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RESUME

Dans le cadre de la valorisation de la flore du Hodna, trois especes de trois biotopes de la
région de M’sila ont fait 1’objet de cette étude : Pulicaria arabica (L.) Cass., Cotula
coronopifolia L., Nolletia chrysocomoides Desf. Le but ciblé était 1’évaluation in vitro des
activités antioxydante, antimicrobienne et insecticide des différents extraits et huiles essentielles
de ces plantes. Les extraits ont été préparés par I’emploi de solvants organiques de polarité
déférente ; les huiles essentielles ont été extraites par hydrodistillation et les rendements étaient
de 0,1%, 0,4 et 0,2% pour C. coronopifolia, P. arabica et N. chrysocomoides respectivement. La
composition chimique des HE a été faite par CG/SM. Au total, 35 composants volatils ont été
identifiés pour I’HE de P. arabica, dont les constituants majeurs étaient 1’épi-a-cadinol (23,9%),
le 5-cadinene (21,1%) et le a-cadinol (19,8%). Pour C. coronopifolia, 18 composés d’HE ont été
identifiés dont les composants majeurs sont : le 1-Pentadecene (55,31%) et le Neryl isovalerate
(12,74%). En fin, pour I’'HE de N. chrysocomoides, un total de 25 composants volatils avec les
majeurs composants étaient le a-cadinol (25,86%), d-cadinéne (25,6%), épi-a-cadinol et épi-a-
muurolol (22,73%). L’activité antioxydante des HEs et des différents extraits a été évaluée par le
test du DPPH et celui du blanchiment du [-caroténe/acide linoléique. L’activité
antimibactérienne des HESs et des extraits a été estimée in vitro qualitativement contre 8 souches
bactériennes par la technique des disques de diffusion sur gélose et quantitativement par la
détermination de la CMI et CMB. En outre, I’activité antifongique des HES et des extraits,
estimée par le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne des moisissures testées sur
milieu solide. L’activité insecticide des HEs obtenues de C. coronopifolia et N. chrysocomoides a
été testée contre Tetranychus urticae et pour I’'HE de P. arabica a été évaluée contre Culex

quinguefasciatus, Musca domestica et Spodoptera littoralis

MOTS-CLES : Pulicaria arabica, Cotula coronopifolia, Nolletia chrysocomoides, huiles

essentielles, GC-MS, activité antioxydante, activité antimicrobienne, activité insecticide, M’sila.



ABSTRACT

Three species from three biotopes of the M'sila region were studied as part of the
valorization of the Hodna flora: Pulicaria arabica (L.) Cass., Cotula coronopifolia L., and
Nolletia chrysocomoides Desf. The targeted goal was the in vitro evaluation of the antioxidant,
antimicrobial, and insecticidal activities of the different extracts and essential oils of these plants.
The extracts were prepared using organic solvents of different polarities; the essential oils were
extracted by hydrodistillation, and the yields were 0,1%, 0,4, and 0,2% for C. coronopifolia, P.
arabica, and N. chrysocomoides respectively. The chemical composition of EOs was investigated
by CG/SM. A total of 35 volatile components were identified for P. arabica EO, of which the
major constituents were epi-a-cadinol (23,9%), d-cadinene (21,1%) and a-cadinol (19,8 %). The
two most abundant of the 18 compounds in C. coronopifolia EO are 1-Pentadecene (55,31%) and
Neryl isovalerate (12,74%). Finally, for N. chrysocomoides EO, there were a total of 25 volatile
components, with the major components being a-cadinol (25,86%), 6-cadinene (25,6%), epi-a-
cadinol and epi-a- muurolol (22,73%). The antioxidant activity of the EOs and extracts was
determined using the DPPH and p-carotene/linoleic acid bleaching tests. The antimibacterial
activity of the EOs and extracts was estimated in vitro qualitatively against 8 bacterial strains by
the agar diffusion disk technique and quantitatively by the determination of the MIC and CMB
values. In addition, the antifungal activity of the EOs and extracts was estimated by the mycelial
growth inhibition percentage of molds on solid medium. The insecticidal activity of C.
coronopifolia and N. chrysocomoides EOs was tested against Tetranychus urticae and the EO of
P. arabica was evaluated against Culex quinquefasciatus, Musca domestica and Spodoptera

littoralis.

KEYWORDS: Pulicaria arabica, Cotula coronopifolia, Nolletia chrysocomoides, essential oils,
GC-MS, antioxidant activity, antimicrobial activity, insecticidal activity, M'sila.
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INTRODUCTION

La phytothérapie et I'utilisation des plantes comme médicaments, est une pratique trés
ancienne qui a recemment gagné en popularité aupres de la population générale. 1l est possible

d'utiliser les plantes entiéres ou les produits d'extraction qu'elles fournissent (Marc, 2001).

L'utilisation des plantes pour la guérison vient principalement de la prise de conscience des
patients et de leur désir profond de revenir & des produits naturels et efficaces ; Ils possedent de
nouvelles propriétés pharmacologiques grace a de nouveaux principes actifs et de quelques
activités biologiques pour traiter de nombreuses affections a la fois. Dans ce contexte, I'utilisation
de composés naturels a activité antimicrobienne et antioxydante présente un large éventail
d'activités biologiques et pharmacologiques et sont considérés comme ayant des effets bénéfiques
en santé et nutrition (Gautam et al., 2014). Cette utilisation demande une confirmation
scientifique et des recherches approfondies qui doivent étre menées. En Algérie, comme dans
tous les pays du monde, plus de 20 000 plantes aromatiques médicinales sont utilisées en

médecine traditionnelle (Meissner, 2004).

Les industries cosmétiques, pharmaceutiques et agricoles s'intéressent de plus en plus aux
produits naturels, car ces industries se concentrent sur l'utilisation de molécules naturelles dans
leurs produits. Sachant que dans le domaine pharmaceutique, 60% a 70% des médicaments
antibactériens et anticancéreux sont des substances d’origine naturelle, et prés de 25% des
prescriptions sont a base de plantes. De méme, selon I’OMS (2008), plus de 80% de la population

mondiale utilisent les plantes médicinales pour traiter plusieurs maladies (Pierangeli et al., 2009).

L'Algérie, par sa position géographique, présente une large gamme d'étages climatiques
induisant une biodiversité avec une avalanche de beaucoup de plantes utilisées comme herbes,
alimentation naturelle et a des fins thérapeutiques. Cela est principalement di a sa vaste
géographie. Les laboratoires pharmaceutiques de ce pays, mais aussi les médecins et les
pharmaciens cherchent a mieux connaitre le patrimoine des espéces spontanées et cultivées
utilisées en médecine traditionnelle. Leurs modes d'utilisation, leurs indications dans diverses
pathologies ainsi que les principes actifs sont etudiées depuis des dizaines d'années (Hendel et al.,
2012).

On s'intéresse de plus en plus a l'importance des plantes médicinales et des pratiques
traditionnelles dans la résolution des problémes de santé mondiaux. En raison de cette prise de

conscience, le commerce international des plantes medicinales connait une croissance



exponentielle et de nombreux pays ont assimilé les pratiques médicales traditionnelles comme

faisant partie intégrante de leur culture (Boudjelal et al., 2020).

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de trois espéces spontanées de la famille
Astéraceae d’une région a climat semi aride de diferrents biotopes : Pulicaria arabica, Cotula
coronopifolia et Nolletia chrysocomoides. Cette étude est axée sur la caractérisation de leurs

huiles essentielles et extraits ainsi que leurs activités biologiques.

Le present manuscrit est présenté en deux parties : la premiere partie renferme deux
chapitres, le premier chapitre traite un apercu bibliographique et le deuxiéme chapitre présente la
monographie des trois espéces étudiées. La deuxiéme partie est subdivisée en quatre chapitres
dont le premier est consacré a la méthodologie suivie dans cette étude, et les trois autres chapitres
englobent I’ensemble des résultats et discussions de chaque plante séparément Pulicaria arabica,

Cotula coronopifolia et Nolletia chrysocomoides respectivement. Enfin une conclusion générale.
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CHAPITRE | : APERCU BIBLIOGRAPHIQUE
1. Plantes médicinales

Selon Sofowara (2010), toutes les plantes qui contiennent un ou plusieurs composés
pouvant étre utilisés a des fins thérapeutiques ou qui servent de précurseurs dans la synthése de
médicaments utiles sont considérées comme des plantes médicinales. Le groupe de I’OMS qui a
élaboré cette définition affirme qu'une telle description permet de distinguer les plantes
médicinales dont les éléments et les propriétés thérapeutiques ont été établis scientifiqguement des

plantes considérées comme médicinales.
2. Huiles essentielles (HES)

Le terme « huile essentielle » a été inventé au 16°™ siécle par le médecin Suisse
PARASCELSUS Von Hohenheim pour désigner le composé actif d’un reméde naturel (Burt,
2004). Les huiles volatiles ou essences aromatiques végétales sont nommées huiles essentielles,
car elles renferment la « Quintaessentia », la fragrance de la plante (Lamarti et al., 1994). Elles
sont des substances volatiles, huileuses, odorantes, de nature hydrophobe et totalement solubles
dans les alcools. Lorsqu’elles sont pures et naturelles, elles ne contiennent aucun corps gras et
uniquement constituées de molécules aromatiques volatiles. Liquides a la température ambiante,
de consistance huileuse, leur densité est inférieure a celle de 1’eau, a I’exception de quelques cas
(sassafras, cannelleet girofle), insolubles dans 1’eau, et elles doivent étre conservées a 1’abri de la
lumiére et de I’air (Duval, 2012). L’association frangaise de normalisation (AFNOR NF T-75-006) a
définit I'nuile essentielle comme étant : « le produit obtenu a partir d’une matiére premiére
d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de
I’épicarpe des Citrus, soit par distillation « séche », elle est ensuite séparée de la phase aqueuse
par des procédés physiques » (AFNOR, 2000). Les HE ont une variété d’utilisation, et dans bien
des cas, la méme huile peut étre recherchée pour des propriétés différentes. Les propriétés
médicinales des HE sont beaucoup, mais chacune possede ses caracteristiques particulieres
(Nicole, 1996).

3. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Le principe de cette méthode consiste a transporter la substance a analuser par un gaz
vecteur (phase mobile). Les composes separes par chromatographie seront décomposés en ions
de masse variable au niveau du spectrometre de masse, ou leur séparation dependra de leur

masse.La comparaison informatique du spectre d’un pic inconnu avec un ou plusieurs de



référence permet son identification a condition que la similitude des spectres, inconnus et de
référence, soit suffisant et que les indices de rétention soient identiques, dans des conditions

opératoires comparables (Desjobert et al., 1997 ; Bruneton, 1999).

Afin d'identifier et/ou de quantifier avec précision une variété de composés, I'approche
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse combine séparation et
identification (les capacités de la chromatographie en phase gazeuse et de la spectrométrie de
masse). La méthode est basée sur la séparation des constituants a l'aide du CPG et leur
identification par spectrométrie de masse. (Longevialle, 1981 ; Lafferty et Michnowicz, 1992 ;
Constantin, 1996 ; De Hoffmann et al., 1999). Le processus d'identification est ensuite complété
en comparant les indices de rétention (IR) et les données spectrales (spectres de masse) des
constituants individuels a ceux des produits de référence contenus dans les bibliothéques de
spectres électroniques qui ont été développées au laboratoire ou a des fins commerciales (Lafferty
et Stauffer, 1994 ; Joulain et Konig, 1998 ; NIST, 1999 ; Adams, 2001).

