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La maîtrise des infections bactériennes devient complexe du fait que de nombreuses bactéries 
ont développé une résistance à la plupart des antibiotiques ce  qui a constitué un problème de 
santé important à l’échelle mondiale.  

 

Cependant, il y a une préoccupation concernant les effets indésirables des molécules 

synthétiques destinées à la lutte contre les infections bactériennes. Il semble donc important 

de trouver une alternative à l’utilisation des antibiotiques classiques. 

 

Les remèdes à base de plantes constituent une alternative dans les systèmes de soins primaires 

et donc, une voie prometteuse pour le développement des médicaments utilisés  

traditionnellement et améliorés. Pour en faire des molécules utilisables en thérapeutique (Al-

Hazimi et Al-khatan, 1992). 

 

Actuellement, l’intérêt pour les extraits des plantes grandit considérablement, ceci est dû à : la 

prise de conscience publique, qui va grandissante, à propos de l’abus de l’utilisation 

anarchique des antibiotiques qui induit à l’apparition rapide de résistance, les effets 

indésirables vis-à-vis de certains  produits synthétiques, le cout élevé des nouvelles génération 

d’antibiotiques, la pollution environnementale due à la non biodégradation des substances 

synthétiques comparées aux substances naturelles (El-Seedi et al., 2013). 

 

Notre travail est consacré à une plante médicinale locale Pulicaria odora, utilisée 

traditionnellement par la population maghrébine pour soulager certaines affections (plaies, 

blessures, ulcère gastrique).  

Plusieurs activité biologiques ont été rapportées de quelques espèces du genre Pulicaria, tel 

que la cytotoxicité de Pulicaria crispa et Pulicaria orientalis  (Al-Yahya et al., 1988; 

Awadh et al., 2001), activité antibactérienne de Pulicaria undulata et Pulicaria dysenterica 

(El-Kamali et al., 1998; Bahman et al.,2002), activité antispasmodique de Pulicaria 

glutinosa (Tanira et al., 1996), et l’effet antihistaminique de Pulicaria dysenterica (Mahfouz 

et al., 1973). Ainsi que deux études sur l’activité antibactérienne de l’huile essentielle de 

Pulicaria odora (Ezoubeiri et al., 2005; Hanbali et al., 2005). 

Ce travail et la première étude consacrée pour l’évaluation de l’activité antimicrobienne des 

composés phénoliques de Pulicaria odora. 
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Ce mémoire s’articule en deux parties : 

La première partie est consacrée à une synthèse bibliographique contenant trois chapitres, 

dont le premier décrit le matériel végétal étudié à savoir Pulicaria odora, son utilisation  et sa 

composition.  

Le deuxième chapitre explique les différentes activités biologiques des composés 

phénoliques.   

Le troisième chapitre est consacré aux techniques de séparation des composés phénoliques qui 

sont utilisés au cours notre étude. 

La deuxième partie est consacrée à une étude expérimentale divisée en trois parties :  

La première est l’analyse phytochimique qui  s’intéresse à la détermination des taux des 

polyphénols totaux et des flavonoïdes.  

La deuxième partie est consacrée à l’estimation de l’activité antimicrobienne avec la 

détermination des CMI, CMB et CMF.  

La troisième partie est consacrée à la séparation des composés phénoliques par CCM, puis sur 

colonne sèche sous vide, avec une analyse par RP-HPLC des fractions actives. 
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Pulicaria odora 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Chapitre I : Pulicaria odora 

Pulicaria est un genre appartenant à la famille des Astéracées, contenant  plus de 77 espèces à 

travers le monde (Algabr et al., 2012). De manière générale, ce genre n’est pas homogène du 

point de vue chimique. Toutefois, les sesquiterpènes et les flavonoïdes sont les produits les 

plus communs chez les espèces de Pulicaria déjà étudiées (Al-Hazimi et Al-khathlan, 1992). 

I. 1. Présentation de la famille Asteraceae 

Les Astéracées représentent 8 to 10% des espèces d’angiospermes, avec 1600-1700 genres, 

environ 24000 espèces (Petacci et al., 2012). 

Les plantes de la famille des astéracées sont principalement des herbes, vivaces (tubéreuses) 

ou non, mais aussi des arbustes ou sous-arbrisseaux, parfois des arbres, rarement des plantes 

aquatiques ou des plantes grimpantes ou des épiphytes (Gaussen et al., 1982). Les feuilles 

sont alternes, opposées ou basilaires, simples ou composées. Les inflorescences sont en 

capitule (s), simulant une fleur unique entourée de bractées formant l’involucre (Fig. 1) 

(Timbal et al., 1989). 

 Les fleurs sont tubulées actinomorphes ou ligulées zygomorphes (Fig. 2). Elles sont 

hermaphrodites ou unisexuées. Le calice est réduit avec un réceptacle du capitule nu, ou avec 

des paillettes entre les fleurs (Timbal et al., 1989). 

 

 
 

Figure 1 : Capitule avec bractées (Timbal et al., 1989). 
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Figure 2 : Type d’inflorescence de la famille des Astéracées. (a) fleurs toutes tubulées, (b) 

fleurs ligulées autour, tubulées au centre, (c) fleurs toutes ligulées (Timbal et al., 1989). 

 

I. 2. Description de Pulicaria odora 

I. 2. 1. Description botanique 

Pulicaria est une plante vivace à tige atteignant 20 à 90 cm de haut, dressée, simple ou 

rameuse au sommet. Elle est peu odorante malgré son nom, velue ou laineuse à souche 

tubériforme et émettant des fibres épaisses mais non des rejets (Quezel et Santa, 1963). 

 

Pulicaria n’a pas de stolons, des tiges plus ou moins à poils laineux, simples ou ramifiées, 

scarieuses, des feuilles basales à pétiole court, ovoïdes, pointues, verte en floraison. Les 

feuilles de la tige sont alternes, allongées, à demi engainantes, les feuilles inferieures 

auriculées, à dents glanduleuses, face supérieure verte, rugueuse, inferieure gris laineux. Les 

capitules sont isolés ou groupés par quelques-uns, 2-3 cm de large, à demi sphérique, 

pédoncule 3-15 cm de long, en haut épaissi, à bractées, involucre sur plusieurs rangées. Les 

feuilles de l’involucre sont linéaires, pointues, plus au moins laineuses et glanduleuses. Les 

fleurs sont linguiformes jaune or, dépassant l’involucre de 8mm, à tube jaune (Fig. 3). Les 

fruits vont jusqu’à 1,8 mm de long, entourés à la base d’une petite corolle membraneuse 

(Bayer et al., 1990). 
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Figure 3 : Pulicaria odora (Bayer et al., 1990). 

I. 2. 2. Nomenclature et classification 

Selon Emberger et Chadefaud (1960), le genre Pulicaria appartient à la famille des 

composteae, tribu des Inuleae qui contient 100 espèces (Ezoubeiri et al., 2005). 

Cette plante est connue au Maroc sous le nom d’Ouden El hallouf  (Hanbali et al., 2005). En 

Algérie, exactement en petite Kabylie, elle est connue sous le nom de ‘Ouden e’nadja’, 

cependant le nom ‘Ouden El hallouf’  est destiné pour une autre plante non utilisée 

traditionnellement. 

Nomenclature binomiale : Pulicaria odora (L.) Rchb (Quezel et Santa, 1963). 

Nom commun                  : Pulicaire odorante. 

Nom Kabyle                     : Amzough n’tixsi. 

 

La taxonomie de Pulicaria odora est résumée dans le tableau I. 

Tableau I : Taxonomie de Pulicaria odora. 

 

Règne  Plantae  
Division Magnoliophyta (Takht et Zimmerm, 1996) 
Classe Rosopsida (Jenens, 1788) 
Ordre Asterales (Lindl, 1833) 
Famille Asteraceae (Dumort, 1822) 
Genre Pulicaria (Gaertn, 1822) 
Espèce Pulicaria odora (L.) Rchb  
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I. 2. 3. Habitat et répartition géographique 

Pulicaria odora est une plante qui colonise les maquis, clairières et les essarts (Bayer et al., 

1990). Cette plante se trouve dans les lieux frais de la région méditerranéenne, Alpes-

Maritimes, Var, Bouches-du-Rhône, Pyrénées-Orientales, Corse, mais aussi en Espagne, 

Portugal, Italie et Afrique septentrionale. C’est une plante qui accepte quelques variations 

climatiques comme l'ensoleillement. Elle tolère aussi la variation de la texture du sol et la 

variation de pH (Bayer et al., 1990). En Algérie elle se trouve dans les lieux frais 

particulièrement dans la grande et petite Kabylie. 

I. 2. 4. Utilisation traditionnelle 

Pulicaria odora est une plante médicinale couramment utilisée en médecine traditionnelle 

dans le nord-africain pour traiter les douleurs de dos, les troubles intestinaux et les crampes 

menstruelles. Elle est également utilisée pour soigner les blessures et surtout pour guérir 

l’ulcère gastrique. 

Elle est aussi utilisée en Maroc comme remède traditionnelle appelé "Mssakhen", donné aux 

femmes après l’accouchement. Elle est considérée comme épice appréciée pour sa saveur 

pour parfumer le pain et la viande (Ezoubeiri et al., 2005). Selon Bellekhdar (1977), 

traditionnellement, les racines de cette plante sont utilisées pour leurs propriétés anti-

inflammatoires (Hanbali et al., 2005). 

I. 3. Substances bioactives de Pulicaria odora 

De nombreuses recherches ont été menées sur les différentes espèces du genre Pulicaria pour 

évaluer la composition de leurs huiles essentielles. Cependant dans ce terme il y’a qu’une 

seule étude menée sur Pulicaria odora (Hanbali et al., 2005).  

 

Les travaux de Williams  et al. (2003), ont conduit à la caractérisation et l’isolement des 

flavonoïdes vasculaires et ceux de la surface des feuilles de Pulicaria odora. Une autre étude 

d’Ezoubeiri et al. (2005), qui est complémentaire à celle de Hanbali et al. (2005), a permis 

d’isoler et caractériser deux nouveaux composés à partir de l’huile essentielle de Pulicaria 

odora, dont l’un est doué d’une forte activité antibactérienne.  

Aucune étude n’a été menée sur les polyphénols de Pulicaria odora, et leurs activités 

biologiques. 
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I. 3. 1. Huile essentielle de Pulicaria odora  

Une étude réalisée par  Hanbali et al. (2005), a montré que la distillation à la vapeur des 

racines de Pulicaria odora produit de l’huile jaune. L’analyse par chromatographie en phase 

gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS) de cette huile essentielle a indiqué 

qu’elle se compose d’un mélange de plus de 70 composés, donc cinq non identifiés. 

Cette étude a montré que l’huile de Pulicaria odora est riche en composés oxygénés, qui 

représentent 93,77% de l’huile. Le thymol (47,83%) et l’isobutyrate thymol (30,05%) ont été 

les principaux constituants. La teneur élevée en composés oxygénés peut expliquer l’odeur 

caractéristique et parfumée de l’huile essentielle de Pulicaria odora (Hanbali et al., 2005). 

La composition de l’huile essentielle de Pulicaria odora est résumée dans le tableau II. 

La séparation sur colonne chromatographique de gel de silice par Ezoubeiri et al. (2005),  a 

conduit à l’isolement de deux composés purs avec un rendement de 20,26% et 61,93% 

respectivement (Fig. 4). La structure du premier composé correspond au 2-isopropyl-4-methyl 

et le deuxième composé est l’acide isobutirique-2-isoproopyl-4-methyl-phenylester.  

 

Ce dernier représente le constituant majeur de l’huile essentielle de Pulicaria odora. Ces deux 

composés  peuvent être considérés comme des isomères du thymol isolés pour la première 

fois à partir du genre Pulicaria. Certains dérivés du thymol ont été déjà signalés dans d’autres 

espèces de Pulicaria (Ezoubeiri et al. 2005). 

 
Figure 4 : Structure du 2-isopropyl-4-methyl et de l’acide isobutirique-2-isoproopyl-4-

methyl-phenylester, isolés à partir de l’huile essentielle de Pulicaria odora (Ezoubeiri et al. 

2005). 
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Des tests d’activité antibactérienne ont été effectués par la méthode de diffusion. Cela a 

montré que l’huile essentielle et le composé 2-isopropyl-4-methyl-phénol de Pulicaria odora 

possèdent une activité inhibitrice contre toutes les souches testées (Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae, Streptococcus pyogenes et 

Candida albicans), à l’exception de Pseudomonas aeruginosa. Par contre le composé 

isobutirique-2-isoproopyl-4-methyl-phenylester s’est montré inactif vis-à-vis de toutes les 

souches testées (Ezoubeiri et al. 2005). 

I. 3. 2. Les flavonoïdes de Pulicaria odora 

Pulicaria odora diffère de toutes les autres espèces européennes étudiées par la production 

fortement élevée d’une série de dérivés du 6-hydroxy-keampferol méthyle, qui est le principal 

flavonoïde des feuilles et des inflorescences, et un composé complémentaire méthylé : éther 3, 

5, 6, 7, 4’-penta-méthyl. Un autre composé qui est le 3, 7, 4’-triméthyl de -hydroxy-

keampferol ether a été aussi retrouvé dans les feuilles de Pulicaria odora en quantité 

suffisante. Mais seules des traces des dérivés de la quercetagetine ont été détectés (Williams  

et al., 2003). 

 

Une analyse plus approfondie a montré que les glucosides de flavonols sont des constituants 

caractéristiques des flavonoïdes de Pulicaria odora, par contre aucun glucoside de flavone n’a 

été détecté. La quercétine 3-glucoronide est présente seulement sous forme de traces dans les 

inflorescences de cette plante (Williams  et al., 2003). 

 

Pulicaria odora est l’espèce unique qui est capable de produire le 7-glucoside de la patuletin 

(quercétine 6-méthyl ether), et le 6-hydroxy-keampferol ether, qui sont de couleur jaune, 

fluorescent à la lumière UV (Williams  et al., 2003). 
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Tableau II : Composition de l’huile essentielle de Pulicaria odora (Hanbali et al., 2005). 

Composé Indice de rétention Pourcentage 

Methylpropanoic acid 648 4.46 

Methylbutanoic acid 730 0.712 

α-Pinene 939 0.02 

Camphene 954 tr 

Benzaldehyde 960 tr 

5-Methyl furfural 964 tr 

6-Methy-5-hepten-2-one 986 tr 

β-Myrcene 992 tr 

α-Phellandrene 1006 tr 

α-Terpinene 1017 tr 

p-Cymene 1026 tr 

β-Phellandrene 1030 0.01 

1,8-Cineole 1031 0.01 

Benzylalcohol 1032 tr 

Artemesia ketone 1062 0.02 

Cresol 1076 0.02 

Linalool 1100 0.01 

Camphor 1149 0.03 

p-Cymene-8-ol 1189 0.03 

α-Terpineol 1192 0.02 

Thymol 1293 47.83 

Carvacrol 1302 2.78 

Modhephene 1384 0.05 

Epi-_-santalene 1447 0.11 

β-santalene 1460 0.02 

Thymol isobutyrate 1513 30.05 

Caryophyllene oxide 1583  0.24 
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Chapitre II : Activités des composés phénoliques 

II. 1. Rôles biologiques des composés phénoliques dans la plante 

Ces composés phénoliques sont synthétisés par les plantes, pendant leur développement 

normale et en réponse à certaines conditions de stress, telles que les radiations UV et 

l’infection par des phytopathogènes (Heim et al., 2002 ; Dembitsky 2005 ; Naczk et 

Shahidi, 2006). 

L’intégration du métabolisme phénolique dans le programme générale de développement d’un 

organe végétal pose en elle-même la question d’un rôle éventuel de ces substances. Il a été 

montré que les phénols seraient associés à de nombreux processus physiologiques : la 

croissance cellulaire, la différenciation organogène, la dormance des bourgeons, la floraison, 

la tubérisation. Ils sont impliqués lorsque la plante est soumise à des blessures et aboutissent à 

la formation au niveau de la blessure d’un tissu cicatriciel résistant aux infections. La capacité 

d’une espèce à résister à l’attaque des insectes et des micro-organismes et souvent corrélée à 

la teneur en composés phénoliques (Bahorun, 1997). 

