aux extraits organiques de C.arvensis 

sont des gram-, montre que ces extraits ont le pouvoir de dépasser la couche 

externe complexe des gram- pour inhiber leur croissance.  

Les extraits organiques de C.arvensis sont actifs sur Salmonella braenderup, 

Salmonella aegutoria, Ces deux souches bactériennes sont connues par leur 

implication dans les toxi- infections alimentaires et les infections gastro-

intestinales  caractérisées par des syndromes diarrhéiques. Ceci justifie 

l’utilisation de C.arvensis dans la médecine traditionnelle marocaine pour  

le traitement de diarrhée. 

Les marocains dans la médecine traditionnelle font recours à C.arvensis pour 

traiter les infections urinaires, et on a trouvé au cours de cette étude que tous  

les extraits organiques de cette plante présentent une activité antibactérienne 

vis-à-vis de Staphylococcus aureuss SARM et Escherichia coli, Morganella 

morganii, porteuse mirabilis qui sont très impliqués dans ce genre d’infection. 

Finalement, tous les extraits organiques de C .arvensis sont actifs sur 

Staphylococcus aureus MDR et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Rhodococcuss equi, Enterococcus faecalis quatre souches bactériennes  

multi résistantes aux antibiotiques et responsables des infections nosocomiales 

qui sont considérés actuellement comme un problème majeur de santé publique. 

L’absence de pouvoir antibactérien des extraits aqueux de C .arvensis pourrait 

s’expliquer par les faibles quantités de principes actifs. L’activité antibactérienne 

de l’extraits aqueux de C.arvensis est très faible comparée à celle des extraits 

organiques.  

Ces résultats sont en accord avec la littérature où on trouve généralement que 

l’activité antibactérienne la plus faible est associée aux extraits aqueux.  

Des résultats similaires sont été obtenus lors d’une étude portant sur les extraits 

de dichlorométhane, de méthanol et un extrait aqueux de 30 plantes médicinales 

de Yémen (AlFatimi Mohamed., 2007), 

Le méthanol et l’eau sont des solvants polaires pouvant extraire la matière 

végétale tels que les alcaloïdes, les flavonoïdes, hétérosides, tanins, sels, oses et 
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acides aminés, avec presque le même rendement d’extraction.  

L’hexane est un solvant apolaire, cette caractéristique lui confère la propriété 

d’extraire: les quinones, caroténoïde, stérols, acides gras, hydrocarbure 

(Snyderl, Kirkl.j ., 1979). 

Les effets observés avec les extraits de C.arvensis pourraient être dus aux 

flavonoïdes, qui en plus de leurs vertus spasmolytique, anti-inflammatoire et 

anthelminthique, possèdent une activité antimicrobienne. Les flavonoïdes, qui 

seraient présents dans les extraits de C.arvensis pourraient être la cause de son 

efficacité comme substances antimicrobienne. Cette propriété serait due à une 

inhibition des enzymes bactériennes, du fait de la réaction d’addition avec leur 

groupement thiol ou amine (Abdalla.s., 1988).  

Les caroténoïdes, sont des molécules à pouvoir fongicide. On a pu mettre en 

évidence leur action antifongique contre les dermatophytes et Candida albicans 

ainsi qu’une action antibactérienne contre certaines bactéries gram+ et gram- 

(Abdalla.s., 1988). 

Selon les valeurs obtenues des CMI et CMB, l’extrait méthanolique qui est à 

moitié bactéricide posséde  une CMI de 25 mg /ml pour la plupart des souches ; 

avec l’extrait N-héxanique on obtient 12.5 mg/ml, cet extrait est plus bactéricide. 

L’extrait N-héxanique est plus inhibiteur que l’extrait méthanolique. Dans notre 

travail on a mis en évidence l’effet antibactérien et l’effet antifongique notable 

des extraits méthanolïque, N-héxanique et aqueux des fleurs de C.arvensis. Des 

résultats identiques aux nôtres ont été obtenus sur Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Proteus vulgari (Hamdi pacha., 

1993). Des résultats similaires ont été obtenus par Stayeh et ses collaborateurs, 

1998, l’inhibition bactérienne a été évaluée à 90% (Ali stayeh., 1998). Une 

action fongicide a été détectée sur 3 souches parmi 6 souches de candida spp, 

avec une meilleure action d’EM ; Cependant il n’existe presque pas de travaux 

effectués sur C.arvensis pour qu’on puisse faire une comparaison concluante de 

ces résultats, Il convient de noter que les extraits organiques ont plus d’activité 

antibactérienne qu’antifongique. 
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6.3. Résultats de la cytotoxicité sur une cellule tumorale (cellules 

myéloïde) 

Pour tester les propriétés anticancéreuses potentielles des extraits de C.arvensis, 

une souche des cellules myéloïdes a été utilisée. Les cellules ont été traitées avec 

douze concentrations croissantes (1-0,00093 mg/mL) pendant 48 h par le test 

MTT.  

L'inhibition en pourcentage des extraits méthanolique et aqueux a été calculée et 

présentée (figure 27).  

Le pourcentage d'inhibition de l'essai MTT a démontré que les extraits 

méthanoliques et aqueux sont efficaces comme bioagent cytotoxique (activité 

antimyloïde du cancer). Le pourcentage d'inhibition de ces extraits et prononcée 

par rapport à l'extrait hexanique. On a également déduit que l'extrait 

méthanolique est un agent antimyloïde, présentant une inhibition maximale de 

89% à la concentration de 1000 μg/mL à 48 h.  