4. Composés phénoliques

Les composes phénoliques, ou polyphénols représentent une famille de molécules
largement répandues dans le régne végétal. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieures (feuilles, tiges, racines, fleurs, pollens, graines fruits, et bois) ; et ils jouent un réle
important dans de nombreux processus physiologiques, notamment la croissance cellulaire, la
rhizogenése, la maturité des fruits et germination des grains (Boizot et Charpentier, 2006). Les
composés phénoliques peuvent servir de marqueurs d'identification pour les plantes, leur
permettant de résister a une variété d'agressions d'organismes pathogenes. Ils contribuent de
maniére significative a la capacité des plantes a tolérer une variété de stress, et ces composés sont
cruciaux pour I'équilibre et I'adaptation de la plante a son environnement naturel (Macheix et al.,
2005).

5. Activité antioxydante

Ainsi a I’instar de beaucoup de fruits et légumes qui peuvent offrir une protection contre
certaines maladies chroniques causées par le stress oxydatif, les plantes également ont suscitees
une attention considérable au cours de ces dernieres années a travers un nombre croissant de
travaux qui confirment leurs propriétés antioxydantes et incitent a leur utilisation dans la

consommation humaine. Ces antioxydants de sources naturelles peuvent remplacer



éventuellement les antioxydants synthétiques dont la toxicité et les effets cancérogeneses
semblent limités (Sun et al., 2009).

- Antioxydants

Les antioxydants sont des substances qui peuvent atténuer les dommages causés par les
radicaux libres en les neutralisant ou en les réduisant. Chaque individu ne posséde pas le méme
potentiel antioxydant, selon ses habitudes alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques
génétiques ou 1’environnement dans lequel il vit (Assmann et al., 2019). Les antioxydants
peuvent étre introduit dans le systeme biologique exogene par l'alimentation (par exemple,
vitamine C, caraténoides et vitamine E), et également étre produits de maniére endogene (par
exemple, la superoxyde dismutase (SOD) et glutathion réduit (GSH)) (Amber et al., 2013 ;
Ighodaro et Akinloye, 2017).

Les antioxydants fonctionnent principalement pour équilibrer les radicaux libres générés pendant
les processus métaboliques, y compris au cours des processus impliqués dans la protection de
I'intestin contre les blessures et lI'inflammation (Nwosu et al., 2016). On peut dire que les
antioxydants agissent sur le systeme de défense en trois maniéres principales :

a) par I’inhibition de leur effet délétere, mise a disposition de petites molécules qui ont la
capacité a piéger les radicaux libres ;

b) mécanismes spécifiques de correction des dommages de I'ADN induits par les ROS
dommages (Ofor et al., 2016) ;

c) par la séquestration des protéines avec les métaux de transition empéchant leur
disponibilité pour la réaction avec les radicaux libres.

Les plantes meédicinales sont considérées comme une source importante de nouvelles
molécules a fort potentiel antioxydant (Moualek, 2016). On se rend compte de plus en plus que
les végétaux présentent un potentiel anti radicalaire qui leur permet de jouer un rdle bénéfique en

termes d’action préventive trés importante pour la santé animale et humaine (Sabu et Kattan,

2002).
- Stress oxydatif

Le stress oxydatif, aussi appelé stress oxydant, se définit comme un déséquilibre du
systéeme oxydants-antioxydants au profit des oxydants. Il est lié a une modification du statut
oxydatif intracellulaire (Boyd et al., 2003). Les especes oxygénées réactives oxydent lentement

les molécules biologiques. Plut6t, il existe un systeme de défense appelé anti oxydatif. Ce réseau



d'antioxydants, enzymatiques ou non, permet a notre corps de se défendre contre les substances
réactives oxygeénees (Koen, 2004). L'importance d'un systéme anti oxydatif efficace est illustrée
par la corrélation entre le stress oxydatif et certaines maladies, y compris du diabete, des maladies

cardio-vasculaires et les cancers non insulino dépendant (Koen, 2004).
- Radicaux libres

Le terme "radicaux libres" désigne des molécules ou des fragments de molécules qui
contiennent des électrons libres. Les électrons inutilises présents fournissent a un radical libre un

degré significatif de reactivité (Valko et al., 2006).

La capacité d'introduire de I'énergie en oxydant la matiere organique fait de I'oxygene, ce
dernier est un composant nécessaire pour les organismes multicellulaires. Mais une partie de cet
oxygene est convertie par nos cellules en substances toxiques appelées radicaux libres (Hubert,
1998). Le terme collectif pour les radicaux libres et leurs précurseurs est connu sous le nom
d'espéces réactives a I'oxygene (Favier, 2003). Puisqu'ils sont bénéfiques pour l'organisme a dose

raisonnable, divers processus physiologiques produisent des radicaux libres.

* Présentation du test au DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre stable qui agit en se combinant avec
d’autres radicaux libres. Ce composé a été I’'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier
la relation structure-activité des composés phénoliques. Il s’agit d’un test largement utilisé car il
est simple et relativement reproductible (Brand-Williams, 1995).

** Décoloration B-caroténe
La capacité antioxydante est déterminée en mesurant I'inhibition des composés organiques
volatils et la formation conjuguée d'hydroperoxyde de dieéne avec I'oxydation de I'acide linoléique
(Tepe et al., 2005).

6. Activité antibactérienne

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires visibles au microscope (de 0,5 um a
1um de largeur et de 0,5 um a 8 um de longueur) qui appartiennent au regne des protistes. Elles
sont présentes un peu partout dans | es différents mulieu ; 1air, les sols, 1’eau et la peau. Elles
peuvent survivre de fagon indépendante, se nourrir et se multiplier comme elles sont dotées d’un
grand pouvoir d’adaptation (Nicklin et al., 2000), la plupart des bactéries se nourrissent de
déchets organiques en décomposition, ce sont les saprophytes ou les mangeurs de déchets. La

majorité des bactéries présentes naturellement chez I'homme ne causent pas d’effets néfastes a la
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santé. Certaines sont méme essentielles autant a 1’organisme humain qu’a I’environnement,
comme les bactéries présentes dans les intestins qui aident & digestion. D’autres cependant sont
bel et bien de véritables agents pathogénes qui provoquent toujours une maladie. Ces pathogénes
sont a la base de beaucoup d’infections bien connues telles que les otites, la plupart des formes de
méningite et de pneumonie, des abces, quelques formes de diarrhée, la tuberculose, le typhus, la

dysenterie, le choléra, la diphtérie...etc (Nicklin et al., 2000).

L’étre humain est toujours en contact avec des micro-organismes qui vont progressivement
coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces microorganismes de nombreux
moyens sont mis en jeu. On peut schématiqguement en distinguer 3 groupes : les barrieres
anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et I'immunité acquise (Kaufmann,
1997).

L'utilisation d'antibiotiques est la pierre angulaire du traitement des maladies bactériennes.
L'importance d'orienter la recherche vers la découverte de nouvelles voies qui servent de source
d'inspiration pour de nouveaux medicaments a base de plantes tient a la possibilité que la
prescription généralisée et parfois inappropriée de ces agents puisse entrainer la sélection de
tissus multirésistants (Billing et Sherman, 1998). La composition chimique des extraits de plantes
peut étre influencée par de multiples facteurs, incluant I’espéce a laquelle appartient la plante
prélevée, le matériel végétal (fleurs, feuilles, fruits, rameaux) utilisé pour produire les extraits,
ainsi que la technique employée pour réaliser 1’extraction. La combinaison de ces divers
parametressemble étre une explication aux différences d’activité antibactérienne observées entre
les HE (Burt et al., 2004). Dans 1’ensemble, le mécanisme d’action antibactérien est favorisé par
une série de réactions biochimiques dans la cellule bactérienne, qui dépendent du type et de
caractéristiques des constituants chimiques présents dans 1’huile essenticlle (Nazzaro et al.,
2013). Les constituants chimiques de I’HE ont une propriété hydrophobe qui leur permet de
pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de lacellule bactérienne (Keita,
2002).

7. Activitité antifongique

L'utilisation des HE peut servir de source a de nouveaux médicaments antifongiques, soit
sous leur forme pure, soit sous forme de dérivés de leurs composés d'origine pour une

optimisation thérapeutique plus slre et plus efficace (Peralta et al., 2015). Dans les industries



agricoles et alimentaires, les huiles essentielles ou leurs constituants sont souvent utilisés comme

agents antifongiques (Zambonelli et al., 2004).
8. Activité insecticide

Les insectes, les rongeurs et les champignons s’attaquent les denrées stockées, ce qui peut
causer des pertes importantes en réduisant la quantité et la qualité des produits stockés. Selon la
FAO. (2011), les pertes causées par les insectes nuisibles correspondent & 35% de la production
agricole mondiale. De nombreuses études se développent pour isoler ou identifier des substances
naturelles extraites de plantes qui ont une activité insecticide répulsive ou opposé vis-a-vis des
insectes (Lichtenstein, 1966). De plus, des substances issues de plusieurs especes florales ont des
effets répulsifs, contre certain insectes Coléopteres qui cible les produits entreposés (Hashem et
al., 2012).

Nous pensons que ces mecanismes sont particuliers et que les biopesticides a base d'HE
peuvent fonctionner comme des outils fragmentaires dans les programmes de gestion de la
résistance aux pesticides chez les organismes ravageurs. Ces mécanismes d'action spécifiques
permettent a ces biopesticides d'étre utilisés seuls et & nouveau sans éventuellement provoquer le
développement d'une résistance aux pesticides chez les organismes ravageurs (Chiasson et
Beloin, 2007).
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CHAPITRE Il : PRESENTATION DES ESPECES ETUDIEES
1. Pulicaria arabica (L.) Cass. (Famille: Asteraceae)

m Synonymie : Inula arabica L.

TR

Figure 1: Pulicaria arabica (L.) Cass.
(Photo M. Sarri, Campus de I’université — M’sila, 8/06/2018)

m Nom vernaculaire : Abu-ain-safra, deithouth (Kew, 2002).

1.1. Présentation

Pulicaria arabica appartient a la famille des Asteraceae, connu sous le nom commun
“Dames faux vergerette’’. La pulicaire abrite les habitats comme les endroits secs, les fossés, les
bords des cours d'eau, les réservoirs et les étangs. Il existe 80 espéces du genre Pulicaria réparties
entre I’Europe, 1’ Afrique du Nord et I’ Asie (Quézel et Santa, 1963 ; Ozenda, 1983).

1.2. Description botanique

Plante vivace a fleurs jaunes (Figure 1), dressée de 10 a 60 cm, a branches dressées.
Inflorescence dichotomique paniculaire. Capitule hétérogame, multiflore, longuement pétiolée,
grande ou assez grande, de 10-20 mm de diametre, a ligules étalées, assez longues, dépassant
largement l'involucre et les fleurs du disque tubulaire et hermaphrodite. Réceptacle plat, nu, a
épines alvéolées. Involucre (bractées sur quelques rangées, généralement étroites, les externes
sont courtes ou foliacées) densément poilues, akenes hispides a aigrette double assez longue,

I'externe est court, libre, cupuliforme, constitué d'écailles plus ou moins cornées a I'extrémité



base, libre ou plus ou moins fusionnee avec l'intérieur, l'intérieur est composé de longs poils
scabres. Les feuilles sont linéaires, oblongues lancéolées, entieres, Iégerement ou subdentées, non

génantes, ni enroulées, tuberculeuses, rugueuses, poilues ou non (Quézel et Santa, 1963).