II. 2. Propriétés pharmacologiques des composés phénoliques 

Les composés phénoliques sont actuellement l’objet de nombreuses études car il sont 

reconnus pour leur différentes activités biologiques (Trabelsi et al., 2010), et ils sont 

rapportés pour des propriétés pharmacologiques intéressantes et variées, à savoir leurs 

propriétés anti-inflammatoires (Vergé et al., 1999), anticancéreuse (Derbel et Ghadira, 

2005), anti athérosclérose (Halliwell, 2008), anti-agrégation plaquettaire (Martin et 

Andriantsitohaina, 2002), antiallergique (Cevallo-Casals et Cisneros-Zevallos, 2010), 

inhibitrice d’enzymes (Pietta 2000, Manthey et al., 2001), antioxydants et anti-radicalaires 

(Smail et al., 2010), antivirale (Nijveldt et al., 2001), antifongique (Harborne et Williams, 

2000) et antibactérienne (Kuete et al., 2010). 

II. 3. Composés phénoliques et activité antimicrobienne 

L’activité de ces substances vis-à-vis des microorganismes peut s’exercer selon des modalités 

extrêmement diverses. Certaines exercent leur activité en oxydant ou en dénaturant les 

protéines bactériennes (Shiota et al., 2004) ; d’autres ont un pouvoir plus spécifique  en 

altérant des structures membranaires ou en inactivant des composés ou des fonctions 

essentielles de la cellule (Awadh-Ali et al., 2001 ; Eldeen et al., 2005 ; Song et al., 2007). 
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De ce fait il sont bactéricides ou bactériostatiques selon les concentration (De Bruyne et al., 

1999 ; Alcaráz et al., 2000). 

En dehors de l’influence du caractère lipophile de la molécule, l’activité antibactérienne des 

composés phénoliques, notamment les flavonoïdes, dépend essentiellement de la longueur,  la 

ramification et la position de la chaine de substitution liée au noyau phénolique, mais aussi de 

la nature des substituants et du degré d’encombrement du noyau phénolique (Basile et al., 

1999 ; Alcaráz et al., 2000). 

II. 3. 1. Activité antimicrobienne des acides phénoliques 

Les plantes médicinales contenant des acides phénoliques se sont avérées efficaces contre les 

bactéries (Samy et Gopalakrishnakone, 2008). Les acides phénoliques (acide cinnamique, 

acide coumarique, acide caféique et férullique) ont montré une bonne activité contre les 

bactéries à Gram positif et seulement une faible activité contre les bactéries à Gram négatif 

(Escherichia coli, Salmonella enterica) à forte concentration (Rodrigeuz-Vaquero et al., 

2007a). 

Ces variations de sensibilité vis-à-vis des composés phénoliques purs peuvent refléter les 

différences au niveau structural de la surface des cellules entre les bactéries Gram positif et 

Gram négatif (Puupponen-Pimiӓ et al., 2005a). 

Les composés phénoliques purs et les différentes concentrations de trois variétés de vin ont 

été évalués pour leur effet sur la croissance de Listeria monocytogenes. L’acide caféique 

dérivé de l’acide hydroxycinnamique, était le plus puissant inhibiteur de sa croissance 

(Puupponen-Pimiӓ et al., 2005a ; Rodrigeuz-Vaquero et al., 2007a,b). 

Dans une étude menée par Chanwitheesek et al. (2007), l’activité antimicrobienne de 

l’extrait éthanolique de Caesalpinia mimosoides est attribuée à la présence d’une substance 

antimicrobienne active, l’acide gallique, qui a montré une activité contre Salmonella Typhi et 

Staphylococcus aureus avec des valeurs de CMI de 2,5 et 1,25 mg/ml, respectivement. 

L’hydrophobicité partiel de l’acide gallique lui permet d’agir efficacement ; en effet, il a 

perméabilisé la souche de Salmonella par déstabilisation de sa membrane externe, en 

chélatant les cations bivalents (Puupponen-Pimiӓ et al., 2005b).  

Il est démontré que la position et le nombre de groupements OH des acides phénoliques sont 

déterminants pour leur activité antimicrobienne et proportionnels à leur toxicité (Kuete et al., 
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2007). De plus, les phénols hautement oxydés, tels que les acides cinnamique et caféique, sont 

les plus toxiques (Cowan, 1999). L’acide gallique et l’acide protocatéchique ont trois et deux 

groupements hydroxyles dans leurs structures, respectivement, alors que l’acide vanillique a 

un seul groupement hydroxyle, et un groupement méthoxy. Le faible effet inhibiteur de 

l’acide vanillique comparativement au acides gallique et protocatéchique pourrait être dû à 

cette substitution (Rodrigeuz-Vaquero et al., 2007b). 

II. 3. 2. Activité antimicrobienne et mode d’action des quinones 

La littérature rapporte la toxicité des quinones pour des microorganismes pathogènes (Beattie 

et al., 2010 ; Yu et al., 2010), par leur propriétés de tannage et d’alkylation des protéines 

(Dietrich et Pour-Nikfardjam, 2009). En effet, une anthraquinone de Cassia italica, un 

arbre pakistanais, a montré un effet bactériostatique contre Bacillus anthracis, 

Corynebacterium pseudodiphtiricum et Pseudomonas aeruginosa, et bactéricide contre 

Pseudomonas pseudomalliae (Cowan, 1999). L’anthraquinone de Cassia occidentalis 

présente une activité antibactérienne contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus 

(Yadav et al., 2009). 

Les quinones peuvent se complexer irréversiblement avec des acides aminés nucléophiles des 

protéines, menant souvent à l’inactivation de ces protéines et à la perte de leurs fonctions. 

Pour cette raison, les effets antimicrobiens des quinones sont élevés et les cibles probables 

dans la cellule microbienne sont; les adhésines exposées en surface, les polypeptides de la 

paroi cellulaire et les enzymes membranaires. Les quinones peuvent également rendre des 

substrats indisponibles aux microorganismes (Cowan, 1999). 

L’effet bactéricide des extraits de plantes n’a pas été entièrement compris ; on croit que les 

composés actifs exercent des effets toxiques direct sur les microorganismes pathogènes 

(Nikitina et al., 2007). Dans le cas des phénols, cependant, les effets chimiques et 

biologiques sont connus pour être dus au système redox ; phénol/semiquinone/quinone ayant 

comme conséquence la formation d’une quinone plus active et d’un radical intermédiaire 

semiquinone qui constitue la molécule de base responsable des effets chimiques et 

biologiques des composés phénoliques. Les quinones peuvent former des complexes et font 

intervenir des réactions chimiques variées (Nikitina et al., 2007). Pour cette raison, les  

polyphénols et les produits de leur oxydation ont des propriétés inhibitrice d’enzymes 

(Nikitina et al., 2007). 
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Les hydroquinones et les quinones provenant d’Ircinia spinulosa ont été étudiées pour leur 

activité antimicrobienne. Par conséquent, des études sur la relation structure-activité ont 

indiqué que la longueur optimale de la chaine latérale des composés à activité 

antimicrobienne devrait être de 5-15 atomes de carbone, suggérant que l’activité maximale 

contre Staphylococcus aureus dépend du nombre d’atomes de carbone dans la chaine 

hydrophobe, des configurations des groupements fonctionnels et des doubles liaisons (Orhan 

et al., 2007). 

II. 3. 3. Activité antimicrobienne et mode d’action des coumarines 

Les propriétés antimicrobiennes et antivirales de plusieurs coumarines ont été rapportées 

(Wong et Kitts, 2006 ; Kuete et al., 2007 ; Samy et Gopalakrishnakone, 2008 ; Kong et 

al., 2010). L’association de l’acide hydroxycinnamique aux coumarines semble avoir une 

activité inhibitrice des bactéries à Gram positif. Selon Cottiglia et al. (2001) ; quelques 

composés appartenant à cette classe montrent une activité vis-à-vis de Staphylococcus aureus, 

Bacillus lentus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. 

Kuete et al. (2007), ont conclu, d’après une étude sur la relation structure-activité des 

coumarines, que le cycle supplémentaire « furo » augmente l’activité antimicrobienne des 

coumarines. De ce fait les coumarines à trois cycles ont une meilleure activité 

antimicrobienne que celles à deux cycles (Kuete et al., 2007).   

Il a été rapporté que les furocoumarines interagissent avec l’ADN et interrompent sa 

réplication (Wong et Kitts, 2006). La photoréactivation des furocoumarines (psoralène) 

contenues dans les plantes par les rayonnements UV présente des activités mutagènes ou 

même létales sur des microorganismes fongiques ou bactériens. L’activation des 

furocoumarines linéaires conduit tout d’abord à des réactions de cycloaddition sur les 

carbones C-3, C-4 et/ou C-4’, C-5’ avec les bases pyrimidine de l’ADN ou l’ARN ; ainsi, ils 

peuvent établir des liaisons croisées entre les paires de bases des acides nucléiques (Brunton, 

1999). La duplication des brins d’ADN ainsi que la traduction des ARN sont alors bloquées. 

L’activation des dérivés du psoralène conduit également à des cycloaddition sur les acides 

gras insaturés membranaires (Gravot, 2002). L’intercalation des psoralènes dans l’ADN est 

importante dans leurs effets photobiologiques (Dembitsky, 2008).  
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II. 3. 4. Activité antimicrobienne et mode d’action des flavonoïdes 

Une des fonctions incontestées des flavonoïdes est leur rôle protecteur des plantes contre 

l’invasion microbienne. Ceci n’implique pas seulement leur présence dans les plantes en tant 

qu’agents constitutifs mais également leur accumulation comme phytoalexines en réponse à 

l’attaque microbienne (Harborne et Williams, 2000 ; Peer et Murphy, 2006 ; Orhan et al., 

2007). 

La littérature rapporte que les flavonoïdes ont des cibles cellulaires multiples et peuvent viser 

différents composants et fonctions dans la cellule microbienne (Rodrigeuz-Vaquero et al., 

2007b ; Boban et al., 2010). Cushnie et Lamb (2005a), ont rapporté que les mécanismes 

antimicrobiens de plusieurs flavonoïdes pourraient être attribués à l’inhibition de la synthèse 

des acides nucléiques, l’inhibition de la fonction de la membrane cytoplasmique ou 

l’inhibition du métabolisme énergétique.  

Les flavonoïdes sont des substances antimicrobiennes efficaces conte une large gamme de 

microorganismes (Basil et al., 1999 ; Ghedira, 2005 ; Al-Momani et al., 2007 ; González-

Segovia et al., 2008 ; Orhan et al., 2010). Leur activité est probablement due à leur capacité 

à se complexer avec les protéines extracellulaires et à se complexer avec la paroi bactérienne. 

Les flavonoïdes les plus lipophiles peuvent également perturber les membranes bactériennes 

(Cowan, 1999). Plusieurs études ont rapporté l’effet inhibiteur de certains anthocyanines sur 

les bactéries (Lev-Yadun et Gould, 2009), et de la quercétine contre Helicobacter pylori in 

vitro (González-Segovia et al., 2008).  

La rutine, forme glycolysée de la quercétine, est la plus active des flavonoïdes avec une 

activité anti-Listeria (Rodrigeuz-Vaquero et al., 2007b). Les flavones sont de forts 

inhibiteurs des bactéries à Gram négatif, alors que les flavonoïdes contenant deux ou trois 

groupements hydroxyles sur les cycles A et B sont plus actifs contre les bactéries à Gram 

positif (Orhan et al., 2010). Rauha et al. (2000), ont rapporté que la quercétine et la 

naringenine sont actives contre Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus 

subtilis, Micrococcus luteus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. 

Le degré d’hydroxylation pourrait affecter l’activité des composés phénoliques. La 

myricétine ; flavonol (trois groupement hydroxyle sur le cycle B) était le seul composé qui a 

montré des effets inhibiteurs importants sur la croissance des bactéries lactiques provenant de 

l’appareil gastro-intestinal humain, aussi bien que pour Enterococcus faecalis et 
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Bifidobacterium, par contre, les salmonelles n’ont pas été affectées (Puupponen-Pimiӓ et al., 

2005a). De ce fait, le nombre de groupements hydroxyles sur le cycle B des flavonols et des 

flavones semble être associé à l’activité antimicrobienne (Puupponen-Pimiӓ et al., 2005a). 

Il est évident qu’une relation structure-activité existe entre divers flavonoïdes et leurs activités 

antimicrobiennes dans la plupart des cas (Orhan et al., 2007). Une étude comparative avec 

d’autre flavonoïdes a indiqué que la structure de base d’un flavonoïde avec un groupement 

hydroxyle libre en position 3, une double liaison entre 2 et 3, un groupement cétonique en 

position 4 et une structure qui permet au proton du groupement hydroxyle en position 3 de ce 

tautomériser en un composé 3-céto sont essentiels pour l’activité mutagénique des flavonols 

(Ong et Khoo, 1997). D’autre part, l’activité antimicrobienne de l’epigallocatéchine (EGC) a 

été liée à la présence de résidus galloyls dans sa structure (Taguri et al., 2006). 

Les résultats de l’étude de Tsuchiya et ses collaborateurs (1996), ont indiqué que 2’, 4’ ou 

2’, 6’-dihydroxilation du cycle B et 5,7-dihydroxylation du cycle A dans la structure du 

flavonone étaient importantes pour l’activité anti-MRSA. Alcaráz et al. (2000) ont également 

rapporté l’importance du groupement hydroxyle en position 5 des flavonones et des flavones 

contre cette même souche. De plus, ils affirment que les chalcones sont plus efficaces contre 

ces souches que les flavonones et les flavones, et que le groupement hydroxyle en position 2’ 

est important pour leur activité anti staphylococcique. Yamamoto et Ogawa (2002) ont 

rapporté que l’activité antibactérienne de la lutéoline contre Porphyromonas gingivalis 

(provoquant des parodontites) est due à la présence du groupement OH en position 3’ du cycle 

B. La substitution en position 6 ou 8 avec un groupe aliphatique à longue chaine C8 et C10 

augmente l’activité des flavonoïdes appartenant à la classe des flavane-3-ol (Stapleton et al., 

2004). En revanche, les substitutions par des groupements méthoxy diminuent largement 

l’activité antimicrobienne des flavonoïdes (Alcaráz et al., 2000). 

L’action des flavonoïdes sur la membrane cellulaire a été largement étudiée (Ikigai et al., 

1993 ; Tsuchiya et Iinuma, 2000 ; Caturla et al., 2003 ; Cushnie et Lamb, 2005b ; Poklar 

Ulrih et al., 2010). En effet, il a été démontré par Sato et ses collaborateurs que les chalcones 

2, 4, 2’-trihydroxy-5’-méthylchalcone peuvent induire la fuite de substances qui absorbent à 

260 nm chez S. mutans. Ces auteurs ont proposé que le 2, 4, 2’-trihydroxy-5’-méthylchalcone 

exerce son effet antibactérien en modifiant la perméabilité de la membrane cellulaire et en 

perturbant sa fonction (Sato et al., 1997). 

Chapitre II                                             Activités biologiques des composés phénoliques 

 

15 



 
 

Haraguchi et ses collaborateurs ont étudié le mode d’action antibactérien de deux 

rétrochalcones (licochalcones A et C) des racines du Glycyrrhiza inflata doués d’une activité 

inhibitrice contre les Gram positif. Les licochalcones se sont avérés de forts inhibiteurs de la 

consommation de l’oxygène chez les souches susceptibles, en plus ils ont démontré que les 

licochalcones A et C inhibent effectivement la NADH-cytochrome c réductase, mais pas le 

cytochrome c oxydase, NADH-CoQ réductase et NADH-FMN oxydoréductase. Donc ils ont 

suggéré que le site d’inhibition de ces rétrochalcones est entre le CoQ et le cytochrome c dans 

la chaine de transport des électrons de la chaine respiratoire bactérienne (Haraguchi et al., 

1998). 