Cette étude est conforme aux rapports antérieurs décrivant l'isolement des 

flavonoïdes de différentes parties de A. nervosa, A. corniculatum, C. pulcherrima, 

C. viscosum, D. indica, D. peregrina, G. luteoalbum, G. oppositifolius, J. Sambac, L. 

coromendalica et M. nagi (Akter R., 2013). Il est probable que ces constituants 

sont également associés à l'activité anticancéreuse observée dans cette étude 

(Pawar CR., 2009. Meo AA, khan MA. 2006), L'activité anticancéreuse après  

48 h posséde un effet maximal significatif. Le dépistage des substances 

phytochimiques pour l'activité anticancéreuse est extrêmement important dans 

le contexte d'aujourd'hui car une variété de tumeurs présente une resistance aux 

médicaments anticancéreux conventionnels. L'élucidation structurelle du 

principe bioactif de la fraction méthanolique et aqueux  de C.arvensis doit être 

traitée.  
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Figure 27 .Resultats de la cytotoxicité sur la cellule tumorale (myéloïde cellule). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3
ème

 partie :                                                                                            Résultats et discussion 

96 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 
 

 

 

ACTIVITÉ 
PHARMACOLOGIQUE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



3
ème

 partie :                                                                                            Résultats et discussion 

97 

 

 

 
 

 

 

 

 

\ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 
 
 

ACTIVITÉ  

ANTI-INFLAMMATOIRE IN VIVO 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 



3
ème

 partie :                                                                                            Résultats et discussion 

98 

 

7. Résultats des activités pharmacologiques 
 

7.1. Résultat de l’activité anti-inflammatoire (in vivo)   

a. Œdème à la carragéenine 

Les résultats de l'effet des extraits des fleurs de C.arvensis  sur l'œdème induit 

par la carragéenine sont présentés dans le tableau 21 et la figure 28.  

Les extraits de la C .arvensis aux doses de 300 et 500 mg/kg administrés par voie 

orale, présentaient une activité anti-inflammatoire significative (p <0,05) par 

rapport à l'indométhacine standard à la dose de 10 mg / kg. 

Tableau 21. Influence des extraits sur l'œdème à la carragéenine. 

Groupes de 

traitement 

Dose mg/kg 

p.o. 

Différence de volume moyen de l’oedème 

(patte gauche-patte droite) induit par la 
carragénine (ml) 

 
1h30 3h 6h 

Témoin  0.458 ± 0.003 0.71 ± 0.009 0.55 ± 0.002 

IND 10 0.06 ± 0.001* 0.113 ± 0.007* 0.135 ± 0.001* 

EM 300 0.375 ± 0.001* 0.473 ± 0.002* 0.426 ± 0.005* 

EM 500 0.318 ± 0.005* 0.363 ± 0.003* 0.325 ± 0.004* 

EA 300 0.273 ± 0.003* 0.34 ± 0.005* 0.291 ± 0.001* 

EA 500 0.2 ± 0.007* 0.251 ± 0.001* 0.235 ± 0.003* 

EH 300 0.22 ± 0.005* 0.26 ± 0.007* 0.24 ± 0.001* 

EH 500 0.123 ± 0.003* 0.158 ± 0.001* 0.136 ± 0.002* 
Notes: Les valeurs sont exprimées en moyenne ± S.E.M. (n = 6), extraits de fleurs C.arvensis, * p <0,05 statistiquement 

significatif par rapport au Médicament de contrôle et de référence indométhacine 10 mg / Ml. 

 

L'extrait N-héxanique a montré une réduction maximale et une inhibition de 

l'œdème de 51,08 et 71,43% à 300 et 500 mg/kg respectivement par rapport aux 

extraits aqueux et méthanoliques (48,26, 65,14 et 35,96, 52,63% 

respectivement) et similaires à l'indométacine standard à la dose de 10 mg/kg  

(72,36%) pendant les mêmes phases (figure 28). 

 

Figure 28 .Influence des extraits des fleurs de C .arvensis sur l'œdème à la carragèenine. 
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b. Œdème induit par traumatisme expérimentale 

L'effet anti-inflammatoire des extraits des fleurs de C.arvensis a été évalué sur 

l’œdème de la patte posterieure gauche chez le rat induit par traumatisme 

expérimentale. L'extrait N-hexanique a montré une réduction maximale et une 

inhibition de l'œdème de 63,38% et 76,33% à 300 et 500 mg/kg respectivement. 

Par_rapport_aux extraits aqueux (52,11% et 64,64%) et méthanoliques (33,38 et 

48,87%), et similaires à l'indométhacine standard à la dose de 20mg / kg par 

voie orale) de (86,89%) pendant la même phase (Tableau 22 et figure 29).  

Tableau 22. Influence des extraits sur l'œdème induit par traumatisme 
expérimentale 

Notes: Les valeurs sont exprimées en moyenne ± S.E.M. (n = 6), extraits de fleurs C.arvensis, * p <0,005 statistiquement 

significatif par rapport au Médicament de contrôle et de référence indométhacine 10 mg / mL 

 

Figure 29 . Influence des extraits des fleurs de C .arvensis sur l'œdème induit par traumatisme 

expérimentale. 