1.3. Distribution et écologie

Cette espéce son aire de répartition naturelle s'étend du sud et de I'est du bassin
méditerranéen au Pakistan et a la péninsule arabique (Figure 2). Il existe 12 espéces de Pulicaria
qui poussent naturellement en Algérie, est abrite les lieux humides et les marais (Quézel et Santa,
1963 ; Ozenda, 1983).

o
: Originaire ==, :lIntroduite
Figure 2 : Répartition dans le monde de P. arabica (L.) Cass.
(Kew, 2022)

1.4. Utilisations traditionnelles

Les especes de Pulicaria sont utilisées dans le traitement de plusieurs maladies telles que
I'nypoglycémie, la fievre, les maladies spasmodiques, les cancers, les maladies microbiennes et
inflammatoire (Liu et al., 2010 ; Salleh et al., 2021). Cependant, la pulicaire est utilisée en
médecine traditionnelle sous la forme de divers remédes (Tableau 1).

Tableau 1 : Usages traditionnels de P. arabica (L.) Cass.

Usages traditionnels Références

e agent antidiarrhéique et antischistosomiase Ali, 2011

e traitement des gonflements douloureux et des furoncles Djermane et al., 2016

e traitement des troubles digestifs Mossa, 1988 ; Zedan et Haten,

2002
e traitement des ulcéres Provencal, 2010
e anti-tabac Ozdemir et al., 2021
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Suite Tableau 1

Usages traditionnels Réferences

e utilisé comme lotion pour soigner les maladies de la peau | Meinardus, 1996

e la poudre de la plante est utilisée comme éternuement,
par voie nasale, dans le traitement de certaines maladies | Bellakhdar, 1997
Oto-Rhino-Laryngologie et maux de téte

1.5. Données pharmacologiques et phytochimiques

A notre connaissance, Pulicaria arabica ¢té peu étudié auparavant d’un point de vue
phytochimique et pharmacologique en Algérie. Plusieurs travaux montrent une diversité de
composés sur le plan qualitative et quantitative des huiles essentielles du genre Pulicaria (Mossa
et al., 1987 ; Abed et al., 2010 ; Djermane et al., 2016) ; de flavonoides (Malek et al., 1988 ;
Mossa et al., 1988 ; Ali, 2011) et de dérivés de caryophylléne (Hafez et al., 1987).

Certaines publications rapportent I’efficacité des substances bioactives du genre Pulicaria
comme antibactérienne (Abdallah et al., 2018 ; Ozdemir et al., 2021), antioxydante (Djermane et
al., 2016-2017), antivirale (Mouhajir, 2002), analgésique, antipyrétique et anti-inflammatoire
hépatique et néphrétique (Yusufoglu, 2014).

Peu de travaux ont été cités sur les activités biologiques, que ce soit sur les huiles
essentielles ou les extraits de P. arabica. L'effet microbiologique de I'huile essentielle de P.
arabica montre une action inhibitrice significative contre les bactéries et les levures (Abed et al.,
2010), de plus, I'extrait éthanolique de P. arabica montre une activité contre Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (Ozdemir et al., 2021). En résumeé,
I'extrait éthanolique de P. arabica induit de puissants analgésiques, antipyrétiques et anti-
inflammatoires avec des actions protectrices hépatiques et néphritiques importantes. De plus, la
perturbation des parameétres de la fonction hépatique et rénale induite par I'intoxication au CCu a

éteé recupérée par l'extrait éthanolique de P. arabica (Yusufoglu, 2014).
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2. Cotula coronopifolia L. (Famille : Asteraceae)

m Synonymie: Cotula integrifolia Hook. F.; Cotula montevidensis Spreng.; Lancisia
coronopifolia (L.) Rydb. (Tela Botanica).

Figure 3 : Cotula coropifolia L.
(Photo A. Sassoui, Oued el Ksob — M’sila, 15/05/2018)

m Nom vernaculaire : boutons en laiton, boutons dorés, et buttonweed (Turner, 1996)

2. 1. Présentation

Le genre Cotula L. appartenant a la famille des Asteracea, comprend 3 espéces (C. cinerea
Del., C. anthemoides L. et C. coronopifolia) en Algérie (Quezel et Santa, 1963), avec des espéces
réparties dans I'hémispheére sud et certaines naturalisées dans I'némisphere nord (Himmelreich et
al., 2008). Le genre est placé dans la premiére sous-tribu divergente Cotulinae de la tribu
Anthemideae (Himmelreich et al., 2008 ; Oberprieler et al., 2007) et est étroitement lié au genre
largement sud-américain et le genre a prédominance australasienne (Powell et al., 2014).
L’espece du groupe C. coronopifolia est une plante annuelle sauvage qui pousse dans les zones
humides d'eau douce ou saumatre et semble trés tolérante aux inondations périodiques. De
nombreuses especes du genre Cotula sont utilisées depuis longtemps en médecine traditionnelle
(Kether et al., 2012).

2.2. Description botanique

La plante C. coronopifolia L. est une plante aquatique (Figure 4), herbacée vivace ou
annuelle a feuilles pennatiséquées, fleurs jaunes et hermaphrodites. Les capitules sont
homogames, a réceptacle nu et conique (Pottier, 1981). Germination des graines réalisée en fin
d'hiver (Van der Toorn, 1982).
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2.3. Distribution et écologie

Plante sub-cosmopolite ; en Algérie cette espece abrite les Dayas et les bords des ruisseaux
(Quézel et Santa, 1963). Le genre Cotula comprend environ 55 espéces, la plupart endémiques
d'Afrique du Sud (Jakubowsky et Mucina, 2007) (Figure 4), trois en Afrique du Nord : Cotula
cinerea Del., Cotula coronopifolia L. et Cotula anthemoides L. (Quézel et Santa, 1963), deux se
trouvent en Australie, et le méme nombre en Asie et sur les Tles Tristan da Cunha dans l'océan
Atlantique Sud (Jakubowsky et Mucina, 2007). L’espéce C. coronopifolia occupe une niche
écologique spécialisée. Elle préfere les zones humides boueuses, anoxiques et les eaux saumatres,

et elle est tres tolérante au sel (Turner, 1996).
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Figure 4 : Répartition dans le monde de C. coronopifolia L.
(Kew, 2022)

2.4. Utilisations traditionnelles

L utilisation traditionnelle de la planté C. coronopifolia est méconue en Algérie, en Tunisie
et au Maroc. Par contre I’espéce Cotula cinerea voisine de C. coronopifolia est largement utilisée
dans la médecine traditionnelle pour ses propriétés biologiques telles antipyrétique, analgésique,
antibactérienne, antiseptique et anti-inflammatoire (Benhammou, 2012). En outre, elle est
préconisée pour traiter les maux de téte, les migraines, d'estomac, la fievre, les articulations
inflammation et la toux (Chouikh et Chefrour, 2014).

2.5. Données pharmacologiques et phytochimiques

En signale peu de travaux phytochimiques et biologiques qui ont été réalisés sur les especes
du genre Cotula. Markouk et al. (1999) ont annoncé une activité antibactérienne des extraits de
Cotula cinerea. L’extrait de pétrole de la plante Cotula coronopifolia posséde de fortes activités

antimicrobiennes (contre Escherichia coli et Enterococcus fecalis) et antioxydantes (Liouane et
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al., 2009). En Tunisie (Kether et al., 2012), les composées les plus importants detectés dans les
huiles essentielles de C. coronopifolia était I'agarospirol (10,43%) dans les feuilles, I'nexacosane
(31,7%) dans les fleurs, le 1-eicosanol (17,1%) dans la tige et les racines étaient I'heptacosane
(28,4%), le 1-eicosanol (14,6%), I'octacosane (5,4%) et le y amorphen (5,2%).

Les recherches éffectuées sur I’espece C. cinerea du méme genre du Cotula poussant en
Algérie (Chouikh et al., 2015) montrent que la composition chimique de I’huile essentielle des
fleurs et fruits est dominés par les composées chimiques suivants : 3-Caréne (30,99%), Thujone
(28,78%), triene de santoline (18,58%), Eucalyptol (15,13%) et Camphre (7,49%). Autres
composés chimiques ont été mentionné comme les flavonoides (Dendougui et al., 2012) et les

terpeénes et les huiles essentielles (Markouk et al., 1999).
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3. Nolletia chrysocomoides (Desf.) Cass. (Famille : Asteraceae)

m Synonymie : Conyza chrysocomides Desf. (Battandier et Trabut, 1889 ; The Plant List,
2012) ; Nolletia arenosa O. Hoffm ; Chrysocoma dinteri Muschl. et Conyza pulicarioides Coss.
& Durand (Durand et Baratte, 1910) ; Aster chrysocomifolius Hort. ex. Steud. ; Aster
chrysocomoides Desf. (The Plant List, 2012).

Figure 5 : Nolletia chrysocomoides
(Photo M. Sarri, Chott el Hodna — M’sila, 17/04/2019)

m Noms vernaculaires : pas de nom cité.

3.1. Présentation

Nolletia est un genre de plantes a fleurs de la tribu des Asteraceae au sein de la famille des
Asteraceae. Le genre a été décrit par Alexandre Henri Gabriel de Cassini (Cuvier, 1825). Bremer
(1994) a signalé 10 espéces dans le genre, neuf en Afrique australe et une en Afrique du Nord et
en Espagne. Durand et Barratte (1910) signalent N. chrysocomoides (Desf.) Cass. ex. Les.,
I'espéce type du genre, pour le Maroc, I'Algérie, la Tunisie et I'Espagne. Récemment Dobignard
et Chatelain (2011) I'ont signalé pour la Mauritanie, le Maroc, I'Algérie, la Tunisie et la Libye en
Afrique du Nord. Une révision compléte du genre a été entreprise avec une clé de toutes les
espéces. Cing nouvelles especes ont été décrites : N. annemarieae, N. annetjieae, N.
vanhoepeniae, N. jeanettae et N. welmaniae. Une espece d'Afrique australe (N. arenosa) est
synonyme de N. chrysocomoides (Herman, 2013).

3.2. Description botanique
Plante vivace pubescente cendrée des zones sableuses (Figure 5). Tiges gréles, dressées ou
diffuses, entierement feuillées. Feuilles petites et linéaires. Capitules hémisphériques, de 1 cm de
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diammetre envirenement, a fleurs jaunatres dépassées par les aigrettes, peu nombreux sur chaque
tige. Bractées de l'involucre velues lancéolées-linéaires, les intérieures aussi longues que les
fleurs (Quézel et Santa, 1963).

3.3. Distribution et écologie

Nolletia chrysocomoides plante endémique de la partie nord-africaine de la Méditerranée
occidentale (Figure 6), et est une espéce trouvée de l'ouest de la Libye au Maroc et a la
Mauritanie, atteignant le sud du Hoggar en Algérie et peut-étre le Niger (Ozenda. 1983). L’espce
abrité les lits secs de ravins et de rivieres qui souffrent de sécheresse sévere, et dans des zones
cotieres sablonneuses, sur le plancher thermo-méditerranéen avec un ombroclimat sec ou
subhumide (Banares et al., 2004).

y

4

: Originaire
Figure 6 : Répartition dans le monde de N. chrysocomoides (Desf.) Cass.
(Kew, 2022)

3.4. Utilisations traditionnelles
A notre connaissance, aucune utilisation traditionnelle particuliére de N. chrysocomoides

n'est signalée dans la littérature disponible.