Mirzoeva et ses collaborateurs ont conclu que les flavonoïdes de propolis provoquent une 

augmentation de la perméabilité de la membrane bactérienne interne et une dissipation du 

potentiel membranaire (Mirzoeva et al., 1997). Le gradient électrochimique des protons de 

part et d’autre de la membrane est essentiel pour que les bactéries maintiennent la capacité de 

synthèse d’ATP et le transport membranaire (Cushnie et Lamb, 2005a). Ces auteurs ont 

suggéré que l’effet du propolis sur la perméabilité membranaire et le potentiel membranaire 

peut contribuer énormément à son activité antibactérienne et peut diminuer la résistance des 

cellules à d’autres agents antimicrobiens, ce qui pourrait expliquer l’effet synergique qui 

produit entre le propolis et d’autres antibiotiques (Stepanovic et al., 2003). 

Les polyphénols de thé (TPP) extraits du thé vert coréen (Camellia sinensis) ont montré un 

effet bactéricide dose-dépendant sur E.coli. L’analyse des acide gras de la membrane 

cellulaire des cultures d’E.coli traité avec TPP a mis en évidence des changements 

uniquement des acides gras saturés et insaturés, tandis que l’analyse au microscope 

électronique à balayage a révélé la présence des perforations et des formes triangulaires 

irrégulières avec des surface froissées (rugueuses) des cellules traités avec les TPP (Cho et 

al., 2007).   

Zhang et Rock (2004) ont montré que l’EGCg est un puissant inhibiteur de β-ketoacyl-ACP 

réductase (FabG) et de trans-2-enoyl-ACP réductase (FabI), enzymes impliquées dans la 

synthèse des acides gras de type II d’E. coli. EGCg inhibe les deux enzymes d’une façon 

compétitive en se liant sur le site de fixation du cofacteur NADHP. L’EGCg inhibe aussi le 

complexe enzyme-cofacteur (FabG-NADHP) pour empêcher la liaison du substrat (Zhang et 

al., 2004). L’effet des flavonoïdes sur la synthèse des acides mycoliques a été confirmée par 

les travaux de Brown et ses collaborateurs qui ont observé l’inhibition de la croissance de 
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Mycobacterium bovis par l’inhibition de l’activité des enzymes FAS-I et FAS-II impliquées 

dans leur synthèse (Brown et al., 2007). 

Sudano Roccaro et al., (2004) ont constaté que l’EGCg peut inverser la résistance à la 

tétracycline dans les isolats de Staphylococcus. Cette interaction synergique agit par 

l’inhibition de l’activité des pompes d’efflux de la tétracycline dans la cellule bactérienne, 

induisant une plus grande rétention intracellulaire de l’antibiotique. Zhao et al. (2001) ont 

étudié 25 isolats de MRSA et ont trouvé que l’EGCg et les β-lactamines se fixent sur le même 

site ; ils ont observé un effet synergique entre eux contre cette souche, en interférant avec 

l’intégralité de la paroi cellulaire à travers une liaison direct au peptidoglycane. L’inhibition 

de l’activité de la pénicillinase a été également utilisée pour expliquer la synergie observée 

entre ces catéchines et la pénicilline chez les bactéries à Gram positif. Cependant, dans une 

autre étude  Zhao et al. (2003) n’ont observé aucune restauration de l’activité antibactérienne 

par la combinaison des β-lactamines et de l’EGCg contre les Gram négatif. Cela est peut être 

lié à la localisation des β-lactamases chez ces bactéries. 

L’activité antimicrobienne des flavonoïdes a été attribuée à l’inhibition de synthèse d’ADN 

(Shinozuka et al., 1988) et d’ARN (Ong et Khoo, 1997) et d’autres macromolécules. De 

plus, les composés phénoliques avec plus de trois 3-OH sont doués d’une activité 

antibactérienne (Ani et al., 2006). 

Plaper et ses collaborateurs ont rapporté que la quercétine se lie à la sous-unité GyrB de 

l’ADN gyrase de E.coli et inhibe ses activités ATPasique (Plaper et al., 2003). L’activité 

antibactérienne de la quercétine contre E.coli peut être en moins partiellement attribuée à 

l’inhibition de l’ADN gyrase (Ohemeng et al., 1993). Bernard et ses collaborateurs (1997) 

ont constaté que le flavonoïde glycolysé, la rutine, était un inhibiteur spécifique de la 

topoisomerase IV d’E.coli. Mori et ses collaborateurs (1987) ont prouvé que la synthèse de 

l’ADN a été fortement inhibée par des flavonoïdes (EGC) chez Proteus vulgaris, tandis que la 

synthèse d’ARN était la plus affectée chez S.aureus. Ces auteurs ont suggéré que 3’, 4’, 5’-

trihydroxy libre du cycle B et 3-OH libre des flavonoïdes étaient nécessaires pour leur activité 

antimicrobienne, ceci peut expliquer l’action inhibitrice sur la synthèse d’ADN et d’ARN. 
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II. 3. 5. Activité antimicrobienne et mode d’action des tannins 

Plusieurs travaux ont mis en évidence l’effet antimicrobien des extraits de plantes riches en 

tannins (Luthar, 1992 ; Puupponen-Pimiӓ et al., 2005a ; Al-Momani et al., 2007 ; 

Briones-Nagata et al., 2007 ; Cimolai et Cimolai, 2007, Liu et al., 2008 ; Shuaibi et al., 

2008 ; Kim et al., 2010). 

Les plantes riches en tannins ont une nature astringente et sont utilisées dans le traitement des 

désordres intestinaux tels que les diarrhées et les dysenteries, de ce fait exhibant une activité 

antimicrobienne (Sharma et al., 2009). Les tannins hydrosolubles sont plus toxiques que les 

tannins condensés et leur toxicité est liée à leur taille moléculaire (Frutos et al., 2004 ; 

Widsten et al., 2010). Okuda (2005) a démontré l’effet inhibiteur de plusieurs tannins 

hydrolysables sur Helicobacter pylori. 

Taguri et al. (2006) ont déduit que la présence de 3, 4, 5-trihydroxyphenyle (groupement 

pyrogallole) est liée à une forte activité antimicrobienne. Contrairement au gallotinnins, les 

ellagitannins sont plus difficiles à être dégradés par les microorganismes à cause de leur 

structure complexe (Scalbert, 1991 ; Min et al., 2008).  Puupponen-Pimiӓ et al. 

(2005b) ont trouvé que Candida albicans et Campylobacter jejuni sont sensibles aux extraits 

de mûrier, de framboise et de fraise et de toutes les baies, suggérant que les ellagitannins sont 

les principaux composés antimicrobiens qui sont à l’origine de cette activité. 

La propriété astringente des tannins peut induire leur complexation avec les protéines 

(Akiyama et al., 2001) par des interactions non spécifiques, telles que les liaisons hydrogènes 

et hydrophobes, aussi bien que la formation des liaisons covalentes. Ainsi, leur mode d’action 

antimicrobien peut être lié à leur capacité à inactiver les adhésines microbiennes, les enzymes 

et les protéines du transport membranaire (Karou et al., 2005 ; Samy et 

Gopalakrishnakone, 2008).  

Les tannins empêchent les substrats à traverser la paroi cellulaire, en diminuant sa 

perméabilité en formant des complexes avec les protéines de la paroi cellulaire. Ils sont 

également responsables des changements morphologiques de plusieurs espèces bactériennes 

(Goel et al., 2005). Jones et al. (2004) cité par Buzzini et al. (2007) ont postulé que la 

capacité des tannins à lier les polymères extracellulaires des bactéries pourrait être considérer 

à l’origine de l’activité observée. Néanmoins, malgré la formation des complexes avec des 

polymères extracellulaires, les pro anthocyanidines pénètrent dans la cellule en concentration 
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suffisante pour réagir avec un ou plusieurs composants internes et empêchent sélectivement la 

synthèse de la paroi cellulaire (Buzzini et al., 2007). 

 La complexation des tannins avec les ions métalliques dans l’environnement bactérien 

pourrait être aussi un mécanisme possible de leurs propriétés antimicrobiennes (Buzzini et 

al., 2007 ; Min et al., 2008). Akiyama et al., (2001) ont rapporté que l’acide tannique a une 

grande capacité à lier le fer et peut fonctionner comme un sidérophore (Akiyama et al., 

2001 ; Widsten et al., 2010). Ainsi, l’épuisement en métal peut affecter l’activité des 

métalloenzymes des cellules microbiennes et la séquestration des minéraux (cuivre, cobalt et 

fer) peut influencer leurs réactions  métaboliques (Scalbert, 1991 ; Puupponen-Pimiӓ et al., 

2005a). L’inhibition de la croissance des bactéries intestinales (B.fragilis, C. perfringens, 

E.coli et E. cloacae) par l’acide tannique est probablement liée à sa capacité élevée à lier le 

fer (Zaidi-Yahiaoui et al., 2008). 

La diminution de l’activité enzymatique en contact des composés phénoliques est liée à leurs 

liaison avec les sites actifs des enzymes ou la précipitation des protéines enzymatiques, les 

empêchant de ce fait d’atteindre leur substrats (Zaidi-Yahiaoui et al., 2008). Goel et al. 

(2005) ont suggéré que le changement conformationnel des enzymes en présence des tannins 

peut être une raison pour leur inhibition. La position et le nombre de groupements hydroxyle 

(OH) dans les tannins semblent être associés à leur toxicité relative pour les microorganismes, 

qui est proportionnelle au degré d’hydroxylation (Min et al., 2008). 

L’activité antimicrobienne peut être aussi liée à l’empêchement de l’adhésion des bactéries 

aux cellules épithéliales, qui est une étape préalable à la colonisation et à l’infection de la 

plupart des microorganismes pathogènes (Puupponen-Pimiӓ et al., 2005a ; Puupponen-

Pimiӓ et al., 2005b ; Dietrich et Pour-Nikfardjam, 2009). En effet Cimolai et Cimolai 

(2007) ont montré que les pro anthocyanidines de la canneberge ont une action antiadhésive 

sur E.coli (Cimolai et Cimolai, 2007) et sur Helicobacter pylori (Burger et al., 2002). 

 

Akiyama et al. (2001) ont examiné l’action antibactérienne de plusieurs tannins sur la 

coagulation du plasma par S.aureus. Ils ont suggéré que le mécanisme d’action antibactérien 

passe par l’inhibition de la formation des fibrines par S.aureus. Ils ont observé que l’acide 

tannique inhibe la croissance de toutes les bactéries testées, mais l’acide gallique et l’acide 

ellagique n’inhibent aucune d’entre elles. De ce fait, ils ont conclu que la liaison ester entre 
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l’acide gallique et le glucose (pour former l’acide tannique) était importante pour le potentiel 

antimicrobien de ces composés (Akiyama et al., 2001 ; Widsten et al., 2010). 
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I. Matériel végétal 

I. 1. Collecte de la plante 

La partie aérienne de Pulicaria odora a été récoltée de son milieu naturel au mois de juin 

2011 entre 7h et 9h du matin dans la région d’Ain-skhoune, (W) de Bejaia. L’identification 

est faite selon Quezel et Santa (1963), au niveau du laboratoire de biologie végétale de 

l’université de Bejaia. 

           

Figure 6 : Photos de Pulicaria odora dans son milieu naturel. 

I. 2. Préparation de l’échantillon 

Les feuilles de Pulicaria odora sont soumises à un triage (pour éliminer les feuilles 

endommagées ou attaquées par des microorganismes), et un lavage à l’eau de  robinet (2 à 3 

fois), les feuilles sont ensuite séchées à l’air libre à l’abri du soleil pendant 2 mois. Elles   sont 

par la suite broyées à l’aide d’un broyeur (Janke et Kunkel, IKA labortechnik). La poudre est 

conservée dans des bocaux à l’abri de la lumière et de l’humidité. 
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II. Extraction des composés phénoliques 

L’extraction est réalisée par la méthode de macération dans différents solvants (Ethanol, 

méthanol, acétone) ayant différentes polarités (100, 70 et 50%) selon le protocole de 

Djeridane et al., 2006. 1g de poudre de Pulicaria odora est additionné de 50 ml de solvant, la 

macération est faite  pendant 24 heures au bain marie agitateur, à 35°C. Après cela l’extrait 

est soumis à une centrifugation à 3000g /min pendant 5 minutes (Hettich MIKRO 120) et une 

filtration, le filtrat obtenu est ensuite séché à l’aide d’un appareil rota vapor à 40°C. L’extrait 

est reconstitué dans le méthanol absolu à une concentration de 50 mg/ml et conservé à 4°C à 

l’abri de la lumière (Fig. 7). 

 

Figure 7 : Schéma d’extraction des composés phénoliques. 

Le rendement de l’extraction est calculé par la formule suivante : 

% d’extraction= [(P1-P0) /E] ˟ 100 

Avec : 

P0 : poids du bécher vide (g). 

P1 : poids du bécher après évaporation (g). 

E : poids de l’échantillon (g) (Djeridane et al., 2006) 
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III. Analyse phytochimique 

III. 1. Dosage des polyphénols totaux 

Il est réalisé selon le protocole de Stanisavljević et al. (2009): 1,23 ml de réactif de Folin-

Ciocalteu (dilué à 1/10 dans l’eau distillée) est ajouté à 0,25 ml d’extrait (dilué à 1/100 dans le 

méthanol absolu). Apres 2 minutes, 1ml de Na2CO3 (7,5%) est ajouté, le mélange réactionnel 

est incubé dans le bain-marie (memmert) à 50°C pendant 5min, puis refroidi rapidement dans 

la glace. Un témoin est réalisé dans les mêmes conditions en remplaçant l’extrait par le 

méthanol. L’absorbance est mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre (Zuzi 4111 RS) à 760 

nm. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de 

matière sèche (mg Eq AG/ g de matière sèche) en comparant avec une courbe d’étalonnage 

standard de l’acide gallique (Fig. 8).  

 

Figure 8 : Dosage des polyphénols totaux. 

III. 2. Dosage des flavonoïdes 

Il est réalisé selon le protocole de Djeridane et al., 2005 : un volume de 1ml de l’extrait 

(dilué à 1/100) est ajouté à un volume égal de AlCl3 (2%), après 15 min de réaction à 

l’obscurité les absorbances sont mesurées à 430 nm (Fig. 9). Le témoin est préparé en 

remplaçant l’extrait par le méthanol. La courbe d’étalonnage est tracée en utilisant la 

Etude expérimentale                                                                          Matériel et méthodes 
 

23 



 
 

quercétine comme standard et les résultats sont exprimés en mg équivalent quercétine par g de 

la matière sèche (mg EQ/g matière sèche).  

 

Figure 9 : Schéma du dosage des flavonoïdes. 

IV. Etude de l’activité antimicrobienne 

IV. 1. Les souches testées 

Les extraits de Pulicaria odora sont testés à l’égard de 4 souches bactériennes (Escherichia 

coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria innocua CLIP 74915 et 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) et 3 souches fongiques (Aspergillus flavus 2CA 936, 

Aspergillus niger NRRL 391 et Trichoderma reesei ATCC 76765). 

IV. 2.  Standardisation des inocula 

   a) Souches bactériennes 

Pour assurer leur pureté, les souches bactériennes sont repiquées successivement sur les 

milieux suivant : EMB pour Escherichia coli, Chapman pour Staphylococcus aureus, BCP 

pour Pseudomonas aeruginosa et sur gélose nutritive pour Listeria innocua. 

A partir des cultures jeunes (18-24 heures) des suspensions bactériennes sont préparées à 

une absorbance entre 0,08 et 0,10 équivalent à 106-108 UFC/ml (Communiqué du CA-

SFM, 2010).  

   b) Souches fongiques   

A partir d’une culture de 3 jours sur milieu Pomme de terre Dextrose Agar (PDA) des 

suspensions sporales sont préparées en coulant 5ml de Tween 20 (0,1%) sur chaque boite de 
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Pétri. Ensuite un comptage des spores est réalisé en utilisant la cellule de Malassez. Les 

suspensions sont ajustées à une concentration de 1-5.106 spores/ml ( Rodriguez-Tudela, 

2003). 