 

 

 

 

 

Groupes de 

traitement 

 

Dose mg/kg 

p.o. 

Différence de volume moyen de l’œdème 

(patte gauche-patte droite) induit par traumatisme 

expérimentale 

 1h30 3h 6h 

Contrôle  0.458 ± 0.003 0.71 ± 0.009 0.55 ± 0.002 

IND 10 0.06 ± 0.001* 0.113 ± 0.007* 0.135 ± 0.001* 

EM 300 0.375 ± 0.001* 0.473 ± 0.002* 0.426 ± 0.005* 

EM 500 0.318 ± 0.005* 0.363 ± 0.003* 0.325 ± 0.004* 

EA 300 0.273 ± 0.003* 0.34 ± 0.005* 0.291 ± 0.001* 

EA 500 0.2 ± 0.007* 0.251 ± 0.001* 0.235 ± 0.003* 

EH 300 0.22 ± 0.005* 0.26 ± 0.007* 0.24 ± 0.001* 

EH 500 0.123 ± 0.003* 0.158 ± 0.001* 0.136 ± 0.002* 
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c. Discussion  

Les extractions des plantes médicinales ont été utilisées pendant des milliers 

d'années dans le monde par de nombreuses civilisations. L'œdème de la patte de 

rat induite par le carragéenine et par traumatisme expérimentale est connu pour 

être sensible aux inhibiteurs de la cyclo-oxygénase et a été utilisé pour évaluer 

l'effet des agents anti-inflammatoires non stéroïdiens, qui inhibent 

principalement la cyclo-oxygénase impliquée dans la synthèse des 

prostaglandines (Crunkhorn P., 1971). Il joue un rôle majeur dans le 

développement de la deuxième phase de la réaction inflammatoire, qui est 

mesurée à la troisième heure (Di Rosa., 1971). L'activité anti-inflammatoire des 

extraits des fleurs de C.arvensis est attribuée à la  présence des constituants 

phytochimiques de ces extraits, y compris les terpénoïdes phénoliques, les 

tanins, les flavonoïdes; ces résultats confirment nos résultats précédemment 

publiés (Abudunia A-M, et al.2016), et cela est en accord avec de nombreuses 

études de la littérature rapportant que de nombreuses plantes contenant ces 

composés chimiques ont été connues pour posséder de puissantes propriétés 

anti-inflammatoires qui agissent par l'inhibition des voies de prostaglandine 

(Oyekunle AO., 2012). 
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7.2. Résultats de l’activité anti-diabétique  (in vitro)  

La capacité des extraits des fleurs de C.arvensis pour inhiber l'activité α-amylase, 

α-glucosidase et β-galactosidase (in vitro) a été étudiée et les résultats sont 

illustrés sur le tableau 23.  

Le résultat a montré que les extraits inhibent les enzymes α-amylase,  

α-glucosidase et β- galactosidase de façon dose-dépendante (416.16 à  

3333.33 µg/mL). Cependant, comme révélé par la CI50 : 573.37 ± 36.85 μg/mL, 

CI50= 848.83 ± 49.93 μg/mL et CI50= 1422.66±260.87 μg/ mL, La CI50 de l'extrait 

aqueux des valeurs respectivement, CI50= 1368.27 ± 9.14 μg/ mL,  

CI50= 1121.10 ± 6.42 μg/ mL et 2116.82±17.57 μg/mL ,  et pour la CI50 de 

l'extrait hexanique des valeurs respectivement, CI50=1955 ± 28.13 μg/ mL, 

CI50= 1722.59±22.42 μg/ mL, CI50=3156.98±58.17 μg/mL. Les résultats 

d'inhibition enzymatique (α-amylase, α-glucosidase et β-galactosidase) des 

essais d'inhibition ont montré que les extraits methanolique et aqueux sont de 

puissants inhibiteurs de ces enzymes, mais l'extrait hexanique présente l’effet 

inhibiteur le plus faibles comme représenté sur le tableau 23.  

Tableau 23.  Inhibition des enzymes digestives 

α-amylase inhibition 

 EA  EM  EH 

Conc (µg/ml) %INIB 
 

Conc (µg/ml) %INIB Conc(µg/ml) %INIB 

3333.33 80.59 1666.66 63.48 3333.33 77.00 

1666.66 73.06 833.33 49. 66 2220 62.47 

1110 40.57 416.66 36.05 1666.66 42.60 

α-glucosidase inhibition 

Conc (µg/ml) %INIB 
 

Conc (µg/ml) %INIB Conc(µg/ml) %INIB 

3333.33 84.50 1666.66 79.80 3333.33 79.75 

1666.66 71.54 833.33 46.05 2220 65.99 

1110 49.70 416.66 24.58 1666.66 48.37 

β-galactosidase inhibition 
Conc (µg/ml) %INIB 

 

Conc (µg/ml) %INIB Conc(µg/ml) %INIB 
 

3333.33 70.45 1666.66 84.04 3333.33 66.66 

1666.66 39.59 833.33 29.78 2220 35.62 

1110 24.49 416.66 14.49 1666.66 15.465 
 

 

Les drogues synthétiques comme l'acarbose, utilisé par les diabétiques dans la 

gestion de la glycémie postprandiale, présente des effets secondaires tels que la 

distension abdominale, la flatulence et éventuellement, de la diarrhée.  