3.5. Données, pharmacologiques et phytochimiques

Dans la littérature disponible, aucune investigation chimique et biologique n’est citée, mais
exceptionnellement des recherches sur le plan taxonomique c-a-d. des révisions sur le genre
Nolletia (Herman, 2013).
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CHAPITRE Ill : MATERIELS ET METHODE

Dans le cadre de la valorisation du patrimoine végétal de la région du Hodna, zone
caractérisée par un climat semi aride et un paysage naturel diversifié avec des biotopes aquatique,
sableu, forestier et steppique et sur ce contexte, des travaux de recherches ont été realises
(Boudjellal et al., 2013 ; Flamini et al., 2013 ; Meratate et al., 2015 ; Medjekal et al., 2016 ;
Dehimi et al., 2016 ; Hendel et al., 2019 ; Fodil et al., 2021 ; Fodil, 2021 ; Hendel et al., 2021 et
Sarri et al., 2021; Smaili et al., 2022 a et b; Tahar et al., 2022). Le but de cette étude est la
continuité de valoriser cette flore Hodnnienne par la réalisation de ce Doctorat. Notre choix est
fondé sur deux axes a savoir des études sur la phytochimie (huiles essentielles et extraits) et les
activités biologiques (antioxydante, antimicrobienne et insecticide). Dans ce travail, nous avons
étudié trois especes : Pulicaria arabica (L.) Cass., Cotula coronopifolia L. et Nolletia
chrysocomoides Desf., qui poussent spontanément dans la région du Hodna (caractérisations des

huiles essentielles et des extraits et leurs activités biologiques).

1. Récolte des especes

Les especes sélectionnées pour cette étude ont été récoltées dans trois différents biotopes de
la région du Hodna (Tableau 2), elles ont été nettoyées et séchées a labri de la lumiere. Apres le
séchage, les échantillons ont été récupérés et conservés dans des sacs en papier jusqu’au moment
d’extraction. L’identification botanique des trois espéces a été faite par le Dr. Djamel SARRI

enseignant chercheur au département des Sciences de la Nature et de la Vie.

e Pulicaria arabica (L.) Cass.

La plante entiére a été récolté dans le campus universitaire (M’sila), le 8 juin 2018.

e Cotula coronopifolia L.
La plante entiére a été récolté dans un milieu aquatique “’Oued Ksob®’, situ¢ a 10 Km au
nord de la ville de M’sila, le 15 mai 2018.
e Nolletia chrysocomoides Desf.

La partie aérienne a été récoltée dans la région de Chott EI Hodna, située au sud de la
willaya de M’sila (80 Km de chef-lieu), le 17 avril 2019.
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Tableau 2 : Caractéristiques géographiques des espéces étudiées

\ . Altitude . Longitude Etage
Espéces Station (m) Latitude (N) (N) bioclimatique
Cotula coronopifolia Oued Ksob 599 35°50'24" 4°34' 14" Semi aride
Pulicaria arabica Campus . 516 35° 44" 30" 4° 32' 55" Semi aride
Univ. M’sila
Nolletia chrysocomoides ﬁggtna El 394 35° 18 00" 4° 40" 00" Semi aride

2. Dosage des composés polyphénoliques
e Polyphénols totaux

Le protocole utilisé par notre laboratoire est inspiré de celui de Tajini et al. (2020), avec
quelques modifications. Le Folin-ciocalteu (FC) est une solution d'acide contenant des ions
complexes polymériques issus d'un mélange de I’acide phosphotungstate (HsPW12040) et d’acide
dephosphomolybdate (H3PMo12040). Ce dosage est une estimation rapide de la teneur en
polyphénols totaux. Le caractere réducteur des composeés phénoliques et leur complication
possible avec les métaux lourds contenus dans l'agent oxydant et qui conduisent a la formation
d’un complexe bleu a une longueur d'onde de A = 760 nm.

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des HEs, EMs, EEs et des ECs, se fait
par spectrophotométrie (Atere et al., 2018) ; dans des tubes a essais, un volume de 0,1 ml (1
mg/ml), de chaque échantillon en solution, a été introduit avec un volume de 0,9 ml de l'eau
distillée et 0,2 ml de réactif FC, le mélange résultant a été vortexé et incubé. Apres 5 minutes de
repos, 1ml d'une solution de carbonate de sodium a (7%, poids / poids) a ensuite été ajouté et la
solution résultante qui a été complétée a 2,5 ml avec de I'eau distillée. Le mélange obtenu a été
incubé pendant 90 minutes a une température ambiante. La lecture de I'absorbance est effectuée a
une longueur d’onde de 750 nm contre un blanc, a 1’aide d’un spectrophotometre. La courbe
d’étalonnage est réalisée en parallele pour le standard (acide gallique) en gardant les méme
conditions opératoires (El-haci et al., 2012). Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent
d’acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

e Flavonoides totaux

Pour ce dosage, nous avons utilisé le protocole de Meda et al. (2005) avec quelques
modifications. La teneur en flavonoides totaux des HEs, EMs, des EEs et des ECs des plantes
d’étude a été déterminée en utilisant le réactif de trichlorure d’aluminium (AICI3). Celui-ci forme
un complexe stable de couleur jaune avec les groupements hydroxyles des flavonoides et absorbe

a une longueur d’onde maximale de 415 nm.
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En Bref, en introduit dans un tube a essai un volume de 0,6 ml de AIClz a 2% dans du
méthanol. Ce volume est mélangé avec le méme volume d’échantillon 0,6 ml (a différentes
concentrations). Apres agitation, le mélange est incubé a tempeérature ambiante pendant 10 min et
la lecture est effectuée a une longueur d’onde de 415 nm contre un blanc composé d’une solution
AICl3 et de 0,6 ml avec 0,6 ml de méthanol. La teneur en flavonoides totaux a été déterminée en
utilisant une courbe standard réalisee avec de la quercétine (0-50 pg/l) comme standard. Les

résultats sont exprimés en pg équivalent de quercétine par mg de d’extrait (LgEQ/mg d’extrait).

3. Extraction et calcul du rendement

L’huile essentielle a été extraite par procédé d’hydrodistillation (appareil de type
Clevenger), au niveau du laboratoire de Biochimie du département de Microbiologie et
Biochimie, faculté des Sciences et de I’Université Mohamed Boudiaf de M’sila.

Pour cela, 100g des organes ciblés (partie aérienne, plante entiere, feuille) des trois espéeces
étudiées préalablement séchées a ’ombre ont été broyées puis mises dans un ballon avec 1L
d’eau distillée, le ballon a été par la suite porté a ébullition sur un chauffe -ballon ballon de 2L
pendant 3h. Les HE entrainées par la vapeur se dirigent vers un réfrigérant ou elles subissent une
condensation donnant naissance & deux phases ; une phase organique et une phase aqueuse. L’HE
obtenue a été déshydratée par le sulfate de sodium anhydre puis gardée au réfrigérateur a 4°C et a
I’obscurité (Willem, 2002).

e Calcul du rendement (huile essentielle)

Le rendement est defini comme étant le rapport entre la quantité d’HE récupérée et la
quantité de la matiére végétale seche traitée (AFNOR, 1986), il est exprimé en pourcentage selon

la formule suivante :

R =Py /Pax 100

Sachant que :

m R : rendement de I’huile essentielle
m Pp: poids de I’huile essentielle récupérée en gramme
m Pa: poids de la matiere végétale séche en gramme

Les différents extraits organiques ont été préparés a partir des trois plantes séchées par
extraction a froid (macération) au moyen des solvants organiques de polarite défférente
(I’¢éthanol, le méthanol et le chloroforme).

L’extrait méthanolique, ethanolique et chloroformique de chaque espece végétale a été
procédée selon la méthode décrite par (Motamed et Naghibi, 2010). Une quantité de 30g de la

partie aerienne de la plante est mise a macération dans 300 ml de solvant organique (méthanol /
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éthanol et chlororoforme) sous agitation pendant 24h, a I’abri de la lumiére et a températures
ambiante, le mélange obtenu est ensuite filtré sur papier filtre (Wattman N°1). L’extrait récupéré
par la filtration est soumis & une évaporation du méthanol, éthanol et du chloroforme sous
pression réduite a 45°C dans un rotavapeur. La solution obtenue est séchée pour obtenir une
poudre brun foncé a 40°C dans I’étuve. Enfin I’extrait sec a été récupéré, pesé, étiqueté et
conservé a 4°C jusqu’ a son utilisation.
e Calcul de rendement (extraits)
Le rendement d’extraction exprimé en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport
entre la masse d’extrait est la masse de la plante séche en poudre, il est calculé par la formule
suivante (Mahmoudi et al., 2013) :

Sachant que : R = Mextrait / Meéchantition X 100

m R en (%) : rendement en pourcentage
B Mextrait : Masse en gramme d’extrait sec aprés 1’évaporation du solvant
m Meéchantilion : Masse en gramme du matériel végétal utilisé

4. Analyse chimique des huiles essentielles

L’analyse et I’identification des huiles essentielle ont été procédées par chromatographie en
phase gazeuse & ionisation de flamme, et couplée a la spectrométrie de masse au niveau du
laboratoire de pharmacie, université de Camerino (Italie) pour les trois especes étudieés (Zorzeto
et al., 2015 ; Maggi et al., 2015). La séparation et I'analyse des composants des huiles essentielles
des trois especes : Pulicaria arabica, Cotula coronopifolia et Nolletia chrysocomoides ont été
réalisées sur un chromatographe en phase gazeuse Agilent 6890N couplé a un spectrométre de
masse 5973N et équipé d'un HP-5 MS (5% phénylméthylpolysiloxane, 30 m, 0,25 mm id,
épaisseur de film de 0,1 um ; colonne capillaire J & W Scientific, Folsom). Le programme de
temperature utilisé était le suivant : 5 min a 60°C puis 4°C / min jusqu'a 220°C, puis 11°C min-1
jusqu'a 280° C, maintenu pendant 15 min. Températures de l'injecteur et du détecteur : 280°C ;
gaz vecteur : He ; débit : 1 ml/min ; rapport de division : 1:50; plage de masse d'acquisition: 29 -
400 m/z; mode: impact d'électrons (EI, 70 eV). L'huile essentielle a été diluée a 1 : 100 dans du
n-hexane, puis 2 pi de la solution ont été injectés dans le systeme GC-MS. Pour l'identification
des composants des huiles essentielles, une co-injection avec les normes ci-dessus a été utilisée,
ainsi que la correspondance des indices de rétention et des spectres de masse par rapport a ceux
dans les bibliotheques ADAMS, NIST 08 et FFNSC2 (Adams, 2007, NIST 08, 2008, FFNSC2,

2012). La semi-quantification des composants des HE a été réalisée par normalisation de la zone
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de pic en considérant le méme facteur de réponse pour tous les composants volatils. Les

pourcentages étaient la moyenne de trois analyses chromatographiques.

5. Evaluation de I’activité antioxydante

Les déférentes méthodes utilisées pour 1’évaluation de I'activité antioxydante existante dans
la littérature basée sur la mesure de l'activité de piégeage des radicaux des composeés
antioxydants, souffrent des difficultés rencontrées dans la formation et la stabilité des radicaux
colorés (Apak et al., 2005). Dans notre étude, I’activité antioxydante in vitro des HE des especes
retenues et des extraits (EM, EE et EC) a été évaluée par deux méthodes chlorométriques a savoir
. le piégeage du radical libre DPPH et le blanchissement de B-caroténe et les résultats sont

comparés 1’étalons de référence ; le BHT.

a-Test du piégeage de radical libre DPPH (2,2 diphényl-1-picythydrazyl)

Le test au DPPH (2,2 diphényl-1-picythydrazyl), I’'une des méthodes les plus utilisées dans
le monde entier dans la quantification de I'activité de piégeage des radicaux libres. La réaction de
ce réactive repose sur la diminution de la couleur qui se produit lorsque I'électron impair de
I'atome d'azote dans le DPPH "est réduit en recevant un atome d'hydrogéne provenant de
composés antioxydants. Le DPPH est un radical libre stable, il est trés sensible a la lumiere, a
I'oxygeéne, au PH et au type de solvant utilisé (Scherer et Godoy, 2009). Dans cette expérience,
les antioxydants transforment le DPPH de couleur violette en un composé de couleur jaune, dont
I'intensité est inversement corrélée a la capacité des antioxydants présents dans I'environnement a
produire des protons (Talbi et al., 2015).