 

IV. 3. Test d’activité antimicrobienne 

20 ml de gélose Muller-Hinton sont coulés dans une boite de Pétri, après solidification la 

gélose est ensemencée par écouvillonnage à partir des suspensions microbiennes. 20 μl de 

chaque extrait de Pulicaria odora (reconstitué dans le DMSO à 1%) sont  déposé sur la 

surface de la gélose (Stein et al., 2005). Après une pré-incubation à 4°C pendant 3 heures, les 

boites sont incubées à 37°C pour les souches bactériennes et à 30°C pour les souches 

fongiques. Les diamètres des zones d’inhibition sont mesurés après 18-24h (Salie et al., 

1996)(Fig. 10). Le test du témoin négatif est effectué en remplaçant l’extrait par le DMSO à 

1%, et les tests des témoins positifs sont réalisés en utilisant des solutions de l’acide gallique, 

l’acide tannique et la quercétine à des concentrations de 50mg/ml. 

Figure 10 : Schéma du test de l’activité antimicrobienne. 

IV. 3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) 

L’extrait montrant la meilleure activité antimicrobienne, a subit des dilutions successives (1/2, 

1/4, 1/8, 1/16, 1/32 et 1/64) afin de déterminer la faible concentration donnant une zone 

d’inhibition, en mettant 20 μl de chaque dilution sur une gélose préalablement ensemencée 

par les souches décrites précédemment (Urzua et al., 1998)(Fig. 11). 
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Figure 11: Schéma de détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI). 

IV. 4. Détermination des concentrations minimales bactéricides CMB et fongicides CMF 

La CMB est la concentration de la substance antimicrobienne permettant d’obtenir, après 18 à 

24 heures d’incubation à 37°C, 0,1% de germes, c’est-à-dire une bactérie pour 1000 de 

l’inoculum initial (Rodríguez-Vaquero et al., 2010). La surface de chaque zone d’inhibition 

1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 et 1/64 (Test de CMI) est raclée à l’aide d’une pipette Pasteur. En 

suite des tubes de bouillon nutritif pour les bactéries, et de milieu Sabouraud pour les 

champignons sont ensemencés. Les tubes sont incubés à 37°C pendant 24h. Le tube contenant 

aucune croissance (pas de trouble) est déclaré comme contenant la CMB ou CMF (Fig. 12). 

 

Figure 12: Détermination des concentrations minimales bactéricides CMB et fongicides 

CMF. 
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V. Séparation des composés phénoliques  

V. 1. Détermination du meilleur système de séparation par CCM 

26 combinaisons de systèmes solvants en utilisant cinq solvant, ont été testés pour leur 

aptitude à séparer les composés phénoliques de l’extrait de Pulicaria odora, à savoir : Ether 

de pétrole/méthanol (1/1, 5/3, 8/3, 5/1, 2/1), Hexane/méthanol (8/3, 5/1, 2/1), Ether de 

pétrole/Chloroforme/Acétate d’éthyle (2/2/1, 2/3/1, 1/1/3), Chloroforme/Acétate d’éthyle (3/1, 

2/5), Chloroforme/Acétone (1/4, 1/2), Ether de pétrole/Acétate d’éthyle (1/2, 1/4, 1/3), Ether 

de pétrole/Méthanol (1/4, 1/3), Ether de pétrole/Chloroforme (5/1, 3/1, 3/2), Hexane/Acétate 

d’éthyle/Méthanol (5/1/1, 5/0,5/1), Hexane/Chloroforme/Acétate d’éthyle (1/3/1). 

Le meilleur système sur CCM est destiné pour la chromatographie sur colonne sèche. La 

CCM est réalisée selon le protocole de Kannan et al. (2010) comme suit :  

1. La cuve est remplie par le système solvant, jusqu'à que ce dernier atteigne 5 mm de 

hauteur. 

2. La cuve est laissée pendant 30min, pour qu’elle soit saturée par la vapeur de la phase 

mobile.  

3. La ligne de départ est tracée soigneusement  à 1 cm de l’extrémité de la plaque en utilisant 

une règle. 

4. En utilisant une micro capillaire ou une micro pipette, les spots sont déposés soigneusement     

sur la ligne de départ. 

6. La migration est arrêtée lorsque le solvant atteint 1cm de l’autre l’extrémité de la plaque 

(Fig. 13).  

7. Les spots sont révélés en utilisant la lampe à UV  à une longueur d’onde de 254 et 365 nm. 
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Figure 13 : Séparation des composés phénoliques par CCM. 

V. 2. Chromatographie sous vide sur colonne sèche     

V. 2. 1. Préparation de la colonne 

La  colonne est préparée selon le protocole de Pedersen et Rosenbohm (2001), comme suit : 

1. 15 g du gel de silice 60 Merck 15111 (15–40 μm) est pesé. Des lignes directrices suggérées 

sont présentés dans (Tableau I, Annexe I). 

2. Le dispositif utilisé est représenté dans la figure 14 : 
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Figure 14 : Dispositif utilisé pour la chromatographie sous vide sur colonne sèche. 

3. La colonne est remplie par la moitié de la quantité du gel pesée. 

4. Le gel subit une vibration pour qu’il soit bien tassé  en mettant le dispositif sur le vortex 

(Fig. 15).  

                        

Figure 15 : Tassement de du gel. 

Remplacé par le papier 
parafilm pour faciliter la 

manipulation. 

Après vibration, 
le gel est bien 

tassé. 
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5. Le reste du gel est ajouté dans la colonne. Une autre vibration est indispensable pour avoir 

une phase stationnaire homogène.  

6. Le  dispositif est bien fermé en utilisant le papier parafilm, ensuite la pompe à vide est mise 

en marche. Ce qui permet la condensation du gel. 

7. Le gel est soigneusement compressé sur tout le pourtour de l’entonnoir en utilisant une 

spatule ou un bouchon en verre (Fig. 16).  

 

Figure 16: Colonne sèche prête à l’utilisation. 

 

V. 2. 2. Application de l’échantillon  

1. 1ml de l’extrait (200mg/ml) est mélangé  avec une petite quantité de gel de silice.  

2. Après évaporation du solvant dans l’étuve à 37°C pendant quelques minutes, l’échantillon 

est déposé au haut de la colonne sous forme d’une couche mince en utilisant une spatule. 

3. la couche mince est ensuite compressée en appliquant le vide comme dans l’étape de 

préparation de la colonne 

V. 2. 3. Préparation de la phase mobile (Système éluant)  

1. La colonne est éluée par un gradient de polarité  en utilisant le meilleur  système de 

séparation sur CCM. 
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2. Le gradient est préparé en ajoutant le solvant le moins polaire en premier, et en augmentant 

la polarité avec des pas 5% comme suit (Tableau III) :  

Tableau III: Gradient descendant du système d’élution. 

N° de tube Solvant Proportions V/V (ml) 
1 Ether de pétrole 10 
2 Ether de pétrole/Chloroforme 9,5/0,5 
3 Ether de pétrole/Chloroforme 9/1 
4 Ether de pétrole/Chloroforme 8,5/1,5 

Et ainsi de suite jusqu’à l’obtention de la combinaison Ether de pétrole/chloroforme 0/10, en 

suite un gradient similaire est préparé en utilisant le chloroforme et acétate d’éthyle. 

V. 2. 3. Elution  

1. Avant d’ajouter l’échantillon il est indispensable de faire passer le solvant le plus apolaire à 

travers la colonne (dans notre cas 50 ml l’éther de pétrole), en utilisant la pompe à vide (Fig. 

17).  

 

Figure 17 : Pré-élution de la colonne. 

2. Après le dépôt de l’échantillon au haut de la colonne, l’élution est réalisée en passant le 

gradient par ordre ascendant de polarité (Fig. 18). 

Un trait horizontal : un indice 
sur le bon tassement du gel. 
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Figure 18 : Elution des composés phénoliques. 

3. Des fractions de 10 ml sont récupérées dans des tubes à essai. 

4. Les fractions récupérées sont, ensuite séchées à l’étuve à 40°C.  

5. Les fractions sèches sont reconstituées dans le DMSO à 1% pour réaliser les tests d’activité    

antibactérienne.  

V. 3. Analyse des fractions actives par HPLC 

Les fractions ayant une activité antibactérienne ont subi une analyse par HPLC sous les 

conditions suivantes :  

Appareille: HPLC (LC-20AT Shimadzu) 

Colonne : Nucleosil 100-5 C18 (phase inverse). 

Détecteur : UV/VIS SPD-201V Prominence.  

Longueur d’onde : 254 nm. 

Phase mobile : méthanol/eau (60/40 v : v). 

Débit : 0,5 ml/min. 

Echantillon : 5μl de chaque fraction, sont déposés dans l’injecteur. 

VI. Analyses  statistiques 

Les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont faites par le test 

ANOVA suivi du test HSD. Les différences sont considérées statistiquement significatives au 

seuil de p<0,05. 
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Résultats et discussion 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

I. Rendement de l’extraction des composés phénoliques 

La macération de la poudre de Pulicaria odora (feuilles) dans différents solvants organiques, 

a donné un extrait de couleur vert foncé avec le méthanol et l’éthanol, et un extrait de couleur 

marron foncée avec l’acétone. Les résultats ont montré que le rendement d’extraction varie 

entre 3,66 % et 32,66 %. La valeur maximale est enregistrée pour le méthanol 50%, et la 

valeur minimale pour l’acétone 100% (Fig.19). 

 

 

           Figure 19 : Rendement d’extraction des composés phénoliques de Pulicaria odora. 

Alzoreky et Nakahara (2003), qui ont utilisé l’acétone et le méthanol tamponné pour 

l’extraction des composés phénoliques de Pulicaria orientalis, ont obtenu des taux 

d’extraction de 8 et 6 % respectivement. 

Des valeurs plus basses ont été retrouvées par Mothana et Lindequist (2005), avec l’espèce 

Pulicaria stephanocarpa, en utilisant le chloroforme, le méthanol et l’eau (1,40, 2,98 et 2,20 

% successivement). 

En effet, l’efficacité de ce type d’extraction est susceptible d’être influencée par plusieurs 

facteurs comme la température, le temps de la macération et le type de solvant utilisé, car ils 
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sont capables de modifier le transfert de la matière dans l’extraction solide-liquide (Pinello et 

al., 2005).  

Les solvants alcooliques sont capables d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires en 

facilitant l’extraction d’un plus grand nombre de molécules polaires, de moyenne et de faible 

polarité (Seidel, 2005).  

II. Analyse phytochimique 

II. 1. Dosage des polyphénols totaux 

La teneur en polyphénols totaux des feuilles de Pulicaria odora, a été déterminée à partir 

d’une courbe standard en utilisant l’acide gallique comme étalon de référence (Annexe III).  

Selon les résultats, le taux le plus élevé des polyphénols totaux est obtenu avec l’éthanol 

100% suivi par l’acétone 100%, avec des valeurs de 158,38 ± 0,60 et 128,27 ± 5,41 mg Eq Ac 

gallique/g respectivement, tandis que le taux le plus bas est enregistré pour le méthanol 50% 

avec une valeur de 62,48 ± 3,66 mg Eq Ac gallique/g (Fig. 20). 

 

Figure 20 : Teneur en polyphénols totaux des différents extraits de Pulicaria odora. 

Marwah et al. (2007), ont obtenu des valeurs très inférieures à nos résultats avec Pulicaria 

crispa et Pluchea arabica, soit 96.6  et 76.9 mg Eq Ac gallique par gramme d’extrait sec, ces 

résultats ont été obtenus, en réalisant deux extractions successives avec le chloroforme et le 

méthanol aqueux à 20%, pendant deux semaines pour chaque extraction, en utilisant toute la 

plante et non pas les feuilles uniquement. 
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Une autre étude réalisée par Petacci et al. (2012), sur les feuilles de 12 espèces d’Asteraceae 

a donné des valeurs allant de 32.65 (Lychnophora ramosissima) à 147.97 mg Eq Ac gallique 

par gramme d’extrait sec (Lychnophora ericoides), en utilisant l’éthanol comme solvant 

d’extraction. 

Le taux de polyphénols varie selon la partie de la plante étudiée (Bouayed et al., 2007), ceci 

est expliquée par le fait que les polyphénols sont plus présents dans les cellules 

photosynthétiques (Škerget et al., 2005), pour lutter contre les insectes et l’invasion 

microbienne (Harborne et Williams, 2000).   

Djeridane et al. (2006), ont trouvé que l’abondance des  polyphénols dans les feuilles est 

caractéristique de la famille des astéracées. 

Selon Albano et Miguel (2011), des concentrations en composés phénoliques similaires 

peuvent être trouvées dans différentes plantes, en particuliers si elles font partie de la même 

famille, d’après les résultats obtenus dans notre cas avec Pulicaria odora, cette plante est peut 

être considérée comme la plus riche en composés phénoliques par rapport aux autre espèces 

étudiées du genre Pulicaria. 

L’analyse statistique de ces données a montré que, l’éthanol 100% est le meilleur solvant pour 

l’extraction des polyphénols totaux de Pulicaria odora, suivi par l’acétone 100%, et en 

dernier le méthanol 100%, avec une différence très hautement significative (p < 0,0001) 

(Annexe IV). 

II. 2. Dosage des flavonoïdes 

La teneur en flavonoïdes est déterminée à partir d’une courbe d’étalonnage utilisant la 

quercétine (Annexe III). 

Les résultats du dosage des flavonoïdes ont montré que l’extrait de l’éthanol 100 %  a donné 

la concentration la plus élevée (23,96 ± 1,55 mg Eq Quercétine/g), suivi par celui du méthanol 

100% avec une valeur de 17,47 ± 1,65. Cependant, la valeur minimale est notée pour l’extrait 

du méthanol 50% (6,12 ± 0,62 mg Eq Quercétine/g) (Fig. 21).  
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            Figure 21 : Teneur en flavonoïdes des différents extraits de Pulicaria odora. 

Conforti et al. (2009), ont trouvé des valeurs allant de 7,49 à 32,9 mg Eq Quercétine/g de 

matière sèche, en utilisant les feuilles de cinq espèces de la famille des astéracées, et l’éthanol 

aqueux à 70% pour l’extraction. 

Dans l’étude de Liu et al. (2008), des valeurs proches de nos résultats ont été retrouvées dans 

trois espèces  de la famille des Asteraceae (de 24,26 à 28,35) en utilisant l’éthanol à 60% pour 

l’extraction. 

D’autres études ont suggéré la richesse en flavonoïdes des espèces végétales appartenant à la 

famille des Astéracées (Bohm et Tod, 2001). 

Le traitement des résultats par le test des comparaisons multiples (HSD), a donné l’ordre 

suivant, en termes d’efficacité à extraire les flavonoïdes de Pulicaria odora : l’éthanol 100% 

(p < 0,0001), suivi par le méthanol 100% et l’acétone 100%, sans différence significative 

entre ces deux derniers au risque de 5% (p > 0,132) (Annexe IV).  

Selon Seidel (2005), l’eau et le méthanol sont deux solvants polaires qui extraient 

particulièrement les flavonoïdes glycosylés et les tannins. Tandis que les flavonoïdes 

aglycones sont extraits par les alcools ou les mélanges eau-alcool (Marston et Hostettmann, 

2006).  
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Les travaux menés par Spigno et al. (2007), ont montré que l’éthanol extrait efficacement les 

flavonoïdes et catéchols des matières végétales. La différence dans la polarité des solvants 

d’extraction influence la solubilité des constituants chimiques d’un échantillon ainsi que le 

rendement d’extraction (Sulaiman et al., 2011).  

C’est pourquoi, le choix d’un bon système de solvant est l’étape la plus décisive pour 

l’obtention d’une bonne teneur en composés phénoliques, en flavonoïdes ou toute autre 

composé, à partir d’un échantillon donné (Sulaiman et al., 2011). 

III. Etude de l’activité antimicrobienne 

III. 1. Etude de l’activité antibactérienne 

          L’activité antibactérienne des extraits de Pulicaria odora est estimée en utilisant la 

méthode des spots vis-à-vis de quatre souches bactériennes (deux souches à Gram positif et 

deux autres à Gram négatif). Les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité : 

faible : D < 8mm, moyenne : 9 ≤ D ≤ 14mm, forte 15 ≤ D ≤ 19mm et très forte D > 20 mm 

(Bssaibis et Meziane 2009)(TableauIV). 

L’extrait éthanolique à 100% a montré la plus haute activité contre les différentes souches 

testées, suivi par l’extrait de méthanol 100% qui a une activité remarquable contre les quatre 

souches testées, et en dernier l’extrait de l’acétone qui a une activité vis-à-vis des bactéries à 

Gram positif uniquement (Tableau IV).   