Il a été suggéré que de tels effets indésirables peuvent être causés par l’inhibition 

excessive du pancréas α-amylase obtenue dans la fermentation bactérienne 
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anormal des hydrates de carbone non digérés dans le côlon.  

La présente étude a révélé la présence d’antidiabétique dans les extraits 

méthanoliques et aqueux de C.arvensis, tels que les composés phénoliques et 

flavonoïdes. Plusieurs autres familles de composé chimiques ont également été 

trouvées dans nos extraits qui sont des anthocyanes, les dérivés de l'acide 

caféique (Laouini., 2014).  

Parmi ces groupes phytochimiques de l'acide caféique et le composé phénolique 

qui a été rapporté pour augmenter l'absorption du glucose avec des effets 

secondaires minimes en accord avec la conclusion sur les composés phénoliques 

de C.arvensis, recommandée comme un régime de choix pour la gestion du 

diabète de type 2. 

Tableau 24. Valeurs CI50 (μg / mL) des extraits et contrôle positif 

Analyses Aqeuex N-N-

héxanique 

Méthanolique Acarbose Quercétine 

α- amylase 1368.27 ± 9.14 1955 ± 28.13 573.37 ± 36.85 396.42 ± 

5.16 

- 

α- 

glucosidase 

1121.10 ± 6.42 1722.59±22.42 848.83 ± 49.93 199.53 ± 

1.12 

- 

β-
galactosidase 

2116.82±17.57 3156.98±58.17 1422.66±260.87 - 246.90±1.90 

 

 

Figure 30 : CI50 de l’enzyme α- amylase  (μg / mL) des extraits  

et  de contrôle positif 
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Figure 31 : CI50 de l’enzyme α- glucosidase  (μg / mL) des extraits  

et de contrôle positif 
 

 

Figure 32 : CI50 de l’enzyme β-galactosidase  (μg / mL) des extraits  

et de contrôle positif 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Le présent travail est consacré à l’étude phytochimique et l’activité biologique et 

pharmacologique (antioxydante, antimicrobienne, cytotoxicité, anti-

inflammatoire et antidiabétiques) des extraits des fleurs de C.arvensis de la famille 

d’asteraceae, choisie sur la base de son usage traditionnel. Cette étude s’inscrit 

dans le cadre des travaux de recherche de l’équipe du Laboratoire de 

Biotechnologie (Med-Biotech).  

Pour ce faire, on a au préalable effectué un criblage phytochimique des métabolites 

secondaires contenus dans cette espèce de Calendula. La nature du composé 

chimique mis en évidence laisse prévoir des activités biologiques et 

pharmacologiques intéressantes. Il s’agit essentiellement des polyphénols, des 

flavonoïdes, des tanins et des saponosides contenus en majorité dans les fleurs de 

la plante. 

L’extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation 

des principes actifs. Elle dépend à la fois du solvant d’extraction et de la nature 

des composé à extraire. On a tenté, dans un premier temps, d’extraire les 

composés phénoliques totaux par extraction solide-liquide en utilisant trois 

solvants choisis de manière à solubiliser un maximum de composés.  

Les différents extraits obtenus ont été analysés quantitativement par 

spectrophotomètre UV-visible pour leur contenu en flavonoïdes et en 

polyphénols. Par ailleurs, on a démontré que le méthanol est le meilleur solvant 

extracteur des flavonoïdes et polyphénols contenus dans cette espèce. Dans un 

deuxième temps, on a cherché à obtenir un extrait enrichi en métabolites des 

flavonoïdes. Un protocole d’extraction a été optimisé afin de concentrer les 

composés dans un extrait adapté en réalisant des extractions successives avec des 

solvants de polarités différentes. 

L’identification chromatographique menée sur les extraits méthanolïque et 

aqueux a permis de caractériser les principaux composés phénoliques.  

Les grandes familles de composés ont été mises en évidence : dans l’extrait 

aqueux et méthanolïque de la variété, il s’agit d’acid caféique,  rutine, acide 

chlorogénique, acide vanillique. On remarque l’absence du pyrocatechol de  

l’acide caféique sous l’extrait méthanolique.  
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Ces principes actifs majeurs possèdent diverses activités biologiques et jouent un 

rôle reconnu dans le maintien d’un bon état de santé. 

L’évaluation de l’activité antioxydante (in vitro) de ces extraits a été réalisée par 

différentes méthodes, à savoir: le piégeage duradi callibre DPPH•, Pouvoir 

réducteur des ions ferriques (FRAP), le piégeage du radical–cation ABTS•+, 

l’inhibition du blanchiment du béta-carotène.  

On a constaté que les différents extraits bruts testés présentent des activités 

antiradicalaires et antioxydantes intéressantes, dépendantes du contenu en 

polyphénols totaux et en flavonoïdes, Ainsi, une relation linéaire a été établie : 

les extraits les plus riches en polyphénols et en flavonoïdes étant les plus actives. 

Cependant, l’intensité de l’activité antioxydante ne dépend pas uniquement de la 

teneur globale en polyphénols et flavonoïdes mais également de leur nature. 