Afin d’évaluer I’activité anti-radiculaire des HEs, des EMs, EEs et ECs des trois plantes
d’étude nous avons utilisé la méthode du DPPH réalise selon le protocole cité par (Kelen et Tepe,
2008). Un volume de 50ul de différentes concentrations des solutions méthanoliques des HEs,
des EMs et des EEs est mélangé avec 5 ml d'une solution de méthanolique a 0,004% de DPPH.
Apres une période de 30 minutes d'incubation a température ambiante a 1’abri de la lumiére, la
lecture de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a une

longueur d’onde 517nm.
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L'inhibition des radicaux libres DPPH en pourcentage (1%) a été calculée de la maniere

suivante :
(Acontréle - Aéchantillon)
1(%) = X 100
A controle
Ou:
1(%) : le pourcentage d’inhibition
Acontrole  : I'absorption de contrdle négatif
A\échantillon) -1'absorbance du composé d'essai d’huile ou d’extrait

Les valeurs des concentrations des échantillons fournissant une inhibition de 50% (ICso) ont
été calculées a partir de la courbe de régression linéaire du pourcentage d'inhibition en fonction
de la concentration des HEs, des EMs et des EEs. Pour le calcul de ces valeurs, un logiciel
Microsoft Excel a été utilisé. Les tests ont été réalisés en triple exemplaire. Les valeurs sont
présentées sous forme de moyennes + SD.
b-Test de blanchissement du p-caroténe

L’activité antioxydante a été évaluée par le test de blanchissement de f-caroténe ; ce test
qui repose sur la mesure indirecte de I’inhibition des composés organiques volatils, des
hydroperoxydes lipidiques et des diénes conjugués résultant de 1’oxydation d’acide linoléique
(Meroune et al, 2014). Cette méthode consiste a mesurer le changement de couleur du p-caroténe
provoqué par son oxydation par les produits de dégradation de I'acide linoléique. Grace au tween,
la dispersion de I'acide linoléique et du ps-caroténe dans la phase aqueuse est assurée. La chaleur
(50°C) catalyse I'oxydation de I'acide linoléique (El haci et al, 2012).

L’étude de I’activité antioxydante par la méthode de décoloration du P-caroténe a été
réalisée par le protocole expérimentale décrit par Kelen et Tepe (2008) et Barros et al., (2007).
Ce protocole dépend de la préparation d’une solution mere qui comprend un mélange de f-
carotene et I’acide linoléique, ce mélange a ete préparé comme suit : une solution de b-carotene a
été préparée en dissolvant 0,5 mg de p-caroténe dans 1 ml de chloroforme (qualité HPLC), 25 pl
d'acide linoléique et 200 pl de tween 40 ont été ajoutés au ballon a fond rond de 100 ml. A I’aide
d’un évaporateur on a ¢éliminé complétement le chloroforme de solution. Ensuite, on a ajouté au
ballon un volume de 100 ml de 1’eau distillée saturée en oxygene pendant 30 min sous agitation
vigoureuse ; 1350 pl de cette émulsion réactionnelle ont été transférées dans de différents tubes a
essai contenant 150 pl de différentes concentrations de I'huile ou d’extrait préparée a des

concentrations de 2mg/ml.
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Ces tubes ont été fermes, secoués et incubés a 50°C dans un bain-marie. Dés que I'émulsion
a été ajoutée a chaque tube, I'absorbance au temps zéro a été mesurée a 470 nm a l'aide d'un
spectrophotometre. La méme procédure a été répétée avec un antioxydant synthétique, de
I'nydroxytoluenebuthylé (BHT), un contréle et un blanc. Aprés 2h d'incubation, Les lectures
d'absorbance ont ensuite été enregistrées. Les capacités antioxydantes des huiles et des extraits
ont été comparées a celles du BHT et du blanc (contient de I'MeOH). Les valeurs sont présentées
comme des moyennes * et ont été effectuées en triple. L'activité antioxydante a été calculée par la
relation suivante :

Activité Teneur en B-caroténe apres 2 h

Antioxydante - Teneur initiale en B-carotene X 100

Le calcul de la concentration d'extrait fournissant 50% d'activité antioxydante (ICso) a été
assuré a partir du graphique du pourcentage d'activité antioxydante par rapport a la concentration

d'extrait.

6. Evaluation de I’activité antibactérienne

- Les microorganismes testés

Pour mettre en évidence la capacité antibactérienne des HEs et des extraits (EM, EE et EC)
des trois plantes étudiées, 08 souches bactériennes de référence de type ATCC (American Type
Culture Collection) ont été utilisées dans ce travail (elles ont été fournies par le laboratoire de
microbiologie du département de microbiologie et biochimie, université de M’sila). Les bactéries
a Gram négatif sont : Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Pseudomonas aeuruginosa ATCC 27853, Selmonella enterica ATCC 43972. Les bactéries a
Gram positif sont : Bacillus subtilis ATCC9372, Proteus mirabilis ATCC 35659, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus ATCC 25923.

D’autre part, des souches fongiques ont été utilisées dans notre travail afin d’évaluer in
vitro le potentiel antimicrobien des huiles essentielles et des extraits pour les plantes d’étude. Ces
souches fongiques renferment les moisissures Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Alternaria

alternata, Penicillium expansum et la levure Candida albicans ATCC 10231.
- Les milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les suivants :

e La gélose nutritive (GN) : pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes.
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e La gélose Mueller Hinton (MH) : pour étudier la sensibilité des bactéries aux HE et
aux extraits des plantes d’études.
e Potato Dextrose Agar (PDA) : pour étudier la sensibilité des mycetes aux huiles

essentielles et aux extraits de notre plante d’études.

- Conservation des souches

Les souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur le milieu GN, et incubées
pendant 24h a 37°C, ensuite elles sont conservées a 5°C dans des tubes contenant de la GN
incliné. Les champignons isolés et purifiés sont repiqués et maintenus sur le milieu PDA dans des

tubes inclinés puis stockés a 4°C jusqu’a utilisation.

- Préparation de I’inoculum bactérien

La préparation de 1’inoculum bactérien dépend de 1’utilisation d’un bouillon adapté a la
croissance de la bactérie utilisée, ou il faut que le prélévement de 1’inoculum pendant la phase
stationnaire de croissance et 1’incubation est effectuée a une température optimale de croissance
(Branger et al., 2007). Les souches bactériennes ont été repiquées sur milieu MH par la méthode
de stries et incubées a 37°C pendant 24 h, afin d’obtenir des colonies bien isolées. Deux colonies
bactériennes bien isolées de chaque souche ont été prélevées et émulsionnées a I’aide d’une anse
de platine et transféreées dans un tube contenant 9mL de 1’eau physiologique (NaCl & 0,09%)
puis agitées, afin d’obtenir une suspension bactérienne. L’inoculum bactérien était ajusté jusqu’a
trouver une turbidité voisine de 0,5 de Mc Ferland (approximativement 10’ UFC/ml) (Lango-
Yaya et al., 2020).

Remarque : afin de tester 1’activité antimicrobienne in vitro des HEs, des Ems, des EEs et des
ECs des plantes d’étude nous avons utilis¢é deux méthodes : une méthode de diffusion des

disques sur un milieu gélosé et une méthode des puits de diffusion.

- Méthode des disques de diffusion sur milieu gélosé

La méthode des disques de diffusion sur un milieu gélosé est inspirée de 1’antibiogramme
visant a tester la sensibilité des souches bactriennes par diffusion de I’'HE en milieu solide. La
méthode décrite par Mouas et al. (2017) ; Bekhechi et al. (2008) a été appliquée avec une légéere
modification. Les milieux gélosés de MH stériles sont coulés a raison de 20 ml par boite puis
laissée se solidifier. A 1’aide des écouvillons stériles imprégnés dans la suspension bactérienne
de 107 germes/mL, les boites de Pétri sont ensemencées sur la totalité de la surface de MH de

haut en bas en stries serrées. Dans chaque boite de Pétri, des disques de papier Whatman n°1 de
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6 mm stériles 3 disques sont imprégnés d’une quantité d’HE (15 pL) et un disque imprégné de
DMSO (15 pL) pour le contrdle négatif, ont été déposés a la surface des boites de pétri
ensemencées de souches a tester. Ces boites sont ensuite fermées par le parafilm et laissées pour
diffuser ’'HE a une température de 4°C pendant 2h, et aprés sont mises a 1’étuve a une
température de 37°C pendant 24 heures. La lecture des résultats se fait par la mesure du diamétre
de la zone d’inhibition autour de chaque disque, en mm. Les résultats sont exprimés par le
diamétre de la zone d’inhibition et peuvent étre symbolisés par des signes désignant la sensibilité
des souches vis-a-vis de 1’huile essentielle.

La sensibilité aux différentes huiles et extraits a été ordonnée par le diametre des halos
d'inhibition comme : non sensible (-) pour les diamétres inférieurs & 8 mm ; sensible (+) pour les
diametres de 9 a 14 mm ; tres sensible (++) pour les diameétres de 15 a 19 mm et extrémement

sensible (+++) pour les diametres supérieurs a 20 mm (Ponce et al., 2003).

- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration a laquelle le microorganisme
ne montre pas une croissance visible ; la croissance des microorganismes a été indiquée par la
turbidité (Haddouchi et al., 2016). Les valeurs de concentration minimale inhibitrice (CMI) sont
déterminées, pour les bactéries étant sensibles a I’'HE, par la méthode de micro-dilution sur les
microplaques. Les suspensions bactériennes ont été préparées a partir de la culture jeune de 18 h
sur une GN et elles ont ensuite été ajustées par rapport une turbidité standard de 0,5 Mc Farland,
les HEs ont premierement été dissoutes dans du diméthyl sulfoxyde (DMSO).

En bref, les microplagues a 96 puits ont été préparées en répartissant dans chaque puits
95 pL de bouillon nutritif et 5 pl d'inoculum. Dans les premiers puits, on a ajouté des aliquotes
de 100 pL a partir des solutions méres de HE initialement préparées a la concentration de
50 pL/mL. Puis, 100 pL de dilutions en série ont été transférés dans sept puits successifs. Le
dernier puits contient 195 uL de bouillon nutritif sans échantillon et 5 puL de I'inoculum sur
chaque série a eté utilisé comme control négatif. Le volume final de chaque puits était de 200 puL
et les concentrations finales dans le bouillon nutritif étaient de 25 a 0,391 pL/mL. Les
microplaques ont été recouvertes puis incubées a des 37°C pendant 24 h, la croissance des

microorganismes a été indiquée par la turbidité (Sokomen et al., 2004).
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- Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB c’est la concentration la plus faible de bactéricide a laquelle 99% des bactéries
sont tuées, exprimée en pg/L. La CMB indique a quelle concentration la préparation présente une
activité bactéricide (Lambertus et al., 2020).