Tableau IV: Résultats de l’activité antibactérienne des différents extraits de Pulicaria odora. 

Diamètres des zones d'inhibition (mm) 
Solvant d’extraction E. coli P. aeruginosa S. aureus L. innocua 

Ethanol 100% 20 ± 1,00 19 ± 0,57 20± 1,15 20 ± 0,57 
Ethanol 70% 17 ± 1,15 17 ± 1,15 17 ± 0,00 18 ± 0,57 
Ethanol 50% 15 ± 1,00 14 ± 0,00 16 ± 0,00 16 ± 0,57 

Méthanol 100% 18 ± 0,57 16 ± 0,57 17 ± 0,00 17 ± 0,57 
Méthanol 70% 15± 0,57 15 ± 1,15 15 ± 0,57 14 ± 0,57 
Méthanol 50% 14 ± 0,57 12 ± 0,00 12 ± 0,57 12 ± 0,00 
Acétone 100% 0 0 15 ± 0,57 18±1,52 
Acétone 70% 0 0 14 ± 0,57 17± 1,15 
Acétone 50% 0 0 10 ± 1,15 12 ± 1,15 
Acide gallique 17± 0,57 15±0,00 19± 0,57 22±1,15 
Acide tannique 18±1,52 17± 0,57 20± 0,57 19± 0,57 

Quercétine 16± 0,57 14±1,52 22±1,15 20±0,00 
DMSO 1% 0 0 0 0 
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Figure 22 : Zones d’inhibition de l’extrait éthanolique à 100% de Pulicaria odora. (A) : 

E.coli ; (B) : P.aeruginosa ; (C) : L.innocua et (D) : S.aureus. 

A l’exception des extraits acétoniques, les résultats ont montré une forte activité 

antibactérienne des composés phénoliques de Pulicaria odora, sur les deux types de bactéries 

(Gram négatif et positif), aucune différence significative n’a été observée en terme de 

sensibilité entre les Gram négatif et positif (p>0,734) (Annexe IV).  

Des études ont rapporté le pouvoir antibactérien d’autres espèces du genre Pulicaria, à 

savoir : 

 Pulicaria orientalis qui a inhibé la croissance des Gram positif (Staphylococcus aureus, 

Listeria monocytogenes, Bacillus cereus), avec des zones d’inhibition allant de 12 à 17 mm 

(Alzoreky et Nakahara, 2003). 

Pulicaria Crispa, qui a montré une activité antibactérienne vis-à-vis de  Staphylococcus 

aureus, Bacillus cereus et Vibrio cholera avec des zones d’inhibition  de13-17mm. Ces deux 

dernières plantes n’ont aucune activité contre  E.coli. (Nickavar et  Mojab 2003). 
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L’extrait méthanolique de Pulicaria stephanocarpa a donné une bonne activité contre les 

Gram positifs (S.aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Bacillus 

cereus, Micrococcus flavus). Aucune activité n’a été détectée vis-à-vis d’E.coli et P. 

aeruginosa (Mothana et Lindequist, 2005). 

Contrairement à ces espèces, Pulicaria undulata a montré une activité comparable à celle de 

notre plante vis-à-vis Staphylococcus aureus (19mm), Escherichia coli (20mm) et 

Pseudomonas aeruginosa (20mm). On note que l’extrait utilisé étant 10 fois plus concentré 

que le nôtre (El-Kamali et Mahjoub, 2009). 

Comparativement avec ces résultats, Pulicaria odora a donné une meilleure activité 

antibactérienne.  

III. 2. Etude de l’activité antifongique 

Les résultats ont montré que les composés phénoliques de Pulicaria odora, sont dotés d’une 

bonne activité antifongique vis-à-vis des trois souches fongiques testées. L’extrait de l’éthanol 

100% a donné la plus haute activité, et l’extrait de l’acétone 50% semble le moins actif avec 

une faible activité contre Aspergillus flavus et Aspergillus niger, et aucune activité vis-à-vis 

de T. reesei (Tableau V). Il a été observé que Trichoderma reesei est la moins sensible parmi 

les souches testés, et  Aspergillus niger et le plus sensible (Tableau V). 

Tableau V: Résultats de l’activité antifongique des différents extraits de Pulicaria odora. 

Diamètres des zones d'inhibition (mm) 
Solvant A. flavus A. niger  T. reesei 

Ethanol 100% 17 ± 0,57 20 ± 0,57 14 ± 0,57 
Ethanol 70% 15 ± 0,57 17 ± 0,57 11 ± 0,57 
Ethanol 50% 13 ± 0,57 14 ± 0,57 10 ± 0,57 

Méthanol 100% 13 ± 1,00 15 ± 0,57 10± 0,57 
Méthanol 70% 10 ± 0,57 12 ± 0,57 0 
Méthanol 50% 8 ± 0,57 10± 0,57 0 
Acétone 100% 12 ± 0,57 13 ± 0,57 0 
Acétone 70% 11 ± 0,57 12 ± 0,57 0 
Acétone 50% 8 ± 0,57 10 ± 0,57 0 
Acide gallique 17± 0,57 15±0,00 12± 0,57 
Acide tannique 15±1,52 13± 0,57 14± 0,57 

Quercétine 10± 0,57 13±1,52 11±1,15 
DMSO 1% 0 0 0 
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Aucune activité antifongique n’a été détectée pour les autres espèces du genre Pulicaria 

précédemment citées. Par contre d’autres études ont montré l’activité antifongique de 

quelques plantes de la famille des Asteraceae. 

Karabegović et al. (2011), ont montré une forte activité antifongique d’Artemisia campestris 

et Artemisia vulgaris vis-à-vis d’Aspergillus niger, Candida albicans et Saccharomyces 

cerevisiae avec des zones d’inhibition de 33,1 ; 26,5 et 30,6 mm, respectivement.  

Une autre étude de Salie et al. (1996), a révélé une faible activité antifongique de Falicia 

erigeroides et Eriocephalus africanus (Asteraceae) vis-à-vis de Candida albicans avec des 

zones d’inhibition allant de 6 à 9 mm. 

L’analyse statistique a montré que les souches fongiques sont moins sensibles (sauf 

Aspergillus niger), que les souches bactériennes avec p <0,01 (Annexe IV). 

À la lumière des résultats du dosage des polyphénols totaux, les tests d’activité 

antimicrobienne et l’analyse statistique des données ; on a suggéré que l’éthanol 100% est le 

meilleur solvant pour l’extraction des composés phénoliques présentant une activité 

antimicrobienne, de Pulicaria odora. 

III.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices, bactéricides et fongicides 

          Les CMI sont déterminées en utilisant différentes concentration de l’extrait éthanolique 

à 100%. Il est notable que les CMI sont éloignées des CMB/CMF pour toutes les souches 

testées. Afin de déterminer l’effet bactériostatique ou bactéricide (fongicide/fongistatique) 

Loukabi, 1999, a proposé le classement suivant :  

CMI/CMB < 4 : Bactéricide/fongicide. 

CMI/CMB ≤ 4 : Bactériostatique/fongistatique. 

Les résultats sont résumés dans le tableau VI. 
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Tableau VI: Les concentrations minimales inhibitrices, bactéricides et fongicides de l’extrait 

éthanolique à 100% de Pulicaria odora. 

Concentrations 
 

Souches 

CMI 
μg/ml 

CMB/CMF 
μg/ml 

CMI/CMB 
(CMI/CMF) 

P. aeruginosa   1250 >5000 4 

S. aureus 106 2500 23,58 

L. innocua 625 2500 4 

E. coli 625 2500 4 

A. flavus 106 5000 23,58 

A. niger 312 5000 16,06 

T. reesei 312 5000 16,06 

 

Selon le tableau VI, la CMI la plus élevée a été retrouvée pour P. aeruginosa, tandis que les 

plus basses CMI et CMB ont été trouvées dans le cas de S. aureus, cette remarque est prouvée 

statiquement (p < 0,01) : Pseudomonas aeruginosa est statistiquement la souche la moins 

sensible parmi les sept souches testées (Annexe IV).  

Les résultats obtenus ont révélé une meilleure activité à l’égard des souches Gram positif 

contrairement aux souches Gram négatif testées. Généralement les extraits de plantes sont 

plus actifs à l’égard des Gram positif que des Gram négatifs (Okoro et al., 2010). 

Les résultats obtenus par Alzoreky et Nakahara, 2003 et El-Kamali et Mahjoub, 2009 

concordent avec ceux observés dans notre étude. La resistance des bactéries Gram négatif à 

l’encontre des substances naturellement antibactériennes est liée à leur surface hydrophile et 

leur membrane externe riche en lipopolysaccharides (LPS) qui servent de barrière de 

protection (Russell et Donnell, 1999).  

Dans une synthèse bibliographique de Tajkarimi et al. (2010), il a été rapporté que les 

Pseudomonas, et plus particulièrement Paeruginosa, sont le groupe bactérien le moins 

sensible à l’effet des composés bioactifs. 

En fin, selon les résultats des rapports CMI/CMB et CMI/CMF on suggère que les composés 

phénoliques de Pulicaria odora ont une activité bactériostatique et fongistatique vis-à-vis des 

souches testés. 

Etude expérimentale                                              Résultats et discussion 
 

41 



 
 

IV. Séparation des composés phénoliques 

IV. 1. Détermination du meilleur système de séparation par CCM 

       Vingt-six systèmes solvants ont été testés pour leur aptitude à séparer les composés 

phénoliques de Pulicaria odora (Tableau VII), le meilleur système sera utilisé pour la 

séparation sur colonne. Après migration et révélation, tous les spots sont dénombrés et les Rf 

sont calculés, une étude statistique est menée pour le choix du meilleur système. 

Tableau VII: Résultats de la séparation des composés phénoliques de Pulicaria odora par 
CCM. 

Système 
solvant 

Composition Proportions Spots Rf 

A Ether de pétrole/méthanol 1/1 2 0,08; 0,15 
A // 5/3 3 0,02; 0,08; 0,18 
A // 8/3 3 0,02; 0,06; 0,13  
A // 5/1 1 0,13 
A // 2/1 3 0,04; 0,10; 0,18 
B Hexane/méthanol 8/3 2 0,09; 0,14 
B // 5/1 3 0,05; 0,07; 0,10 
B // 2/1 3 0,16; 0,21; 0,27 
C Ether de 

pétrole/Chloroforme/Acétate 
d’éthyle 

2/2/1  
8 

0,07; 0,12; 0,26; 0,46; 
0,60; 0,73; 0,92; 1 

 
C 

 
// 

 
2/3/1 

 
12 

0,17; 0,29; 0,34; 0,4; 0,46; 
0,52; 0,56; 0,69; 0,78; 

0,84; 0,9; 0,94 
C // 1/1/3 7 0,18; 0,22; 0,36; 0,47; 

0,54; 0,77; 0,88; 0,96 
D Chloroforme/Acetate d’éthyle 3/1 2 0,43; 0,51 
D // 2/5 4 0,08; 0,18; 0,55; 0,81 
E Chloroforme/Acétone 1/4 2 0,09; 0,97 
E // 1/2 3 0,12; 0,53; 7,26 
F Ether de pétrole/Acétate d’éthyle 1/2 4 0,20; 0,25; 0,44; 1 
F // 1/4 5 0,30; 0,41; 0,51; 0,70; 1 
F // 1/3 3 0,19; 0,28; 0,65 
G Ether de pétrole/Méthanol 1/4 2 0,13; 0,66 
G // 1/3 2 0,62; 0,78 
H Ether de pétrole/Chloroforme 5/1 1 0,96 
H // 3/1 2 0,88; 0,97 
H // 3/2 1 0,90 
I Hexane/Acétate d’éthyle/Méthanol 5/1/1 2 0,02; 0,06 
I // 5/0,5/1 5 0,02; 0,04; 0,09; 0,18; 2,70 
J Hexane/Chloroforme/Acétate 

d’éthyle 
1/3/1 3 0,15; 0,27; 0,38 

Etude expérimentale                                              Résultats et discussion 
 

42 



 
 

L’analyse statistique a montré que le mélange (Acétate d’éthyle/ Chloroforme/ Ether de 

pétrole) est le meilleur système pour la séparation des composés phénoliques de Pulicaria 

odora, avec une haute signification (p<0,001) (Annexe IV). 

 

Figure 23 : Quelques plaques CCM révélées par UV à 365 nm. 

 

Figure 24 : Quelques plaques CCM révélées par UV à 254 nm. 

IV. 2. Chromatographie sous vide sur colonne sèche     

L’élution est réalisée en utilisant un gradient de polarité ascendant (Ether de 

pétrole/Chloroforme/Acétate d’éthyle). 36 fractions ont été récupérées, et testées pour leur 

activité antibactérienne. Les résultats sont consignés dans le Tableau VIII. 
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Tableau VIII: Activité antibactérienne des fractions récupérées par chromatographie sous 

vide sur colonne sèche, de l’extrait de Pulicaria odora. 

Fractions  E.coli S.aureus L.innocua P.aeruginosa 
1 − − − − 
2 − − − − 
3 − ± ± − 
4 − − ± − 
5 − ± ± − 
6 − ± ± − 
7 − ± − − 
8 − − − − 
9 − − − − 

10 − − − − 
11 − − − − 
12 + + − − 
13 − − − − 
14 − − − − 
15 − − − − 
16 + − − + 
17 − − − − 
18 − − − − 
19 − − − − 
20 − − − − 
21 − − − − 
22 − − − − 
23 − − − − 
24 − − − − 
25 − − − − 
26 − − − − 
27 − − − − 
28 − − − − 
29 − − − − 
30 − − + − 
31 − − ± − 
32 − − − − 
33 + + + − 
34 − − − − 
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Selon le tableau VII, on dénombre 10 fractions actives, regroupées sur 5 groupes comme suit : 

Les fractions actives (3, 4, 5, 6 et 7), n’ayant qu’une faible activité  vis-à-vis des Gram 

positifs, elles ne sont pas destinées à être analysées par HPLC.                                                                                                    

Fraction 12, éluée à l’Ether de pétrole/ chloroforme  (1/9), active contre E.coli et S.aureus 

(Fraction active I).                                       

Fraction 16, éluée au Chloroforme/Acétate d’éthyle  (9/1), douée d’une activité contre les 

Gram négatifs, (la seule fraction active vis-à-vis de P.aeruginosa) ; Fraction active II. 

Fractions 30, éluée au Chloroforme/Acétate d’éthyle  (2/8 et 1,5/8,5 respectivement), ayant 

une activité vis-à-vis de L.innocua uniquement, ce spectre étroit  rend cette fraction très 

intéressante du point de vue thérapeutique (Fraction active III).                                                                 

Fraction 33, éluée par le Chloroforme/Acétate d’éthyle  (0,5/9,5), ayant un spectre d’activité 

large vis-à-vis de toutes les souches testées sauf P.aeruginosa ; c’est la Fraction active IV. 

IV. 3. Analyse des fractions actives par HPLC 

Les 4 fractions actives, issues de la séparation sur colonne sèche des composés phénoliques de 

Pulicaria odora, ainsi que des standards ont subi une analyse par RP-HPLC analytique, 

(Tableau IX).   

Tableau IX : Identification de quelques composés phénoliques de Pulicaria odora, en 
utilisant des standards. 

Standards Temps de rétention Fraction 
I 

Fraction 
II 

Fraction 
III 

Fraction 
IV 

Ac. caféique 3,13 - - - + 
Ac. p-coumarique 3,86 - + - - 

Rutine 5,33 - + - - 
Quercétine 3,57 + - - - 
Ac. gallique 3,61  + - - 
Ac. tannique 2,85 + - - - 
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IV. 3. 1. Chromatogramme de la fraction active I 

La fraction active I est caractérisée par la présence de la quercétine (pic numéro 7), et de 

l’acide tannique (pic numéro 6), en grande quantité (21,49 % et 16,26 % respectivement), 

avec un composé majeur (23,30%) ayant un temps de rétention de 7,67 min. Cette fraction 

présenté une activité antibactérienne vis-à-vis de S.aureus et E.coli (Fig. 25) et Tableau X. 

 

Figure 25 : Le chromatogramme de la fraction active I. 