Ainsi, on a trouvé une très forte inhibition de l’oxydation par l'extrait 

méthanolïque. 

Les extraits ont été également soumis à un criblage pour leur possible activité 

antimicrobienne (in vitro), contre 22 souches de bactéries pathogènes, 6 espèces 

fongiques de Candidas pp, en employant la méthode de diffusion en puits.  

On a constaté que les extraits méthanolique et N-héxanique sont plus actifs que 

de l’extrait aqueux avec des diamètres variant entre 8 et 22 mm.  

L’extrait méthanolique a montré une activité antibactérienne bactéricide sur 6 

souches parmi les 12 utilisées à savoir Rhodococcuss equi, Pseudomonas 

aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Proteus rettgeri MDR, Escherichia coli 1 et 

Escherichia coli 2, quant à l’extrait N-héxanique , il est bactéricide sur toutes les 

souches sensibles sauf Staphylococcus aureus MDL, L’activité antibactérienne des 

extraits organiques justifie en grande partie l’utilisation de cette plante dans  

la médecine traditionnelle marocaine pour le traitement des infections urinaires, 

,infections gastro-intestinales et des infections respiratoires.  

La présence d’une activité antibactérienne sur des souches multi-résistantes 

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa laisse conclure que les fleurs de 

C.arvensis pourraient être exploitées comme une source de nouvelles substances 

antibactériennes. Parcontre, les differents extraits n’ont montré aucune activité 

antifongique. 

L’évaluation des activités, cytotoxique, antidiabétique et  anti-inflammatoires, 
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montre que ces extraits, plus particulièrement l’extrait méthanolïque présentent 

des propriétés tres intéressantes. Une corrélation positive entre ces activités et 

les composés polyphénoliques a été trouvée. L’activité de l’extrait hexanique 

pourtant très peu concentrée en polyphénols et flavonoïdes, peut être attribué à 

d’autres substances (cires, acides gras, stérols, triterpènes, caroténoïdes, 

flavonoïdes aglycones hautement méthoxylés, coumarines) qui peuvent agir 

indépendamment ou en synergie. L’ensemble des résultats obtenus constitue une 

justification scientifique de l’usage traditionnel des fleurs de C.arvensis et 

confirme encore une fois la pertinence des remèdes traditionnels dans le 

traitement de nombreux maux.  
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Perspective  

Par consequent, il serait judicieux d’exploiter ces résultats sur plusieurs 

domaines:  

� Bioconservation : 

La bioconservation -ou biopréservation- vise à prolonger la durée de vie des 

aliments en maîtrisant la croissance des flores pathogènes ou d'altération par 

l'utilisation de flores protectrices.  

� Cosmétique: Fabrication en crèmes, lotions, gels, laits et pommades, et 

fabrication des produits anti-désechement ou anti-age. 

� Agroalimentaire comme conservateur et colorant. 

� Tester l’activité antidiabétique (in vivo), cette activité biologique répond 

l’usage  majeur  de la plante selon les résultats de l’enquête ethnobotanique. 

� Cette étude est en partie de l’usage traditionnel des plantes, mais aujourd’hui, 

avec la rapide dégradation de l’environnement suivie de la disparition de 

nombreuses espèces végétales, les études de pharmacognosie ne doivent plus se 

contenter uniquement des espèces qui font l’objet d’un usage traditionnel, mais 

de toutes les espèces disponibles au risque de laisser des composés qui resteront 

à jamais inconnues. 
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ANNEXES 
 

 Annex 1. Réactifs utilisés pour la révélation des composés recherchés 
Composés 

recherchés 
Procédure 

Alcaloïdes 

 

1 g du matériel végétal est mélangé avec 5 mL d’une solution 
de H2SO4 à 10%. Le mélange obtenu est mis sous agitation 
pendant 24 heures à température ambiante. Ce mélange est 
ensuite filtré et le volume complété avec de l’eau distillée à  
5 mL. 
1 mL du filtrat obtenu est mis dans deux tubes différents, 
puis 5 gouttes du réactif de Dragendorf sont ajoutées dans 
l’un des tubes et 5 gouttes de réactif de Mayer dans l’autre. 
L’apparition d’un précipité rouge orangé et blanc jaunâtre, 
respectivement, dans les tubes témoigne la présence des 
alcaloïdes. 

Flavonoids 

 

On a procédé à un mélange, à volume égal, de 5 mL d’infusé 
et d’alcool chlorhydrique (éthanol à 95°, eau distillée, acide 
chlorhydrique concentré (v/v/v)) dans un tube à essai. On a 
ajouté au mélange 1 mL d’alcool isoamylique et quelques 
copeaux de magnésium. La présence de coloration rose-
orangée (flavones), rose-violacée (flavonones) ou rouge 
cerise (flavonols) dans la couche surnageante du mélange 
indique la présence d’un flavonoïde libre (génine). 
On a ensuite effectué la réaction à la cyanidine sans ajouter 
les copeaux de magnésium puis on a chauffé le mélange au 
bain-marie pendant 15 minutes. Le développement d’une 
coloration rouge cerise ou violacée et d’une teinte brune 
rouge indique respectivement la présence de 
leucoanthocyane et de catéchols. 