A partir de la CMI, les puits n’ayant montré aucune croissance microbienne visible a I’ceil
nu sont ré-isolés sur la gélose Muller-Hinton Agar. L’incubation est faite & 37°C pendant 24 h.
La plus faible concentration pour laquelle on n’observe aucune colonie microbienne (99,99% de
destruction) est la concentration minimale bactéricide CMB, de I’extrait sur la souche testée
(Mamadou et al., 2014).

7. Evaluation de I’activité antifongique
L’activité antifongique in vitro sur la croissance mycélienne a eté évaluée par deux
méthodes : une méthode des disques de diffusion pour les HEs et une méthode des puits de

diffusion pour les EMs, EEs et les ECs des trois plantes d’étude.

- Méthode des disques de diffusion

L'activité antifongique in vitro des HESs a été testee par la méthode des disques de diffusion
décrite par Sharma et al. (2016) modifiée.

Le milieu PDA (20 ml) a été coulé dans des boites de Pétri stériles (90 mm de diametre), un
disque fongique (7 mm de diameétre) de mycélium, découpé a la périphérie d'une culture de sept
jours a l'aide d'un emporte-piece stérile, a été inoculé de maniere aseptique au centre de chaque
boite de Pétri. Des aliquotes (10 pL) d'HE provenant de la solution mére dans du DMSO a 10%
ont été déposées sur des disques de papier Wattman stériles (6mm de diameétre) placés sur le
milieu PDA a trois points équidistants du centre et des bords de la boite de Pétri, et pour le
contrdle en utilisant des quantités égales de DMSO a 10% a la place de I'huile. Les boites de pétri
ont été scellées avec un film de polyéthylene et incubées a une température de 25°C pour set
jours. Le pourcentage d'inhibition de croissance était calculé selon la formule suivante (Mazari et
al., 2010) :

Dc-Dt
19 = X 100
Dc

Dc : Diamétre de la colonie fongique du témoin (mm)
Dt : Diametre de la colonie fongique traité par 1’extrait (mm)
1% : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage
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La capacité de croissance et de reproduction de chaque culture dépend de sa sensibilité a
I'huile essentielle étudiée. Ainsi, si I'effet existe, une zone transparente claire s'est formée autour
des disques de papier indiquant qu'il n'y a pas de croissance de micro-organismes (Stanojevic et
al., 2017). Les observations sont faites au 7°™ jour aprés ’incubation et portent sur la croissance
mycélienne moyenne mesurée selon deux diameétres de la boite de Pétri (Tiendrebeogo et al.,
2017).

- Méthode des puits de diffusion

L'activité antifongique in vitro des EMs, EEs et des ECs des trois plantes a été evaluée par
la méthode des puits de diffusion (Tepe et al., 2005 ; Sharma et al., 2016).

Dans cette méthode tous les EMs, EEs et des ECs des trois plantes ont été préparés dans le
DMSO pour avoir une concentration finale de 600 mg/ml. Trois puis équidistants du centre et des
marges (8 mm) ont été créés a I’aide d’une porte-piece dans le PDA solide, qui est déja coulé
dans des boites de Pétri stériles (90 mm). Un volume de 15ul de I’EM, I’EE et de I’EC de chaque
plante est appliqué a chaque puits et le contrble a été préparé en utilisant des quantités égales de
DMSO a 10% a la place de I’EM, I’EE et I’EC. Un disque fongique (7 mm) de mycélium,
découpé a la périphérie d'une culture de sept jours a l'aide d'un emporte-piece, a été inoculé de
maniere aseptique au centre de chaque boite de Pétri, les boites de pétri ont été scellées avec du
parafilm et incubées a une température de 25° C pour 7 jours. Le pourcentage d'inhibition de

croissance était calculé par la formule suivante (Mazari et al., 2010) :

Dc-Dt
19 = X 100
Dc

Dc : Diamétre de la colonie fongique du témoin (mm)
Dt : Diametre de la colonie fongique traité par 1’extrait (mm)
1% : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage

La capacité de croissance et de reproduction de chaque culture dépend de sa sensibilité a
I'huile essentielle étudiée. Ainsi, si I'effet existe, une zone transparente claire se forme autour des
disques de papier indiquant qu'il n'y a pas de croissance de microorganismes (Stanojevic et al.,
2017). Les observations sont faites au 7°™ jour aprés I’incubation et portent sur la croissance
mycélienne moyenne mesurée selon deux diamétres de la boite de Pétri (Tiendrebeogo et al.,
2017).
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8. Evaluation de I’activite insecticide
* Cas de Pulicaria arabica (L.) Cass.

a-Test de I’activité insecticide contre Culex quinquefasciatus

L'efficacité de I’activité insecticide sur huile essenticlle de Pulicaria arabica a été diluée
dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) sur des larves de C. quinquefasciatus au 3°™ stade a été
évaluée selon I'OMS (1996) avec des modifications mineures par Pavela et al. (2018). Les
concentrations testées étaient de 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 400, 500 et 800
mg/L ; chaque concentration a été répliquée 4 fois sur des groupes de 25 larves chacun. Le
contrble négatif était de I'eau distillée avec la méme quantité de DMSO utilisée pour dissoudre
I'huile essentielle testée. Le témoin positif était I'extrait de pyrethre (50%, Sigma-Aldrich,
République tcheque) testé a 0,02, 0,04, 0,06, 0,08 et 1,00 mg/L. La mortalité larvaire a été

enregistrée apres 24 h.

b-Test de I’activité insecticide contre Musca domestica

Des essais d'application topique ont été réalisés pour faire la lumiére sur l'activité
insecticide aigué d’HE de Pulicaria arabica sur des femelles adultes de M. domestica (agées de 3
a 6 jours). Suivant Benelli et al. (2019), 1 uL d'acétone (Sigma-Aldrich, Allemagne) plus I'huile
essentielle aux concentrations suivantes, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450
et 500 pg adulte™® (chaque concentration a été testée sur 4 groupes de 20 mouches chacun), a été
appliqué a l'aide d'un applicateur microélectrique sur le pronotum de mouches domestiques
anesthésiées au CO». L'acétone était le témoin négatif. Le témoin positif était I'extrait de pyréthre
(50 %, Sigma-Aldrich, République tchéque) testé a 2, 4, 6, 8 et 10 pg adulte®. Alors, Les
mouches M. domestica ont été déplacées dans une boite de récupération (10 x 10 x 12 cm, 26 +
1°C 16:8 L:D) pendant 24 h, et la mortalité a été enregistrée (Benelli et al., 2019).

c-Test de I’activité insecticide contre Spodoptera littoralis

Le Test de toxicité de I’huile essentielle de Pulicaria arabica pour les larves de 3™ stade
de S. littoralis a été évaluée par application topique I’huile essentielle diluée dans de I'acétone.
Selon Benelli et al. (2019), les larves ont été traitées sur le dos avec 1 pL d'acétone contenant 20,
40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 et 200 pg de larves ' de P. arabica. Quatre répétitions (n = 20
larves par répétition) pour chaque concentration ont été réalisées. L'acétone était le témoin

négatif. Le témoin positif était un extrait de pyréthre (50%, Sigma-Aldrich, République Tchéque)
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testé a 4, 8, 12, 16 et 20 ug de larves-1. Les larves ont été déplacées dans une boite de

récupération (10 x 10 x 7 cm, avec des trous fins
** Cas de Cotula coronopifolia L. et Nolletia chrysocomoides Desf.

a-Test de toxicité du tarse

Les femelles adultes de tétranyque a deux points (Tetranychus urticae Koch.) agées de 1 a
2 jours ont été obtenues a partir d’un élevage a I’Institut de recherche sur les cultures (République
tchéque). La toxicité des huiles essentielles, mesurée en mortalité apres 24 et 96 h d'exposition, a
été déterminée par application tarsienne sur des adultes de T. urticae (Pavela, 2015). L'expérience
a été réalisée sur des disques de feuilles d haricot (Phaseolus vulgaris L.) de taille 2 cm™. Les HE
ont été dissous dans de l'acétone, et en utilisant une pipette automatique, des aliquotes (20
pl/disque) des solutions d'acétone, contenant une quantité définie d'HE, ont été appliquées
uniformément sur les disques de feuilles. De cette maniere, une série de concentrations
équivalente & des doses d'extrait de 100, 50, 25, 12,5, 6,3 et 3,2 mg.cm™. Aprés application, les
disques ont été placés dans des boites de Pétri (5 cm) avec une couche dagar de 0,5 cm
d'épaisseur sur le fond. Pour les disques témoins, seule I'acétone a été utilisée.

Aprés évaporation du solvant (environ 5 minutes), une brosse fine a été utilisée pour
transférer 10 femelles de T. urticae sur chacune des faces traitées des disques de feuilles. Les
disques de Pétri ont été placés dans une chambre de croissance (L16: D8, 25°C). Chaque
expérience a été répétée 4 fois. Les disques de feuilles coupées ont ensuite été vérifiés apres 24 et
96 h de I'application, déterminant le nombre d'adultes morts. La mort a été enregistrée lorsque les
adultes ne répondaient pas aux incitations avec des forceps. Des tests expérimentaux ont
démontré que plus de 20% de la mortalité contr6lée était évacuée et répétée. La mortalité a été
corrigée a I’aide de la formule d’ Abbott (Abbott, 1925) et les doses létales (DL3o, DLsg et DLgo)
pendant 24 et 96 h apres l'application ; y compris des limites de confiance de 95% pour les
niveaux de confiance supérieur et inférieur, ont été calculés a l'aide d'une analyse probit (Finney,
1971).
b-Effet des doses sublétales sur la fertilité de T. urticae

Cette expérience a été réalisée par la méme méthode décrite dans la section « Test de
toxicité du tarse » avec la modification suivante. Les doses sublétales (LCzo) estimées par analyse
probit pour les HEs individuels ont été appliquées aux disques de feuilles. Les doses utilisées sont
énumérees dans le Tableau 3. Les 96 heures aprés 1'exposition, le nombre d'ceufs pondus par les

femelles sur le disque de feuille a été déterminé. Le nombre moyen d'ccufs pondus par les
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femelles par jour a eté déterminé. Par la suite, les femelles ont été retirées des disques de feuilles
et les ceufs ont été transférés dans un incubateur pendant 5 jours (25°C) et le pourcentage de
nymphes ecloses a été détecte. Toutes les données ont été analysées par la variance d'analyse
(ANOVA) pour un plan de bloc complet randomisé. Les moyennes ont été separées en utilisant le
test de comparaisons multiples de différence hautement significative (DHS) de Tukey (p <0,05).
Les données en pourcentage ont été soumises a une transformation de racine carrée arcsine avant

analyse. Les données obtenues ont été analysées a I'aide du logiciel BioStat v5.0.

Tableau 3 : Influence des doses sublétales des huiles essentielles de N. chrysocomoides et
C. coronopifolia sur l'inhibition de la ponte et de I'éclosion des ceufs T. urticae

Dose Nombre moyen Nombre moyen Réduction de
utilisée d'oeufs par Pourcentage de nymphes la fertilité par
Huiles essentielles | (CLzo) femelle (96 d'éclosibilité écloses par rapport aﬁ
en heures aprés des ceufs femelle et par PP
) : SR - contrdle (%)
mg/cm I'application) jour
C. coronopifolia 33 2,610,3 37,3+3,6 0,9+0,1 83,3+4,1
N. chrysocomoides 3,8 2,120,2 74,0£9,8 1,640,1 70,316,2
Controle 0,0 5,.9+0.4 91,9+2,7 5,4+0.2
ANOVA® . . . . . . . .
(Df, F-value, P-level) - 6,21; 873,6; 0,000 6,21; 410,7; 0,000 | 6,21;1285,5;0.000 | 5,18; 274,9; 0,000

9. Analyses statistiques

Toutes les expériences ont €té réalisées en triple exemplaire et les données sont exprimées

sous forme de moyenne £ SD. L'analyse de variance (ANOVA) et de comparaison multiple de

Tukey ont été considérées significatives a p<0,05.