Tableau X : Résultats de l’analyse par HPLC de la fraction active I. 

Numéro du pic Temps de retention (min) Pourcentage 

1 0,37 9,76 

2 1,38 1,82 

3 1,69 1,87 

4 2,12 2,66 

5 2,39 1,43 

6 2,86 16,26 

7 3,58 21,49 

8 5,27 6,07 

9 5,87 6,36 

10 6,84 7,69 

11 7,67 23,30 

 

L’activité antibactérienne de la fraction active I vis-à-vis de S.aureus et E.coli est peut être 

liée à la richesse en quercétine et acide tannique. Plusieurs études ont rapporté l’activité 

inhibitrice de ces derniers vis-à-vis de divers microorganismes.  
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Rauha et al. (2000), ont rapporté que la quercétine est active contre Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Escherichia coli et 

Pseudomonas aeruginosa. Plaper et ses collaborateurs ont rapporté que la quercétine se lie à 

la sous-unité GyrB de l’ADN gyrase de E.coli et inhibe ses activité ATPasique (Plaper et al., 

2003). L’activité antibactérienne de la quercétine contre E.coli peut être en moins 

partiellement attribuée à l’inhibition de l’ADN gyrase (Ohemeng et al., 1993). 

Widsten et ses collaborateurs, ont observé que l’acide tannique  a inhibé la croissance de 

S.aureus (Widsten et al., 2010).  

Akiyama et al., (2001) ont rapporté que l’acide tannique a une grande capacité à lier le fer et 

peut fonctionner comme un sidérophore L’inhibition de la croissance des bactéries intestinales 

(B.fragilis, C. perfringens, E.coli et E. cloacae) par l’acide tannique est probablement liée à sa 

capacité élevée à lier le fer (Zaidi-Yahiaoui et al., 2008). 

IV. 3. 2. Chromatogramme de la fraction active II 

Caractérisée par une activité anti Gram négatif, riche en rutine (18,15%) (Pic numéro 8), elle 

contient de l’acide p-coumarique (5,40 %) (Pic numéro 5) et de l’acide gallique (5,68%) (Pic 

numéro 4), cette fraction est constituée majoritairement par le composé ayant un temps de 

rétention tr =7,70 min (47,16%) (Fig. 26)(Tableau XI). 

 

Figure 26 : Le chromatogramme de la fraction active II. 
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Tableau XI : Résultats de l’analyse par HPLC de la fraction active II. 

Numéro du pic Temps de retention (min) Pourcentage 

1 0,22 6,03 

2 1,07 1,46 

3 2,74 5,14 

4 3,59 5,68 

5 3,84 5,40 

6 4,07 8,25 

7 4,73 2,58 

8 5,32 18,15 

9 6,77 2,10 

10 7,7 45,16 

 

Les acides phénoliques (acide cinnamique, acide coumarique, acide caféique et férullique) ont 

montré une bonne activité contre les bactéries à Gram positif et seulement une faible activité 

contre les bactéries à Gram négatif (Escherichia coli, Salmonella enterica) à forte 

concentration (Rodrigeuz-Vaquero et al., 2007a). 

Il est rapporté que la rutine, forme glycolysée de la quercétine, est la plus active des 

flavonoïdes avec une activité anti-Listeria (Rodrigeuz-Vaquero et al., 2007b). 

L’activité antibactérienne de la fraction active II vis-à-vis uniquement les bactéries à Gram 

négatif ne peut pas être liée à la présence de la rutine, de l’acide p-coumarique  et de l’acide 

gallique, mais plutôt au composé majoritaire ayant un temps de rétention de (7,70 min), une 

analyse supplémentaire pour caractériser ce composé est donc nécessaire. 

IV. 3. 3. Chromatogramme de la fraction active III 

Le chromatogramme de la fraction active III est caractérisé par trois pics principaux (pics 3, 6 

et 8) ayant des temps de rétention de 3,25 ; 5,36 et 8,39 min, avec des pourcentages de 21,01 

%, 52,51% et 6,98 % respectivement. Cette fraction est douée d’une activité anti Listeria (Fig. 

27) (Tableau XII). 
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Figure 27 : Le chromatogramme de la fraction active III. 

Tableau XII : Résultats de l’analyse par HPLC de la fraction active III. 

Numéro du pic Temps de retention (min) Pourcentage 

1 0,7 2,58 

2 1,28 0,98 

3 3,25 21,01 

4 3,81 5,14 

5 4,31 9,48 

6 5,36 52,51 

7 6,48 0,70 

8 8,39 6,98 

9 10,02 0,59 

 

IV. 3. 4. Chromatogramme de la fraction active IV 

Cette fraction est caractérisée par un spectre d’activité large, elle est constituée principalement 

par la présence d’un composé ayant un temps de rétention de 5,06 min (71,94%), avec la 

présence de l’acide caféique avec un taux de 3,49% (tr = 3,10) (Fig. 28) (Tableau XIII). 
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Figure 28 : Le chromatogramme de la fraction active IV. 

Tableau XIII : Résultats de l’analyse par HPLC de la fraction active VI. 

Numéro du pic Temps de retention (min) Pourcentage 

1 0,28 1,94 

2 2,46 2,63 

3 3,10 3,49 

4 3,70 6,43 

5 4,00 6,13 

6 5,06 71,94 

7 6,49 0,95 

8 8,22 4,25 

9 9,73 2,19 

 

Dans notre étude, la résolution de la chromatographie sous vide sur colonne sèche été très 

variable entre les différentes fractions actives. Le plus haut taux de purification a été trouvé 

avec la fraction active IV (71,94%).   

Selon Pedersen et Rosenbohm (2001), il est possible d’avoir des produits purs à 95% par 

HPLC en utilisant cette technique. La résolution est influencée directement par la qualité du 

gel, la longueur de la colonne, et le gradient utilisé. 

Dans notre cas, il est possible d’augmenter la résolution en utilisant un gradient avec des pas 

de 1%. Harwood (1985), a suggéré que l’utilisation du gel de silice pour la CCM sans liant 

Etude expérimentale                                              Résultats et discussion 
 

50 



 
 

(le gypse) peut augmenter l’efficacité de la séparation grâce à la petite taille des particules de 

ce gel. En plus de cette propriété, il est moins cher que ceux utilisé pour les chromatographies 

sur colonne, ce qui abaisse significativement le cout de cette technique.  

Selon Harwood et al. (1999), une meilleure séparation est obtenue si le mélange à séparer ne 

contient aucun composé polymère. Donc il préférable d’éliminer préalablement toutes 

substances polymères avant l’application de cette technique. 
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Dans le but de déterminer la teneur en composés phénoliques, et d’évaluer l’activité 

antimicrobienne d’une plante médicinale locale  Pulicaria odora ; les extrait méthanoliques, 

éthanoliques et acétoniques ont fait l’objet de cette étude. 

Le rendement de l’extraction obtenu varie entre 3,66 % et 32,66 %, selon les solvants utilisés 

il peut être considéré comme un bon taux d’extraction par rapport aux autres études 

rapportées précédemment. La méthode utilisée pour l’extraction est la macération dans le bain 

marie à 37°C pendant 24h, cette méthode s’est révélée très efficace pour l’extraction des 

polyphénols de Pulicaria odora. 

Notre plante peut être considérée comme l’une des espèces riches en polyphénols et en 

flavonoïdes : les taux  allant jusqu’à 158,38 ± 0,60  mg EQ Ac gallique/g et 23,96 ± 1,55 mg 

Eq Quercétine/g respectivement. Les valeurs les plus élevées ont été obtenues avec l’extrait 

éthanolique à 100%. 

Les 9 extraits ont été testés pour leur activité antimicrobienne à l’égard de 7 souches, dont 

quatre souches bactériennes (E.coli ATCC 25922, S.aureus ATCC 25923, L.innocua CLIP 

74915 et P.aeruginosa ATCC 27853) et 3 souches fongiques (Aspergillus flavus 2CA 936, 

Aspergillus niger NRRL 391 et T. reesei ATCC 76765).  

A l’exception des extraits acétoniques, tous les extraits ont montré une bonne activité 

antimicrobienne vis-à-vis des sept souches testées. L’extrait éthanolique à 100% a été le plus 

actif vis-à-vis de toutes les souches testées. Il est à noter que les souches fongiques sont moins 

sensibles que les souches bactériennes, et les Gram négatives sont moins sensibles que les 

Gram positives : P.aeruginosa a enregistré la plus haute CMI à savoir 25mg/ml.  

Par ailleurs T. reesei a été la souche la moins sensible parmi les sept souches testées dont la 

plus grand zone d’inhibition a été obtenue avec l’extrait éthanolique à 100%, avec un 

diamètre de 14,33 mm. A  la lumière de ces résultats et des tests statistiques, on a estimé que 

l’éthanol à 100% peut être considéré comme le meilleur solvant pour l’extraction des 

composés phénoliques, à activité antimicrobienne, de la plante Pulicaria odora. 

Pour la séparation des composés phénoliques de Pulicaria odora, nous avons testé la méthode 

de la chromatographie sous vide sur colonne sèche (DCVC). Le choix de cette méthode est 

basé sur le fait qu’elle est non couteuse, facile à réaliser, rapide. 
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Le  choix du  meilleur système solvant été réalisé en utilisant le test de comparaisons 

multiples (HSD), pour les résultats de la séparation par CCM. Un bon système solvant est 

déterminé par : le nombre de spots, la moyenne de la distance entre les spots et la distance 

entre le premier et le dernier spot. Dans notre test statistique nous avons pris  en compte 

qu’une seule variable (nombre de spots).  

26 systèmes solvant ont été testés, l’analyse statistique a révélé que le mélange (Ether de 

pétrole/Chloroforme/Acétate d’éthyle) a été le meilleur système de séparation parmi les 

systèmes solvant testés. 

Ce meilleur système a été utilisé pour préparer un gradient de polarité ascendant avec des pas 

de 5%, pour l’élution des composés phénoliques dans la chromatographie sur sous vide sur 

colonne sèche. 34 fractions ont été récupérées et testées pour leur activité antibactérienne. 

Seulement cinq fractions ont été trouvées actives. 

Pour évaluer l’efficacité de la méthode de séparation sur colonne sèche, on a réalisé une 

analyse par HPLC en phase inverse pour les quatre fractions les plus actives contre les 

souches testées. L’analyse des quatre chromatogrammes obtenus, suggère que la méthode de 

la chromatographie sous vide sur colonne sèche peut être considérée comme efficace et 

prometteuse pour la séparation de grande quantité de polyphénols (jusqu’à quelque grammes 

en cas d’utilisation de grandes colonne).  

Le plus haut taux de purification a été obtenu avec la fraction active IV avec 71,94% de 

pureté, cette valeur peut être facilement améliorée en utilisant un système d’élution avec des 

pas de 1% pour la préparation du gradient. 

L’identification de composés phénoliques présents dans les différentes fractions actives, n’a 

pas eu lieu à cause de l’absence d’une base de données liée à appareille HPLC utilisé. 

Néanmoins on a pu caractériser quelques-uns en utilisant des standards à savoir la quercétine 

la rutine,  l’acide tannique, l’acide p-coumarique, l’acide gallique, l’acide caféique. 

La plante Pulicaria odora s’est avérée riche en polyphénols et flavonoïdes, dotée d’une forte 

activité antimicrobienne, avec un effet bactériostatique et fongistatique.  

La chromatographie sous vide sur colonne sèche a permis d’avoir des produits semi pure très 

facile à purifier par RP-HPLC préparatoire, dans le but d’avoir des composés pure à 95%, qui 
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peuvent être subit une caractérisation par spectroscopie de masse (SM) et résonance 

magnétique nucléaire (RMN). 

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs 

propriétés thérapeutique. Notre plante Pulicaria odora est une source prometteuse d’agents 

antimicrobiens. D’autres études concernant la purification et l’identification des molécules 

bioactives sont nécessaires.  

Sachant que notre pays possède une biodiversité immense dont chaque plante se caractérise 

par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques 

thérapeutiques et pharmacologiques particulières qui demandent d’être exploitées par les 

recherches. A cet effet, et comme perspectives nous proposons de :  

 

Ø Purifier et caractériser les molécules à activité anti Pseudomonas. 

Ø Approfondir  l’étude de l’activité antifongique de Pulicaria odora. 

Ø Caractérisation de nouvelles substances à activité antimicrobienne en utilisant la      

spectroscopie de masse et la résonance magnétique nucléaire.  

Ø Une identification complète des composés de Pulicaria odora. 

Ø L’étude du mécanisme de l’action bactéricide ou fongicide des composés à effets 

antimicrobien.  

Ø Faire une étude complémentaire sur l’activité antioxydante de Pulicaria odora.  
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                                             Chromatographie sur couche mince (CCM) 

A. Comment préparer les plaques de 4x10 cm? 

1. Acheter quatre plaques en verre (20 x 20 cm). 

2. Nettoyer les plaques rigoureusement en utilisant un détergent. 

3. Sécher les plaques à l’aire libre ou à l’étuve. 

4. Tracer les plaques en utilisant un marqueur comme il est montré dans la figure. 

 

5. En utilisant un coupe-verre, repasser sur les traits (Figure). 

 

Mètre le coup-
verre à 45° avec 

la plaque. 

Annexe I 
 



 
 

 

6. Nettoyer les plaques une autre fois pour éliminer l’ancre.  

 

7. Mélanger énergétiquement 50 g de gel de silice avec 100 ml d’eau distillée. 

 

8. Déposer le gel dans le cube de l’étaleur et choisir l’épaisseur voulue. 

Ne jamais utiliser la 
règle, utiliser plutôt une 
autre plaque en verre. 

Annexe I 
 



 
 

9. Etaler le gel sur les plaques en déplaçant le cube rapidement le long des plaques. 

 

10. Après que les plaques soient sèches (environ 4 heures), activer les plaques en les mettre 
dans l’étuve à 100 °C pendant 30 min. 

 

11. Après refroidissement des plaques à l’aire libre, découper ces dernières comme il est 
montré dans la figure. 
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Tableau XIV: Lignes directrices sur les paramètres de taille et volume pour la 

chromatographie sur colonne sèche (Harwood et al., 1999). 

Diamètre de 
l’entonnoir 

Poids  
de la silice 

Poids de 
l’échantillon  

 

Volume des 
fractions récupérées 

 
30 mm 15 g 15-500 mg 10-15 ml 

40 mm 30 g 0,5 - 3 g 15-30 ml 

70 mm 100 g 2-15 g 20-50 ml 
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Tableau XV : Résultats du rendement d’extraction. 

 

Tableau XVI : Résultats du dosage des polyphénols totaux. 

 
Tableau XVII : Résultats du dosage des flavonoïdes. 

 
 

 

                                           Rendement %
Solvant Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

Ethanol 100% 7 6 6 6,33333333 0,577350269
Ethanol 70% 24 26 25 25 1
Ethanol 50% 28 30 28 28,6666667 1,154700538
Méthanol 100% 13 14 16 14,3333333 1,527525232
Méthanol 70% 24 25 25 24,6666667 0,577350269
Méthanol 50% 31 34 33 32,6666667 1,527525232
Acétone 100% 3 5 3 3,66666667 1,154700538
Acétone 70% 21 21 22 21,3333333 0,577350269
Acétone 50% 26 26 25 25,6666667 0,577350269

                   Absorbance765 nm    Concentration ( mg Eq Ac gallique/g)
Solvant Essai 1 Essai 2 Essai 3 Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

Ethanol 100% 1,374 1,376 1,384 157,93 158,16 159,07 158,38667 0,6028543
Ethanol 70% 0,969 0,968 0,966 111,37 111,26 111,03 111,22 0,1734935
Ethanol 50% 0,586 0,583 0,588 67,35 67,01 67,58 67,313333 0,2867635
Méthanol 100% 0,98 0,972 0,975 112,64 111,72 112,06 112,14 0,4651881
Méthanol 70% 0,776 0,717 0,673 89,19 82,41 77,35 82,983333 5,9407856
Méthanol 50% 0,579 0,517 0,535 66,55 59,42 61,49 62,486667 3,6680013
Acétone 100% 1,071 1,165 1,112 123,1 133,9 127,81 128,27 5,4146745
Acétone 70% 0,822 0,772 0,811 94,48 88,73 93,21 92,14 3,0206456
Acétone 50% 0,7 0,696 0,624 80,45 79,99 71,72 77,386667 4,9128641

                   Absorbance 430 nm    Concentration ( mg Eq Quercitine/g)
Solvant Essai 1 Essai 2 Essai 3 Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

Ethanol 100% 0,046 0,046 0,041 24,86 24,86 22,16 23,96 1,5588457
Ethanol 70% 0,017 0,015 0,019 9,19 8,1 10,27 9,1866667 1,0850038
Ethanol 50% 0,014 0,014 0,014 7,56 7,56 7,56 7,56 0
Méthanol 100% 0,035 0,029 0,033 18,92 15,67 17,84 17,476667 1,6551838
Méthanol 70% 0,023 0,02 0,017 12,43 10,81 9,19 10,81 1,62
Méthanol 50% 0,012 0,01 0,012 6,48 5,4 6,48 6,12 0,6235383
Acétone 100% 0,027 0,025 0,027 14,59 13,51 14,59 14,23 0,6235383
Acétone 70% 0,015 0,023 0,023 8,1 12,43 12,43 10,986667 2,4999267
Acétone 50% 0,012 0,012 0,012 6,48 6,48 6,48 6,48 0
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  Résultats bruts 
 



 
 

Tableau XVIII : Résultats de l’activité antimicrobienne vis-à-vis d’E.coli. 