Tanins 

 

Dans un tube à essai, on a introduit 1 mL d’infusé à 5 % et  
200 μL de solution aqueuse de FeCl3 à 1%. La présence des 
tanins galliques ou catéchiques se traduit par le 
développement d’une coloration verdâtre ou bleue noirâtre, 
respectivement. 
 

Anthraquinones 

 

Dans un tube à essai, introduire 1 ml de l’extrait et 1 mL de 
NH4OH dilué au demi. La coloration plus ou moins rouge 
indique la présence d’anthraquinones libres. 
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Composés 
recherchés 

Procédure 

Stérols et des 
triterpènes 

0.5 g de poudre végétale est mises en agitation avec 10 mL  
d’éther éthylique 
pendant 24 heures. Le mélange est ensuite filtré et ajusté à 
10 mL. 
La mise en évidence des substances stéroliques est effectuée 
par la réaction de Liebermann Büchard. 
1 mL de la solution étherique est évaporé à sec. Le résidu 
obtenu est repris par un mélange de 0.1 mL d’anhydride 
acétique et 0.1 mLde chloroforme. Cette solution est 
partagée entre deux tubes à essai ; le premier servira de 
référence alors que dans le 2ème tube on a introduit (dans le 
fond du tube) 0.1 mL de H2SO4 concentré. La formation d’un 
anneau rouge-brunâtre ou violet dans la zone de contact des 
deux phases et d’une coloration verte ou violette de la 
couche surnageante indique la présence des stérols et des 
triterpènes. 

Saponosides 

Le principe consiste à déterminer l’indice de mousse 
persistante pendant 20 min d’une décoction aqueuse à 5%. 
Dans une série de 10 tubes à essai numérotés de 1 à 10, 
introduire successivement 1, 2, 3,…,10 ml de décocté. Ajuster 
le volume de chaque tube à 10 ml avec de l’eau distillée. 
Chaque tube est agité horizontalement pendant 15 secondes 
puis laissé reposé pendant 15 min. On relève ensuite la 
hauteur de la mousse persistante en cm. Si celle-ci est 
inférieure à 1 cm dans tous les tubes, l’indice est moins de 
100. La dilution dans le tube où la hauteur de la mousse est 
égale à 1 cm représente l’indice recherché. 
Si elle est proche de 1 cm dans le Xème tube, on calcule 
l’indice de mousse par la formule suivante : 
I = hauteur de mousse (en cm) dans le Xème tube x 5 / 
0,0x 
La présence de saponines dans la plante est confirmée avec 
un indice supérieur à 100. 
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Annex 2. Relation classe chimique / Solvants (D’après Snyder 1979) 
 

Solvants 
 

Classe chimique 

 
 Solvants polaires 
- Eau 

- Méthanol 
- Ethanol 
 

 
 Substances très polaires 

- Alcaloïdes, sels 

- Oses et osides 

- Hétérosides 

-Flavonoïdes Hétérosides 

- Tanins  

  Solvants moyennement Polaires 

  - Isopropanol 

  - Acétonitril 

  - Dichloromethane 

  - Chloroforme 

  -Acetate d’éthyle 

 

 

 Substances moyennement polaires 

- Flavonoïdes aglucones 

- Saponines aglucones 

- Alcaloïdes bases 

- Huiles essentielles 

- Hydrocarbures 

 

 Solvants apolaires 

 - Ether éthylique 

 - Hexane 

 - Ether de pétrole 
 

 

 Substances apolaires 

 -Quinones 

 - Carotenoïdes 

 - Stérols 

 - Acides gras 
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Annex 3 : Préparation des milieux de culture antimicrobienne 
 

Milieu de 
culture 

Composition Préparation 

 

Mueller 

Hinton. 

(MH) 

 

 Macération de viande de 
bœuf : 

 300 ml Hydrolysat : 17,5 g 

 Amidon : 1,5 g Agar : 17 g 

 Pour préparer ce milieu, il faut peser 38 g de 
poudre et la mélanger avec 1L d’eau. 

Il faut par la suite homogénéiser le 

mélange en le chauffant dans un bain 

marie pendant quelques minutes. Enfin, 

il faut stériliser la gélose à l’autoclave à 121°C 
pendant 15 min. 

Répartir le milieu dans des boites de Pétri. 

 

Cystine 
Lactose 

Electrolyt 
Deficient. 

(CLED) 

 

 Peptone:4g Extrait de 
viande : 

 3g Peptone pepsique de 
viande : 

 4 g L-cystine : 0,128 g 
lactose : 

 10 g bleu de bromothymol 

0,02 g agar : 13 g 

 

 33 g de CLED sont dissous dans 1L 

d’eau distillée. Chauffés et 

homogénéisés quelques minutes dans un bain-
marie Stérilisés à l’autoclave à 121°C pendant 
15 min. Répartir le milieu dans des boites de 
pétri. 

 

Brain 
Heart 

Infusion 
broth. 
(BHI) 

 

Infusion de cervelle de veau 

: 12,5 g/L Infusion de cœur 

de bœuf : 5g/L Protéase-
peptone 

 10g/L Glucose : 2 g/L 

Chlorure de sodium : 5g/L 

Phosphate disodique : 
2,5g/L. 

 

  37 g de BHI sont dissous dans 1L 

 d’eau distillée. Chauffés et homogénéisés 

  quelques minutes dans un bain-marie  

 Stérilisés à l’autoclave à 121°C pendant 15 min. 
Répartir le milieu dans des tubes ou des flacons. 