30




CHAPITRE IV

RESULTATS ET DISCUSSIONS
PULICARIA ARABICA




CHAPITRE IV : RESULTATS ET DISCUSSIONS DE PULICARIA ARABICA
1. Rendement en huile essentielle

L’HE obtenue par hydrodistillation des différentes parties aériennes de 1’espece P. arabica
est de 0,4%, liquide, de couleur jaune avec une odeur forte. Le rendement en huile est exprimé en
pourcentage volume/poids (v/w) par rapport & la matiere végétale séche récoltée le 8 juin 2018 au

niveau du campus universitaire (Universit¢ MB de M’sila).
2. Rendement en extraits

Les caracteres organoleptiques et le rendement moyen des extraits organiques obtenus par
maceération des parties aériennes de la plante P. arabica sont représentés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 4 : Caracteres organoleptiques et le rendement en extraits organiques de P. arabica

. Caractéristiques o
Extraits Aspect Couleur Odeur Rendement (%)
EM Visqueux Vert foncé Forte 11,89
EE Visqueux Vert foncé Forte 9,68
EC Trés visqueux Verte Faible 3,02

Les résultats obtenus dans le tableau 4 montrent une variation du rendement d’extraction.
On constate que, le rendement de I'extrait méthanolique (11,89%) est supérieur a celui de I'extrait
éthanolique (9,68%) et également du chloroforme (3,02%), ce dernier est le plus faibe que les
autres extraits. Cette variation de rendement peut etre due a la nature du solvant choisit bien que
la méme méthode d’extraction utilisée.

Ces valeurs de rendement sont supérieures a celles trouvées par Djermane et al. (2017)
pour I’extrait méthanolique (8,5%) et 1’extrait de chloroforme (2,52%) cela peut etre du

principalement a la méthode d’extraction utilisée.
3. Dosage des composés phénoliques

Les teneurs en polyphénols totaux (TPT) et en flavonoides totaux (TFT) de I’'HE et des
trois extraits EM, EE et EC de P. arabica ont été déterminées par les méthodes colorimétriques
de Folin-Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium pour les TPT et TFT respectivement, en
utilisant le produit d’acide gallique et le produit de quercitrine comme contrdle positif standards

pour les TPT et TFT respectivement (Figure 7).
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D’apres la figure 7, ont constate une variation des quantitiés en TPT et TFT, ou nous avons
enregistrées des teneurs selon ’ordere EM > EE >EC >HE avec des valeurs de TPT (100,46 ;
77,93 ; 56,78 ; 20,29) (LgEQ/mQ) respectivement. La méme succession en TFT (65,52 ; 51,71 ;
39,26 ; 0,5) (MLgEQ/mg respectivement

120,00

100,46

E

Figure 7 : les teneurs en TPT (LgEAG/mQ) et en TFT (LgEQ/mQ) des extraits EM,
EE, EC et HE de P. Arabica. (Les résultats sont exprimés en moyenne (n=3) £ SD).

100,00
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4. Composition chimique de I’huile essentielle

Le tableau 5 présente la composition chimique de I’HE de P. arabica. Au total, trente-cing
(35) composants volatils ont été identifiés, représentant 93,2% de I'ensemble de sa composition.
Le chromatogramme GC/MS de I'huile a révélé la présence de sesquiterpenes oxygénés (56%),
de sesquiterpenes hydrocarbonés (35,6%), de monoterpénes oxygenés (1,6%) et la classe d'autres
composés est sous forme de traces avec deux composés. Les composés majeurs élevés étaient
I’epi-a-cadinol (23,9%), le J-cadinéne (21,1%), le a-cadinol (19,8%) et le germacréne D-4-ol
(8,40%).

Tableau 5 : Composition chimique de I'huile essentielle des parties aériennes de P. arabica

N° Composé? RIP %°
1 |a-cubébéne 1344 t
2 | a-copaene 1368 0,1
3 | (E)-B-damascénone 1380 t
4 | p-cubébéne 1383 t
5 |a-gurjunene 1400 0,2
6 | (E)-caryophylléne 1409 0,1
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Suite Tableau 5

N° Classe / Composé? RIP %°
7 | p-copaene 1420 t
8 | cis-muurola-3,5-diéne 1438 0,1
9 |trans-muurola-3,5-diene 1442 0,1
10 |a-humuléne 1443 t
11 |allo-aromadendréne 1451 t
12 | cis-cadina-1(6),4-diéne 1454 0,2
13 | (E)-p-farnesene 1456 t
14 | y-muuroléne 1470 0,8
15 | Germacrene D 1472 0,1
16 |trans-cadina-1(6),4-diéne 1475 3,2
17 |trans-muurola-4(14),5-diene 1482 0,5
18 | Thymol isobutyrate 1484 1,6
19 | J-selinene 1485 19
20 | épi-cubébol 1486 0,4
21 | a-muuroléne 1494 3,4
22 |y-cadinéne 1506 2,6
23 | o-cadinéne 1518 21,1
24 |trans-cadina-1,4-diene 1525 0,3
25 | a-cadinene 1530 0,6
26 | a-calacoréne 1535 t
27 | Germacréne D-4-ol 1567 8,4
28 | 1,10-di-épi-cubénol 1605 0,2
29 | 1-épi-cubénol 1619 0,6
30 |épi-a-cadinol 1634 23,9
31 |a-muurolol 1639 2,5
32 | a-cadinol 1647 19,8
33 | Oplopanone 1727 t
34 | Cyclocolorénone 1745 0,1
35 | Phytone 1844 t
Total identifiée (%) 93,2
Classes chimiques
Monoterpenes oxygénés 1,6
Sesquiterpénes hydrocarbonés 35,6
Sesquiterpénes oxygénés 56,0
Autres T

2 Les composeés sont répertoriés selon leur ordre d'élution a partir d'une colonne capillaire HP-5MS ; ® indice de rétention linéaire calculé
selon la formule de Van den Doll pour le programme de gradient de température ; °La valeur est la moyenne de trois déterminations ; t :
traces (< 0,1%).

L'investigation chimique du genre Pulicaria a montré la présence de lactones
sesquiterpéniques (Dendougui et al., 2012 ; Ghouila et al., 2009), de flavonoides (Rizk et Ismail,
1982 ; Mansour et al., 1990 ; Williams et al., 2003 ; Algabr et al., 2010), des dérivés du
caryophyllene (San Feliciano et al., 1989 ; Marco et al., 1992), des alcaloides et des tanins (Ajaib
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et al., 2015). Le tableau 6 qui résume la synthese des travaux portés sur I’étude phytochimique de
P. arabica caractérise la présence d'huile volatile (Mossa et al., 1987 ; Abed et al., 2010 ;
Djermane et al., 2016), de flavonoides (El Negoumy et al., 1982 ; Malek et al., 1988 ; Salleh et
al., 2021) et de dérivés de caryophylléne (Hafez et al., 1987). En outre, la comparaison de la
composition chimique de I'huile essentielle de P. arabica (parties aériennes, feuilles, tiges et
fleurs) montre quelques différences qualitatives et quantitatives dans la composition de I'huile
saoudienne, tunisienne et algérienne de la plante étudiée (Mossa et al., 1987 ; Abed et al., 2010 ;
Djermane et al., 2016). D'autres recherches (Tableau 6) sur P. arabica ont rapporté lI'isolement de

certains composeés flavonoides et dérivés de caryophyllene (Hafez et al., 1987).

Tableau 6 : Principaux composants chimiques de P. arabica

Organes / Composants majeurs

Pays Références

A) Huiles essentielles

Parties aériennes
m Bicyclo (4.4.0) dec-1-ene2- -5-méthyl-9-méthyléne (17.2%)
m 1H-indene.1-éthylideneoctahydro (13.2%) Djermane et
m A-Cadinéne (13.0%) al., 2016
m a-Muuroléne (5.9%)
m B-Ocimeéne (5.8%)

Algérie

Parties aériennes
m 3-Selinen-2a-ol (3.4%)
m B-Cédréne (2.5%)
m Composés carbonylés et acides (2%)
m (Z)-Jasmone

Arabie
Saoudite

Mossa et al.,
1987

Tiges
m Thymol (15.2%)
m cis-Calamenene (9.1%)
m Composés carbonylés et acides (7.5%)
m a-epi-Cadinol (6.6%)

Fleurs

Abed et al.,

Tunisie m y-Cadinéne (11.7%) 2010

m cis-Calamenene (9.5%)
m a-Cadinol (8.6%)

Feuilles
m a-Cadinol (10.3%),
m o-épi-Cadinol (8%)
m cis-Calamenene (7.9%)
B) Flavonoides
Arabie Parties aériennes Mossa et al.,
Saoudite m Quercétagétine-3,6,7-triméthyl éther 1988
Feuilles et fleurs
m Quercétagétine-3,7-diméthyl éther
Egypte m Quercétagétine-3,5,7-triméthyl éther El Negoumy
m Quercétagétine-3,5,7,3’-tetraméthyl éther etal., 1982
m Quercétine 3-glucoside
m 3-glucuronide
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Suite Tableau 6
Pays

Organes / Composants majeurs Références

B) Flavonoides

Parties aériennes
m Quercétagétine-3,5,6,7,4° Malek et al.,
m 3,5,6,7,3’-pentaméthyl éther 1988
m Quercétagétine-3°,4°-diméthyl éther
C) Dérivés du caryophyllene

Parties aériennes
m 12-Hydroxy-5B-méthoxy-6(14)-déhydro-5,6-dihydrocaryophylléne-7-one
m 12-Acetoxy-5p-méthoxy-6(14)-déhydro-5,6-dihydrocaryophylléne-7-one
m 12-Acetoxy-5a-méthoxy-6(14)-déhydro-5,6-dihydrocaryophylléne-7-one Hafez et al.,
m 5a,12-dihydroxy-5,6-dihydrocaryophylléne-7-one 1987
m 12-Acetoxy-7a,14-dihydroxy-5E-caryophyllene
m 12-Acetoxy-14-méthoxy-5E-caryophylléne-7-one
m Bis-[SZ-7-oxo-caryophylléne]-14-O-éther

5. Resultats de ’activité antioxydante

a-Test du piégeage de radical libre DPPH

Le principe de ce test repose sur la capacité des extraits a réduire le radical libre DPPH de
couleur violette en colleur jaune. Cette décoloration est mesurable par spectrophotométrie
(Merouane et al., 2014). Les résultats obtenus du test DPPH de P. arabica sont assez
considérables (Tableau 7) et ont révélé que I’extrait méthanolique est le plus efficace de valeur
d’ICso (21,2 + 0,12) pg/ml et proche du standard BHT standard (19,83 £ 0,3) pg/ml par apport
I’EC (27,21 £ 0,04) pg/ml et I’EE (29,56 + 0,04) pg/ml, cela est probablement da a la teneur en
polyphénols trouvés dans chaque extrait.