 
Tableau XIX : Résultats de l’activité antimicrobienne vis-à-vis de P.aeruginosa. 

 
Tableau XX : Résultats de l’activité antimicrobienne vis-à-vis de S.aureus. 

 
 

 

   Zone d'inhibition d' E. coli  (mm)
Solvant Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

Ethanol 100% 21 19 20 20 1
Ethanol 70% 18 16 18 17,333333 1,1547005
Ethanol 50% 16 15 14 15 1
Méthanol 100% 18 18 19 18,333333 0,5773503
Méthanol 70% 16 15 15 15,333333 0,5773503
Méthanol 50% 15 14 15 14,666667 0,5773503
Acétone 100% 0 0 0 0 0
Acétone 70% 0 0 0 0 0
Acétone 50% 0 0 0 0 0

 Zone d'inhibition de P. aeruginosa  (mm)
Solvant Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

Ethanol 100% 20 19 20 19,666667 0,5773503
Ethanol 70% 18 16 18 17,333333 1,1547005
Ethanol 50% 14 14 14 14 0
Méthanol 100% 17 16 16 16,333333 0,5773503
Méthanol 70% 14 14 16 14,666667 1,1547005
Méthanol 50% 12 12 12 12 0
Acétone 100% 0 0 0 0 0
Acétone 70% 0 0 0 0 0
Acétone 50% 0 0 0 0 0

Zone d'inhibition de S. aureus  (mm)
Solvant Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

Ethanol 100% 19 19 21 19,666667 1,1547005
Ethanol 70% 17 17 17 17 0
Ethanol 50% 16 16 16 16 0
Méthanol 100% 17 17 17 17 0
Méthanol 70% 15 15 16 15,333333 0,5773503
Méthanol 50% 12 13 12 12,333333 0,5773503
Acétone 100% 15 16 15 15,333333 0,5773503
Acétone 70% 14 15 14 14,333333 0,5773503
Acétone 50% 9 11 9 9,6666667 1,1547005
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  Résultats bruts 
 



 
 

 

Tableau XXI : Résultats de l’activité antimicrobienne vis-à-vis de L.innocua. 

  
Tableau XXII : Résultats de l’activité antimicrobienne vis-à-vis d’A.flavus. 

 
Tableau XXIII : Résultats de l’activité antimicrobienne vis-à-vis d’A.niger. 

 
 

   Zone d'inhibition de L. innocua  (mm)
Solvant Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

Ethanol 100% 20 21 20 20,333333 0,5773503
Ethanol 70% 18 19 18 18,333333 0,5773503
Ethanol 50% 16 17 16 16,333333 0,5773503
Méthanol 100% 16 17 17 16,666667 0,5773503
Méthanol 70% 14 15 14 14,333333 0,5773503
Méthanol 50% 12 12 12 12 0
Acétone 100% 18 16 19 17,666667 1,5275252
Acétone 70% 18 16 16 16,666667 1,1547005
Acétone 50% 11 13 13 12,333333 1,1547005

Zone d'inhibition de A. flavus  (mm)
Solvant Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

Ethanol 100% 17 17 16 16,666667 0,5773503
Ethanol 70% 16 15 15 15,333333 0,5773503
Ethanol 50% 14 13 13 13,333333 0,5773503
Méthanol 100% 14 13 12 13 1
Méthanol 70% 9 10 10 9,6666667 0,5773503
Méthanol 50% 9 8 8 8,3333333 0,5773503
Acétone 100% 12 11 12 11,666667 0,5773503
Acétone 70% 11 10 11 10,666667 0,5773503
Acétone 50% 9 8 8 8,3333333 0,5773503

       Zone d'inhibition de A.niger  (mm)
Solvant Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

Ethanol 100% 20 21 20 20,333333 0,5773503
Ethanol 70% 17 18 17 17,333333 0,5773503
Ethanol 50% 15 14 14 14,333333 0,5773503
Méthanol 100% 15 15 16 15,333333 0,5773503
Méthanol 70% 11 12 12 11,666667 0,5773503
Méthanol 50% 10 11 10 10,333333 0,5773503
Acétone 100% 13 14 13 13,333333 0,5773503
Acétone 70% 12 12 11 11,666667 0,5773503
Acétone 50% 10 10 9 9,6666667 0,5773503

Annexe II 
  Résultats bruts 
 



 
 

 

 

Tableau XXIV : Résultats de l’activité antimicrobienne vis-à-vis de T.reesei. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zone d'inhibition de Trichoderma  (mm)
Solvant Essai 1 Essai 2 Essai 3 Moyenne Ecart type

Ethanol 100% 14 15 14 14,333333 0,5773503
Ethanol 70% 12 11 11 11,333333 0,5773503
Ethanol 50% 10 11 10 10,333333 0,5773503
Méthanol 100% 10 11 11 10,666667 0,5773503
Méthanol 70% 0 0 0 0 0
Méthanol 50% 0 0 0 0 0
Acétone 100% 0 0 0 0 0
Acétone 70% 0 0 0 0 0
Acétone 50% 0 0 0 0 0

Annexe II 
  Résultats bruts 
 



 
 

 

 

 

 
Figure 29 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux. 

 

 Figure 30 : Courbe d’étalonnage des flavonoïdes. 

 

Annexe III 
Courbes d’étalonnage 

 



 
 

 

 

Dosage des polyphénols totaux 

ANOVA 

Source ddl 
Somme 

des carrés 
Carré 

moyen F de Fisher Pr > F 
Modèle 8 23439,898 2929,987 235,406 < 0,0001 
Résidus 18 224,037 12,447 
Total 26 23663,935       

                 Tests de comparaison multiple 

 

Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance à 95,00 % :

Modalités DifférenceDifférence réduiteValeur critique Pr. > Diff Significatif
Ethanol 100% ~ Méthanol 50% 95,900 33,292 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Ethanol 50% 91,073 31,616 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Acétone 50% 81,000 28,119 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Méthanol 70% 75,403 26,177 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Acétone 70% 66,247 22,998 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Ethanol 70% 47,167 16,374 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Méthanol 100% 46,247 16,055 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Acétone 100% 30,117 10,455 3,504 0,000 Oui
Acétone 100% ~ Méthanol 50% 65,783 22,837 3,504 0,000 Oui
Acétone 100% ~ Ethanol 50% 60,957 21,161 3,504 0,000 Oui
Acétone 100% ~ Acétone 50% 50,883 17,664 3,504 0,000 Oui
Acétone 100% ~ Méthanol 70% 45,287 15,721 3,504 0,000 Oui
Acétone 100% ~ Acétone 70% 36,130 12,543 3,504 0,000 Oui
Acétone 100% ~ Ethanol 70% 17,050 5,919 3,504 0,000 Oui
Acétone 100% ~ Méthanol 100% 16,130 5,600 3,504 0,001 Oui
Méthanol 100% ~ Méthanol 50% 49,653 17,237 3,504 0,000 Oui
Méthanol 100% ~ Ethanol 50% 44,827 15,562 3,504 0,000 Oui
Méthanol 100% ~ Acétone 50% 34,753 12,065 3,504 0,000 Oui
Méthanol 100% ~ Méthanol 70% 29,157 10,122 3,504 0,000 Oui
Méthanol 100% ~ Acétone 70% 20,000 6,943 3,504 0,000 Oui
Méthanol 100% ~ Ethanol 70% 0,920 0,319 3,504 1,000 Non
Ethanol 70% ~ Méthanol 50% 48,733 16,918 3,504 0,000 Oui
Ethanol 70% ~ Ethanol 50% 43,907 15,242 3,504 0,000 Oui
Ethanol 70% ~ Acétone 50% 33,833 11,745 3,504 0,000 Oui
Ethanol 70% ~ Méthanol 70% 28,237 9,802 3,504 0,000 Oui
Ethanol 70% ~ Acétone 70% 19,080 6,624 3,504 0,000 Oui
Acétone 70% ~ Méthanol 50% 29,653 10,294 3,504 0,000 Oui
Acétone 70% ~ Ethanol 50% 24,827 8,619 3,504 0,000 Oui
Acétone 70% ~ Acétone 50% 14,753 5,122 3,504 0,002 Oui
Acétone 70% ~ Méthanol 70% 9,157 3,179 3,504 0,093 Non
Méthanol 70% ~ Méthanol 50% 20,497 7,115 3,504 0,000 Oui
Méthanol 70% ~ Ethanol 50% 15,670 5,440 3,504 0,001 Oui
Méthanol 70% ~ Acétone 50% 5,597 1,943 3,504 0,596 Non
Acétone 50% ~ Méthanol 50% 14,900 5,173 3,504 0,002 Oui
Acétone 50% ~ Ethanol 50% 10,073 3,497 3,504 0,051 Non
Ethanol 50% ~ Méthanol 50% 4,827 1,676 3,504 0,753 Non

Annexe IV 
Analyses statistiques 



 
 

 

 

Dosage des flavonoïdes 

ANOVA 

Source ddl 
Somme 

des carrés 
Carré 

moyen 
F de 

Fisher Pr > F 
Modèle 8 818,902 102,363 57,584 < 0,0001 
Résidus 18 31,997 1,778 
Total 26 850,899       

         

 

 

 

 

 

 

 

Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne
Ethanol 100% 158,387 A
Acétone 100% 128,270 B
Méthanol 100% 112,140 C
Ethanol 70% 111,220 C
Acétone 70% 92,140 D
Méthanol 70% 82,983 D E
Acétone 50% 77,387 E F
Ethanol 50% 67,313 F G
Méthanol 50% 62,487 G

Regroupements

Annexe IV 
Analyses statistiques 

 



 
 

 

Tests de comparaison multiple 

 

 

Détermination de l’extrait le plus actif vis-à-vis des souches testées 

ANOVA 

Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance à 95,00 % :

Modalités DifférenceDifférence réduiteValeur critique Pr. > Diff Significatif
Ethanol 100% ~ Methanol 50% 17,840 16,388 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Acetone 50% 17,480 16,057 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Ethanol 50% 16,400 15,065 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Ethanol 70% 14,773 13,571 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Methanol 70% 13,150 12,080 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Acetone 70% 12,973 11,917 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Acetone 100% 9,730 8,938 3,504 0,000 Oui
Ethanol 100% ~ Methanol 100% 6,483 5,956 3,504 0,000 Oui
Methanol 100% ~ Methanol 50% 11,357 10,432 3,504 0,000 Oui
Methanol 100% ~ Acetone 50% 10,997 10,102 3,504 0,000 Oui
Methanol 100% ~ Ethanol 50% 9,917 9,109 3,504 0,000 Oui
Methanol 100% ~ Ethanol 70% 8,290 7,615 3,504 0,002 Oui
Methanol 100% ~ Methanol 70% 6,667 6,124 3,504 0,000 Oui
Methanol 100% ~ Acetone 70% 6,490 5,962 3,504 0,000 Oui
Methanol 100% ~ Acetone 100% 3,247 2,982 3,504 0,133 Non
Acetone 100% ~ Methanol 50% 8,110 7,450 3,504 0,001 Oui
Acetone 100% ~ Acetone 50% 7,750 7,119 3,504 0,000 Oui
Acetone 100% ~ Ethanol 50% 6,670 6,127 3,504 0,000 Oui
Acetone 100% ~ Ethanol 70% 5,043 4,633 3,504 0,005 Oui
Acetone 100% ~ Methanol 70% 3,420 3,142 3,504 0,100 Non
Acetone 100% ~ Acetone 70% 3,243 2,979 3,504 0,134 Non
Acetone 70% ~ Methanol 50% 4,867 4,471 3,504 0,007 Oui
Acetone 70% ~ Acetone 50% 4,507 4,140 3,504 0,014 Oui
Acetone 70% ~ Ethanol 50% 3,427 3,148 3,504 0,098 Non
Acetone 70% ~ Ethanol 70% 1,800 1,653 3,504 0,765 Non
Acetone 70% ~ Methanol 70% 0,177 0,162 3,504 1,000 Non
Methanol 70% ~ Methanol 50% 4,690 4,308 3,504 0,010 Oui
Methanol 70% ~ Acetone 50% 4,330 3,978 3,504 0,019 Oui
Methanol 70% ~ Ethanol 50% 3,250 2,985 3,504 0,132 Non
Methanol 70% ~ Ethanol 70% 1,623 1,491 3,504 0,846 Non
Ethanol 70% ~ Methanol 50% 3,067 2,817 3,504 0,177 Non
Ethanol 70% ~ Acetone 50% 2,707 2,486 3,504 0,300 Non
Ethanol 70% ~ Ethanol 50% 1,627 1,494 3,504 0,844 Non
Ethanol 50% ~ Methanol 50% 1,440 1,323 3,504 0,911 Non
Ethanol 50% ~ Acetone 50% 1,080 0,992 3,504 0,982 Non
Acetone 50% ~ Methanol 50% 0,360 0,331 3,504 1,000 Non
Valeur critique du d de Tukey : 4,955

Modalités Moyenne
Ethanol 100% 23,960 A
Methanol 100% 17,477 B
Acetone 100% 14,230 B C
Acetone 70% 10,987 C D
Methanol 70% 10,810 C D
Ethanol 70% 9,187 D E
Ethanol 50% 7,560 D E
Acetone 50% 6,480 E
Methanol 50% 6,120 E

Regroupements

Annexe IV 
Analyses statistiques 

 



 
 

Source ddl 
Somme 

des carrés 
Carré 

moyen 
F de 

Fisher Pr > F 
Modèle 8 3280,646 410,081 18,127 < 0,0001 
Résidus 180 4072,095 22,623 
Total 188 7352,741       

Tests de comparaison multiple 

 

 

Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance à 95,00 % :