Milieu 
Sabouraud 

Peptone : 10 g Glucose 
massé : 20 g Agar-agar:15 g 

Eau distillée (qsp) :  

1000 ml vitamines 

15 g de poudre de Sabouraud gélose sont  
dissous dans 1litre d’eau distillée. Il faut par la 
suite homogénéiser le mélange en le chauffant 
dans un bain marie pendant quelques minutes. 
Enfin, il faut stériliser la gélose à l’autoclave à 
121°C pendant 15 min. Répartir le milieu dans 
des boites de pétri. 
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RESUME 

Les travaux présentés dans cette thèse contribuent à la valorisation des  fleurs de 

C.arvensis  plante médicinale très connue dans la thérapie traditionnelle au 

Maroc. 

Les extraits des fleurs N-héxanique (EH) et méthanolïque (EM) ont été obtenus 

par soxhlet, celle de  l’extrait aqueux (AE)  par macération dans l’eau. 

Une analyse quantitative révèle que l’extrait méthanolique est le plus riche en 

polyphénols et en flavonoïdes totaux .L’identification chromatographique  

a permis de caractériser quatre grandes familles de composés phénoliques dont 

l'acide caféique est le représentant majeur. 

L’évaluation, in vitro  de l’activité antioxydante a montré que  des différents 

extraits présentent des activités antiradicalaires et antioxydantes intéressentes. 

Le criblage des extraits pour leur activité antimicrobienne a montré que 73 % 

des souches testées ont été inhibées par les extraits organiques et 13% par 

l’extrait aqueux. Les valeurs CMI de l’extrait méthanolique étaient de  

12,5-25 mg/mL  celles de l’extrait N-hexanique étaient de 6,25-12,5 mg/mL en 

étant  bactéricide pour toutes les bactéries tandis que les extraits méthanolique  

étaient bactécide sur 50% des souches sensible, Seul l’extrait méthanolique, qui a 

montré une activité antifongique sur Candida tropicalis 1 et Candida famata 1. 

L’étude de cytotoxicité, a révélé que les extraits méthanolique et  aqueux ont une 

activité sur les antimyéloïdes (CI50 de 31 mg/mL) 

Les propriétés anti-inflammatoires des extraits ont été étudiées par œdème 

induit par la carragéenine et par traumatisme expérimental, l'extrait N-

héxanique a montré une réduction significative de l’oedème  

L’étude de l’activité antidiabétique sur les enzymes (α -amylase, α –glucosidase 

et β- galactosidase) a montré que les extraits méthanolique et aqueux sont de 

puissants inhibiteurs de ces enzymes. 

Ces travaux permettent de postuler que les fleurs de C.arvensis  sont une source 

prometteuse de composés anti-oxydantes,antimicrobiennes, anti-inflammatoires 

et antidiabétiques. 

Mots clés : Calendula arvensis, screening phytochimique préliminaire, composés 

phénoliques, CLHP-DAD-MS, activités antioxydante, antimicrobienne, 

cytotoxicité, anti-inflammatoire et antidiabétique. 
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Abstract  
 

In this thesis our work contributes to the valorization of the flowers of C. arvensis 

this plant very known in traditional therapy in Morocco. 

The N-hexanic (HE) and methanolic (ME) extracts were obtained by soxhlet, 

while the aqueous extract (AE) was obtained by maceration in cold water. 

A quantitative analysis reveals that the methanolic extract is the richest in total 

polyphenols; total flavonoids. Chromatographic identification showed that four 

major families of phenolic compounds of which caffeic acid is the more 

representative. 

The in vitro evaluation of the antioxidant activity has shown that different 

extracts show interesting anti-radical and antioxidant activities.  

Screening of the extracts for their antimicrobial activity showed that 73% of the 

strains tested were inhibited by the organic extracts and 13% by the aqueous 

extract. MIC values of the methanolic extract were in between 12.5-25 mg / ml 

and those of the N-hexane extract were 6.25-12.5 mg /ml. being bactericidal for 

all bacteria while methanolic extract was bactericidal on 50% of bacterial tested, 

only the methanolic extract, which showed antifungal activity on Candida 

tropicalis 1 and Candida famata 1. 

The cytotoxicity study revealed that the methanolic and aqueous extracts have 

antimyeloid activity (IC 50 of 31 mg /ml. 

The anti-inflammatory properties of the extracts were studied by carrageenan-

induced oedema and by experimental trauma, the N-hexanic extract showed a 

significant reduction of oedema. 

The study of the antidiabetic activity on the enzymes (α -amylase, α -glucosidase 

and β-galactosidase) showed that the methanolic and aqueous extracts are 

powerful inhibitors of these enzymes. 

This work allows applying flowers of C. arvensis as a promising source of anti-

oxidant, antimicrobial, anti-inflammatory and anti-diabetic. 

Key words: Calendula arvensis, preliminary phytochemical screening, phenolic 

compounds, HPLC-DAD-M, activities, antioxidant, antimicrobial, cytotoxicity, anti-

inflammatory, antidiabetic. 
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  ملخص

تعتبر نبات طبي معروف لدئ العشابين في الطب  بالجمرة الدارجة يةالمغرب باللغةما يسمى  الآذريون الحقلي أو
  . الآلامفي علاج التهابات الحادة وتسكين نظراً لاهميتها استخدامها في العلاج ويتم التقليدي 

ك وذل )الجمرة( ةالمهم الزهور لهذه النبتة الطبيةفاعلية يهدف العمل المقدم في هذه الأطروحة للمساهمة في تقيييم  

   HPLC-.DAD-MS , الفيتوكيميائي والتعرف على بعض المركبات الفينولية بواسطة يالأول الفحصخلال من 

، ) سرطان الدم(  السرطانية النشاط المضادة للخلاياتقييم النشاط المضاد للأكسدة، والمضادة للميكروبات،  أَيْضًا
 . النشاط المضادة للالتهابات و مضادات  السكري

بعد ذلك قمنا  ,   بالعاصمة الرباط -من منطقة  سيدي العابد للدراسة بجمع النبتة ومن ثم قطفنا الزهور قمنالقد 
 (HE)  والهكسان لالميثانو  مستخلص هامة لها نسبة قطبية مختلفة وهي الزهور بثلاثة مذيبات باستخلاص

من خلال  (AE) خلص المائيمستال، في حين تم الحصول على  (Soxhlet)الأستخلاصجهاز  استخدامب (ME)و
 .النقع في الماء البارد

وهذا ما أكده التحليل الكمي  وجود بعض المركبات الكيميائية عنالأولي للمحتوئ الفيتوكيميائي للزهور ساعد التقييم 
 المستخلصات ، أن مستخلص الميثانول افضلالنتائج أضهرت، الإجماليةللبوليفينولات ومركبات الفلافونويد 

تم العثور . HPLC-DAD-MS التعرف الكروماتوغرافيومن خلال  .غنئ بمركبات الفينولات والفلافونيدا هوأكثر 
  .تمثيلاً  أن حمض الكافيك هو الأكثر لاحضنانا نعلى أربع مركبات رئيسية ، كما ا

الجذر  تثبيط: لقد تمت دراسة النشاط المضاد للأكسدة  للثلاثة المستخلصات بواسطة أربعة اختبارات ، وهي
  ، وتثبيط اكسدة ال)  (ABTS) ، تثبيط الجذر الحر  (FRAP) وخفض قوة أيون الحديديك .(• DPPH) -الحر

β   ،تم ملاحظة القدرة العالية المضادة للأكسدة  لمستخلص الميثانول والتي من خلال هذا كاروتين، وبالتالي
ومن . )حمض الغاليك وروتين(مع مضادات الأكسدة   تعتمد على محتوى الفلافونويدات والبوليفينول الكلي مقارنة

خلال هذه النتائج تبين لنا ان هناك  علاقة واضحة ؛ وضحت ان المستخلص الأكثر احتواء علي الفلافونيد 
  .فينول هو الأكثر فعالية وليوالب

البكترية لات ٪ من السلا 73 أظهرت النتائج أن نسبة ؛كما تم فحص المستخلصات لنشاطها المضاد للميكروبات
٪ منها تم تثبيطها بواسطة  13المختبرة تم تثبيطها بواسطة المستخلصات العضوية الميثانول والهكسان  و نسبة 

 في حين كانت. مل/ ملغ  25و  12.5من المستخلص الميثانول ما بين  MIC المستخلص المائي ، وكانت قيم

MIC وكذالك ، تبين لنا ان المستخلصات العضوية لها  . مل/ ملغ  .5212-  6.25لمستخلص الهكسان ما بين
  tropicalis 1 and Candida famata 1. Candida   نشاط  ضئيل  كمضاد للفطريات لنوعين هم

وبالإضافة إلى ذلك، أظهرت الدراسة ان  مستخلصات  الميثانول والماء تبين ان لها نشاط  ملوحظ ومهم كمضاد 
 .مل / ملغ  31هو  CI50 بيط النصفي لسرطان الدم ، وان التركيز للتث

لدراسة الفعالية المضادة للالتهابات عن طريق حقن مادة الكراجنيين  وأيضا عن طريق الضرب في اما بالنسبة 
   في حجم الورم تبين لنا ان المستخلصات العضوية الهكسان والميثانول ، أظهرت انخفاضا كبيرا  ،ارجل الفئران 

) P <0,05(   ملج 10ندوميثاسين الاالمضاد للالتهاب دواء بالمقارنة مع.  

، أظهرت ان مستخلص  غالاكتوزيدازبيتا و  از جلوكوزيد الفا الأميليز،   الفاالإنزيمات الهضمية ان دراستنا علي 
 .تلها تاثير ضعيف علي  جميع الانزيما كانالميثانول والماء لها تاثير مثبط فعال، بينما مستخلص الهكسان 

لها   وبالأخص مستخلص الميثانول  )الجمرة(  الحقليلآذريون ل ، نستنتج أن مستخاصات الزهور الإستنتاج

 . التي تم التحقيق منها من الامراض لكثير  في المعالاجات الدوائية  ومهم مستقبل واعد

، HPLC-DAD-MS،  ولآذريون الحقلي ، الفحص الاولي  الفيتو الكيميائي ، مركبات الفين  : كلمات البحث

  .المضادة لمرض السكرى. الأنشطة المضادة للأكسدة، الجراثيم، سمية الخلايا، مضاد للالتهابات
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