Modalités Différence Différence réduite Valeur critique Pr. > Diff Significatif
Ethanol 100% ~ Acetone 50% 13,000 8,857 3,140 < 0,0001 Oui
Ethanol 100% ~ Acetone 70% 11,095 7,559 3,140 < 0,0001 Oui
Ethanol 100% ~ Acetone 100% 10,429 7,105 3,140 < 0,0001 Oui
Ethanol 100% ~ Methanol 50% 8,762 5,969 3,140 < 0,0001 Oui
Ethanol 100% ~ Methanol 70% 7,143 4,866 3,140 < 0,0001 Oui
Ethanol 100% ~ Ethanol 50% 4,524 3,082 3,140 0,059 Non
Ethanol 100% ~ Methanol 100% 3,381 2,303 3,140 0,346 Non
Ethanol 100% ~ Ethanol 70% 2,429 1,655 3,140 0,773 Non
Ethanol 70% ~ Acetone 50% 10,571 7,202 3,140 < 0,0001 Oui
Ethanol 70% ~ Acetone 70% 8,667 5,904 3,140 < 0,0001 Oui
Ethanol 70% ~ Acetone 100% 8,000 5,450 3,140 < 0,0001 Oui
Ethanol 70% ~ Methanol 50% 6,333 4,315 3,140 0,001 Oui
Ethanol 70% ~ Methanol 70% 4,714 3,212 3,140 0,041 Oui
Ethanol 70% ~ Ethanol 50% 2,095 1,427 3,140 0,886 Non
Ethanol 70% ~ Methanol 100% 0,952 0,649 3,140 0,999 Non
Methanol 100% ~ Acetone 50% 9,619 6,553 3,140 < 0,0001 Oui
Methanol 100% ~ Acetone 70% 7,714 5,256 3,140 < 0,0001 Oui
Methanol 100% ~ Acetone 100% 7,048 4,801 3,140 0,000 Oui
Methanol 100% ~ Methanol 50% 5,381 3,666 3,140 0,010 Oui
Methanol 100% ~ Methanol 70% 3,762 2,563 3,140 0,210 Non
Methanol 100% ~ Ethanol 50% 1,143 0,779 3,140 0,997 Non
Ethanol 50% ~ Acetone 50% 8,476 5,775 3,140 < 0,0001 Oui
Ethanol 50% ~ Acetone 70% 6,571 4,477 3,140 0,000 Oui
Ethanol 50% ~ Acetone 100% 5,905 4,023 3,140 0,003 Oui
Ethanol 50% ~ Methanol 50% 4,238 2,887 3,140 0,099 Non
Ethanol 50% ~ Methanol 70% 2,619 1,784 3,140 0,692 Non
Methanol 70% ~ Acetone 50% 5,857 3,990 3,140 0,003 Oui
Methanol 70% ~ Acetone 70% 3,952 2,693 3,140 0,158 Non
Methanol 70% ~ Acetone 100% 3,286 2,238 3,140 0,386 Non
Methanol 70% ~ Methanol 50% 1,619 1,103 3,140 0,973 Non
Methanol 50% ~ Acetone 50% 4,238 2,887 3,140 0,099 Non
Methanol 50% ~ Acetone 70% 2,333 1,590 3,140 0,809 Non
Methanol 50% ~ Acetone 100% 1,667 1,135 3,140 0,968 Non
Acetone 100% ~ Acetone 50% 2,571 1,752 3,140 0,713 Non
Acetone 100% ~ Acetone 70% 0,667 0,454 3,140 1,000 Non
Acetone 70% ~ Acetone 50% 1,905 1,298 3,140 0,931 Non
Valeur critique du d de Tukey : 4,441

Modalités Moyenne
Ethanol 100% 18,714 A
Ethanol 70% 16,286 A
Methanol 100% 15,333 A B
Ethanol 50% 14,190 A B C
Methanol 70% 11,571 B C D
Methanol 50% 9,952 C D E
Acetone 100% 8,286 D E
Acetone 70% 7,619 D E
Acetone 50% 5,714 E

Regroupements

Annexe IV 
Analyses statistiques 

 



 
 

 

  

Détermination de l’ordre de sensibilité des souches testées en utilisant les 
diamètres des zones d’inhibition 

ANOVA 

Source ddl 
Somme 

des carrés 
Carré 

moyen 
F de 

Fisher Pr > F 
Modèle 6 96,286 16,048 28,083 < 0,0001 
Résidus 14 8,000 0,571 
Total 20 104,286       

 

Tests de comparaison multiple 

 

Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance à 95,00 % :

Modalités Différence Différence réduite Valeur critique Pr. > Diff Significatif
L. innocua ~ Trichoderma 6,000 9,721 3,415 0,000 Oui
L. innocua ~ A. flavus 3,667 5,941 3,415 0,001 Oui
L. innocua ~ S. aureus 0,667 1,080 3,415 0,924 Non
L. innocua ~ P. aeruginosa 0,667 1,080 3,415 0,924 Non
L. innocua ~ E.coli 0,333 0,540 3,415 0,998 Non
L. innocua ~  A.niger 0,000 0,000 3,415 1,000 Non
 A.niger  ~ Trichoderma 6,000 9,721 3,415 0,000 Oui
 A.niger  ~ A. flavus 3,667 5,941 3,415 0,001 Oui
 A.niger  ~ S. aureus 0,667 1,080 3,415 0,924 Non
 A.niger  ~ P. aeruginosa 0,667 1,080 3,415 0,924 Non
 A.niger  ~ E.coli 0,333 0,540 3,415 0,998 Non
E.coli ~ Trichoderma 5,667 9,181 3,415 0,000 Oui
E.coli ~ A. flavus 3,333 5,401 3,415 0,001 Oui
E.coli ~ S. aureus 0,333 0,540 3,415 0,998 Non
E.coli ~ P. aeruginosa 0,333 0,540 3,415 0,998 Non
P. aeruginosa ~ Trichoderma 5,333 8,641 3,415 0,000 Oui
P. aeruginosa ~ A. flavus 3,000 4,861 3,415 0,004 Oui
P. aeruginosa ~ S. aureus 0,000 0,000 3,415 1,000 Non
S. aureus  ~ Trichoderma 5,333 8,641 3,415 0,000 Oui
S. aureus  ~ A. flavus 3,000 4,861 3,415 0,004 Oui
A. flavus ~ Trichoderma 2,333 3,780 3,415 0,026 Oui
Valeur critique du d de Tukey : 4,829

Annexe IV 
Analyses statistiques 

 



 
 

  

 

 

Détermination de la différence de sensibilité entre les Gram positif et négatif 

ANOVA 

Source ddl Somme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr > F 
Modèle 1 0,083 0,083 0,122 0,734 
Résidus 10 6,833 0,683 
Total 11 6,917       

 

Modalités Moyenne
L. innocua 20,333 A
 A.niger 20,333 A
E.coli 20,000 A
P. aeruginosa 19,667 A
S. aureus 19,667 A
A. flavus 16,667 B
Trichoderma 14,333 C

Regroupements

Annexe IV 
Analyses statistiques 

 

Annexe IV 
Analyses statistiques 

 



 
 

Tests de comparaison multiple 

 

 

Détermination de la différence de sensibilité entre les souches bactériennes et 
fongiques 

ANOVA 
Source ddl Somme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr > F 
Modèle 1 40,480 40,480 12,054 0,003 
Résidus 19 63,806 3,358 
Total 20 104,286       

 

Tests de comparaison multiple 

 

  

 

 

 

 

 

Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance à 95,00 % :

Modalités Différence Différence réduite Valeur critique Pr. > Diff Significatif
Gram positif ~ Gram negatif 0,167 0,349 2,228 0,734 Non
Valeur critique du d de Tukey : 3,151

Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements
Gram positif 20,000 A
Gram negatif 19,833 A

Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance à 95,00 % :

Modalités Différence Différence réduite Valeur critique Pr. > Diff Significatif
Bactérie ~ Champignoin 2,806 3,472 2,093 0,003 Oui

Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne
Bactérie 19,917 A
Champignoin 17,111 B

Regroupements

Annexe IV 
Analyses statistiques 

 

Annexe IV 
Analyses statistiques 

 



 
 

Détermination de l’ordre de sensibilité des souches testées en utilisant les 
CMI 

Tests de comparaison multiple 

 

 

   

Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance à 95,00 % :

Modalités Différence Différence réduite Valeur critique Pr. > Diff Significatif
L. innocua ~ Trichoderma 6,000 9,721 3,415 0,000 Oui
L. innocua ~ A. flavus 3,667 5,941 3,415 0,001 Oui
L. innocua ~ S. aureus 0,667 1,080 3,415 0,924 Non
L. innocua ~ P. aeruginosa 0,667 1,080 3,415 0,924 Non
L. innocua ~ E.coli 0,333 0,540 3,415 0,998 Non
L. innocua ~  A.niger 0,000 0,000 3,415 1,000 Non
 A.niger  ~ Trichoderma 6,000 9,721 3,415 0,000 Oui
 A.niger  ~ A. flavus 3,667 5,941 3,415 0,001 Oui
 A.niger  ~ S. aureus 0,667 1,080 3,415 0,924 Non
 A.niger  ~ P. aeruginosa 0,667 1,080 3,415 0,924 Non
 A.niger  ~ E.coli 0,333 0,540 3,415 0,998 Non
E.coli ~ Trichoderma 5,667 9,181 3,415 0,000 Oui
E.coli ~ A. flavus 3,333 5,401 3,415 0,001 Oui
E.coli ~ S. aureus 0,333 0,540 3,415 0,998 Non
E.coli ~ P. aeruginosa 0,333 0,540 3,415 0,998 Non
P. aeruginosa ~ Trichoderma 5,333 8,641 3,415 0,000 Oui
P. aeruginosa ~ A. flavus 3,000 4,861 3,415 0,004 Oui
P. aeruginosa ~ S. aureus 0,000 0,000 3,415 1,000 Non
S. aureus  ~ Trichoderma 5,333 8,641 3,415 0,000 Oui
S. aureus  ~ A. flavus 3,000 4,861 3,415 0,004 Oui
A. flavus ~ Trichoderma 2,333 3,780 3,415 0,026 Oui
Valeur critique du d de Tukey : 4,829

Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne
L. innocua 20,333 A
 A.niger 20,333 A
E.coli 20,000 A
P. aeruginosa 19,667 A
S. aureus 19,667 A
A. flavus 16,667 B
Trichoderma 14,333 C

Regroupements

Annexe IV 
Analyses statistiques 
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Analyses statistiques 

 



 
 

Détermination du meilleur système de séparation des composés phénoliques 
de Pulicaria odora par CCM  

ANOVA 

Source ddl 
Somme des 
carrés Carré moyen F de Fisher Pr > F 

Modèle 9 120,621 13,402 7,788 0,0001 
Résidus 16 27,533 1,721 
Total 25 148,154       

  Tests de comparaison multiple

 

Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne
C 9,000 A
F 4,000 B
I 3,500 B
J 3,000 B
D 3,000 B
B 2,667 B
E 2,500 B
A 2,400 B
G 2,000 B
H 1,333 B

Regroupements

Annexe IV 
Analyses statistiques 

 



 
 

  

Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance à 95,00 % :

Modalités Différence Différence réduite Valeur critique Pr. > Diff Significatif
C ~ H 7,667 7,158 3,641 0,001 Oui
C ~ G 7,000 5,845 3,641 0,001 Oui
C ~ A 6,600 6,889 3,641 0,000 Oui
C ~ E 6,500 5,428 3,641 0,002 Oui
C ~ B 6,333 5,913 3,641 0,001 Oui
C ~ D 6,000 5,010 3,641 0,004 Oui
C ~ J 6,000 3,961 3,641 0,027 Oui
C ~ I 5,500 4,593 3,641 0,008 Oui
C ~ F 5,000 4,668 3,641 0,007 Oui
F ~ H 2,667 2,490 3,641 0,341 Non
F ~ G 2,000 1,670 3,641 0,796 Non
F ~ A 1,600 1,670 3,641 0,796 Non
F ~ E 1,500 1,253 3,641 0,951 Non
F ~ B 1,333 1,245 3,641 0,953 Non
F ~ D 1,000 0,835 3,641 0,997 Non
F ~ J 1,000 0,660 3,641 0,999 Non
F ~ I 0,500 0,418 3,641 1,000 Non
I ~ H 2,167 1,809 3,641 0,722 Non
I ~ G 1,500 1,143 3,641 0,972 Non
I ~ A 1,100 1,002 3,641 0,988 Non
I ~ E 1,000 0,762 3,641 0,998 Non
I ~ B 0,833 0,696 3,641 0,999 Non
I ~ D 0,500 0,381 3,641 1,000 Non
I ~ J 0,500 0,311 3,641 1,000 Non
J ~ H 1,667 1,100 3,641 0,978 Non
J ~ G 1,000 0,622 3,641 1,000 Non
J ~ A 0,600 0,418 3,641 1,000 Non
J ~ E 0,500 0,311 3,641 1,000 Non
J ~ B 0,333 0,220 3,641 1,000 Non
J ~ D 0,000 0,000 3,641 1,000 Non
D ~ H 1,667 1,392 3,641 0,913 Non
D ~ G 1,000 0,762 3,641 0,998 Non
D ~ A 0,600 0,547 3,641 1,000 Non
D ~ E 0,500 0,381 3,641 1,000 Non
D ~ B 0,333 0,278 3,641 1,000 Non
B ~ H 1,333 1,245 3,641 0,953 Non
B ~ G 0,667 0,557 3,641 1,000 Non
B ~ A 0,267 0,278 3,641 1,000 Non
B ~ E 0,167 0,139 3,641 1,000 Non
E ~ H 1,167 0,974 3,641 0,990 Non
E ~ G 0,500 0,381 3,641 1,000 Non
E ~ A 0,100 0,091 3,641 1,000 Non
A ~ H 1,067 1,113 3,641 0,976 Non
A ~ G 0,400 0,364 3,641 1,000 Non
G ~ H 0,667 0,557 3,641 1,000 Non
Valeur critique du d de Tukey : 5,150

Annexe IV 
Analyses statistiques 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résumé : Le but de cette étude est d’estimer la teneur en composés phénoliques d’une plante 
médicinale locale Pulicaria odora, ainsi que d’évaluer son activité antimicrobienne, et la 
séparation de leurs composés phénoliques par chromatographie sous vide sur colonne sèche. 
Le dosage des polyphénols totaux et flavonoïdes a montré la richesse de notre plante en ces 
derniers avec des valeurs allant jusqu’à 158,38 ± 0,60  mg EQ Ac gallique/g et 23,96 ± 1,55 
mg Eq Quercétine/g respectivement. Les tests d’activité antimicrobienne on révélé une forte 
activité de Pulicaria odora vis-à-vis de toutes les souches testées. La séparation par 
chromatographie sur colonne sèche a permis de récupérer 35 fractions dont seulement quatre  
sont actives. L’analyse des fractions actives par RP-HPLC a relevé une bonne efficacité de la 
séparation sous vide sur colonne sèche, avec des taux de purification allant jusqu’à 71,94%. 
 
Mots clés : Pulicaria odora, activité antimicrobienne, Chromatographie sous vide sur 
colonne sèche. 

محتوى نبتة طبیة محلیة من المركبات الفینولیة, وتحدید نشاطھا ضد الجرثومي وكذلك  ھو تقدیر: الھدف من ھذه الدراسة الملخص
لیة باستعمال كروماتوغرافیا العمود الجاف ذات الضغط المنخفض. تقدیر متعددات الفینول و الفلافونویدات فصل مركباتھا الفینو

مغ مك كارسیتین على التوالي. اختبارات النشاط ضد  23,69مغ مك حمض الغالیك و  158,38اظھر غنى ھذه النبتة مع قیم حتى  
مختبرة. الفصل بواسطة كروماتوغرافیا العمود الجاف, مكن من الحصول الجرثومي اظھرت نشاط قوي للنبتة ضد كل العشائر ال

جزء حیث اربعة منھا فقط ذات نشاط ضد جرثومي. تحلیل الاجزاء النشطة باستعمال كروماتوغرافیا الطور السائل فائقة  35على 
 71,94 الفینولیة مع درجة تنقیة تصل الىالاداء ذات الطور المقلوب اظھر فعالیة كروماتوغرافیا العمود الجاف في فصل المركبات 

.% 
 الكلمات المفتاحیة:Pulicaria odora ,كروماتوغرافیا العمود الجاف ذات الضغط المنخفض , النشاط ضد الجرثومي

Abstract: The aim of this study is to estimate phenolic compounds content of an edible 
medicinal plant Pulicaria odora, and evaluate its antimicrobial activity, with a separation of 
its phenolic compounds using Dry Column Vacuum Chromatography (DCVC).  Results 
showed the wroth of our plant in both polyphenols and flavonoids with values up to 158.38 ± 
0.60 mg EQ Gallic Ac /g and 23.96 ± 1.55 mg Eq Quercetin /g. Antimicrobial tests revealed 
a strong activity of Pulicaria odora against all tested strains. Separation of polyphenols by 
dry column vacuum chromatography allowed recovering 35 fractions, which only four 
among them are active. Analysis of active fractions by RP-HPLC revealed good separation 
efficacy by DCVC with purification yield up to 71.94%. 
 
Key words: Pulicaria odora, antimicrobial activity, Dry Column Vacuum Chromatography. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