Tableau 7. Les valeurs ICso (ug/ml) de ’EE, ’EM, I’EC et de I’HE de P. arabica et du standard BHT dans le test de
DPPH (*les valeurs ICso de I’'HE sont en uL/ml ; les résultats sont exprimés en moyenne (n=3) + SD).

Types d’¢extraits Huile essentielle BHT
Méthanol (EM) Ethanol (EE) Chloroform (EC) (HE*)
21,2+0,12 29,56 £+ 0,04 27,21 £ 0,04 44,05 +1,27 19,83+0,3

b-Test de blanchissement du p-carotene

Le test du B-caroténe/acide linoléique est une méthode utile pour évaluer 1’activité
inhibitrice de la peroxydation lipidique d’extraits de plante (Tableau 8). La présence
d’antioxydant inhibe le blanchiment du B-carotene par les produits formés de 1’oxydation de

I’acide linoléique (Zouari et al., 2011).
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Dans la présente étude I’HE de P. arabica présenté une faible activité contrairement aux
extraits méthanolique et ethanolique, mais ces derniers sont faibles aussi par rapport au BHT. Les
composés phénoliques de cette espéce sont les responsables majeurs de ses potentialités
antioxydantes. Cette activité ne dépend pas seulement de la concentration en composés
phénoliques mais aussi de la structure et de I’interaction entre les différents composés

antioxydants (Bettaieb et al., 2017).

Tableau 8 : Les valeurs ICso (mg/ml) de I’EE, I’EM, I’EC et de I’HE de P. arabica et du standard BHT dans le test
du blanchiment de -caroténe (*les valeurs ICso de I’'HE sont en uL/ml ; les résultats sont exprimés en
moyenne (n=3) = SD).

Types d’éxtraits Huile essentielle BHT
Méthanol (EM) Ethanol (EE) Chloroforme (EC) (HE*)
1,60 = 0,09 1,89 + 0,07 2,18 +0,2 6,66 + 0,37 0,092+0,005

6. Résultats de P’activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de I’HE et des extraits EM, EE et EC de P. arabica est étudié in
vitro par la méthode des disques et des puits de diffussion respectivement (Tableau 9). Méthode
basée sur la mesure de diametre d’inhibition autour des disques et des puits contenent les HE et
les extraits respectivement de la plante étudiée vis-a-vis de 08 souches bactériennes et la levure

Candida albicans.

D’apres le Tableau 9, on remarque que les diametres d’inhibition de I’HE varient entre 10 mm et
12 mm ; ce qui qualifie les bactéries sensibles a I’HE de P. arabica ; cela est confirmé par 1’étude
de (Djermane et al., 2016), Les bactéries Gram-négatives sont plus résistantes aux huiles
essentielles que les bactéries Gram-positives.

La levure Candida albicans est sensible a I’extrait méthanolique, ce qui est confirmé aussi par
(Djermane et al., 2016).

Les activites les plus élevées ont été enregistrees avec I'extrait chloroformique contre les espéces
a Gram positif, la plus grande surface d'inhibition a été observée pour Staphylococcus aureus

clinique, suivie des staphylocoques de collection (Djermane et al., 2017).
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Tableau 9 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) illustrant I’activité antibactérienne de I’HE (15pL/disque) et EM,
EE, EC (30ul/puit) de P. arabica. (les résultats sont exprimés en moyenne (n=3) = SD).

Diameétre de la zone d’inhibition (mm)

Bacteries / Levures Méthanol (EM) | Ethanol (EE) |Chloroforme (EC) Huile(el_slsEe)ntieIIe
Escherichia coli 1433+0,29?% | 12,67+£0,29% 11,00 £ 0,29 12,00 £ 0,00 ®
Klebsiella pneumoniae 14,17 £ 0,76 13,33+ 0,29° 14,00 £ 1,002 10,17 £ 0,29 ™
Pseudomonas aeuruginosa | 14,33+0,58% | 15,50 + 0,50 — 10,50 + 0,50 ™
Selmonella enterica 13,00+ 0,00¢ | 12,33+ 1,042 — 12,00 £ 0,502
Bacillus subtilis 12,50+0,50% | 10,50+ 0,50 ¢ — 11,83+0,29°
Proteus mirabilis 14,83 +0,76 *° | 13,17+0,76% | 14,83+0,29°2 10,50 + 0,50 ™
Staphylococcusepidermidis | 14,83 + 0,76 ¢ | 10,67 + 0,58 15,67 £ 0,58 11,50+0,502
Staphylococcusaureus 13,76 £ 0,29 ° 16,83 + 0,58 9.00+ 0,00 10,17 +0,58 ¢
Candida albicans 15,17 +0,29¢ | 13,33+0,29° — 10,33+0,76 ¢

(— : Pas d’inhibition)

Les moyennes suivies par la méme lettre dans la méme colonne ne sont pas significativement différentes (P<0.05) selon le

test de comparaisons multiples de Tukey.

Les valeurs des CMI et CMB de I’'HE et des extraits EM, EE, EC de P. arabica sont

représentese dans les tableaux 10 et 11 ; les bactéries testées paraissent plus sensibles a I’HE et

les concentrations inhibitrices sont comprises entre 2,5 et 10 ul/ml. Escherichia coli est la plus

sensible a I’HE de P. arabica avec une valeur de 2,5 puL/ml, puis 5uL/ml enregistrée avec

Selmonella enterica et Bacillus subtilis, et 10 pl/ml pour Pseudomonas aeuruginosa, Proteus

mirabilis, Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus aureus, et le reste des bacteriées ont une

CMI de 20 pL/ml.

Les valeurs de CMI de I’extrait methanolique sont les plus efficaces et sont comprises entre

2,34 et 9,37 pg/ml, cependant celles de 1’extrait éthanolique qui varient entre 9,37 et 37,5

Tableau 10 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’HE et des extraits

EM, EE, EC de P. arabica.

- CMI (mg/ml)
Bactéries / Levure AE EM EE
Escherichia coli 2,5 4,68 37,5
Klebsiella pneumoniae 20 9,37 37,5
Pseudomonas aeuruginosa 10 9,37 18,75
Selmonella enterica 5 9,37 9,375
Bacillus subtilis 5 9,37 9,37
Proteus mirabilis 10 9,37 37,5
Staphylococcusepidermidis 10 2,34 18,75
Staphylococcusaureus 10 4,68 9,37
Candida albicans 10 2,34 18,75
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Tableau 11 : Concentrations minimales bactéricides (CMB) et levuricide de I’HE et
des extraits EM, EE, EC de P. arabica

. CMB (mg/ml)

Bactéries / Levure AE EM EE
Escherichia coli 20 18,75 125
Klebsiella pneumoniae > 20 18,75 > 150
Pseudomonas aeuruginosa > 20 37,5 > 150
Selmonella enterica > 20 37,5 125
Bacillus subtilis > 20 37,5 > 150
Proteus mirabilis > 20 37,5 125
Staphylococcusepidermidis 20 9,37 125
Staphylococcusaureus > 20 18,75 125
Candida albicans > 20 9,37 75

Apartir le tableau 11, on constate que 20 pl/ml de I’HE de P. arabica est bactériocide pour
les deux bactéries Escherichia coli et Staphylococcus epidermidis. Mais les autres bactéries ont

des valeurs bactériocide superieures a 20ul/mil.

Les valeurs bactériocides de 1’extrait méthanolique sont comprises entre 9,37 mg/ml et de
37,5 mg/ml. Cependant I’EE est un peu faible et vest de valeur 125 mg/ml pour les bactéries de
Escherichia coli, Selmonella enterica, Proteus mirabilis, Staphylococcus epidermidis et

Staphylococcus aureus. Le reste des bactéries ont des CMB superieurs a 150 mg/ml.

7. Résultats de I’activité antifongique

Les résultats de la figure 8 montrent I’effet de I’'HE et les extraits EM, EE et EC de P.
arabica sur les moisissures testées A. flavus, A. niger, Alt. alternata, P. expansum et C. herbarum
par ’utilisation de la méthode des disques de diffusion pour I’'HE et la méthode des puits de

diffusion pour les extraits pour les extraits on utilise les puits.

L’HE de P. arabica est plus efficace et possede une forte inhibition fongique avec des

pourcentages d’inhibition variant entre 35,9% sur A. niger et 49,73% sur A. flavus.

Les trois extraits possedent une inhibition considérable sur les moisissures et de degré de
sensibilité est proche entre elles, sauf le champignon Alt. alternata qui parait tres sensible a tous

les extraits avec des pourcentages d’inhibition élevés.
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Figure 8 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne des moisissures A.
flavus, A. niger, Alt. alternata, P. expansum, C. herbarum provoqué par I’HE et
EM, EE et EC de P. arabica. (Les résultats sont exprimés en moyenne (n=3) £ D).

8. Résultats de ’activité insecticide

L’huile essentielle extraite de P. arabica s’est révélée toxique pour les trois espéces
d'insectes testés dans cette étude (Tableau 2). En régle générale, la toxicité était significativement
inférieure a celle caractérisant le contble positif, I'extrait de pyrethre. Concernant les larves de
3me stade de C. quinquefasciatus, I'HE est efficace montrant une valeur CLso égale & 230,3
mg/L, sans chevauchement d'ICgs avec une valeur de 228,6 mg/L. P. arabica avait une valeur
CLgo supérieur a 100 mg/L indiquant une activité insecticide acceptable (Pavela, 2015). La DLso
calculée pour l'huile essentielle de P. arabica (193,3 pg/adulte) était significativement plus
élevée. Globalement, pour supprimer 90% de la population de mouches domestiques avec I'huile
essentielle de P. arabica, une DLy de 523,4 ng/adulte est nécessaire (Tableau 12). L'huile
essentielle de P. arabica était peu toxique pour les larves de 3'™ stade de S. littoralis, avec une
DLso< 100 pg/larve, tandis que la DLgo est d’une valeur égale 131,3 ug de larve-1. Donc, I’huile
essentielle de P. arabica montre une efficacité significativement inférieure par rapport a I'extrait

de pyrethre que nous avons testé comme controle positif (Tableau 12).

Bien que I'efficacité de 1’huile essentielle que nous avons testée soit moyenne par rapport a
certaines autres huiles essentielles (Palacios et al., 2009 a,b), on peut supposer que méme des
doses sublétales peuvent avoir des conséquences fatales, par exemple contre les mouches, comme

précedemment démontré pour les huiles essentielles de Thymus vulgaris L. contenant du thymol
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comme substance majeure. Des doses sublétales d'huiles essentielles de thym et de Carlina

acaulis L. ont entrainé une réduction significative de la longévité et de la fécondité de M.

domestica, I'exposition a I'huile de thym a également entrainé une diminution du poids des pupes,

une mortalité élevée lors de la métamorphose et une trés faible natalité F1 totale lorsque les

femelles parentales avaient été exposées (Pavela, 2007 ; Pavela et al., 2020).

Tableau 12. Efficacité insecticide des huiles essentielles (HES) de P. arabica, sur les larves de
Culex quinquefasciatus, Spodoptera littoralis, et les adultes de Musca domestica

Especes d'insectes Unité CLso/DLso + SE ICos ClLgo/DLgo + SE ICos X2 p-value
C‘iﬁ’\‘/ glé?gljﬁ‘;asstggus mgL' | 2303+68 [228,6-2455 841,3+87,6 |729,9-953,9(4,077 | 0,133ns,
Musca domesica | gaduies | 19334223 (17452318 5234%17,5 |4983-5978(0,801 | 0,67Lns
e o | nglarves | 689+49 | 593729 | 1313%102 | 2581486 0678 | 0.715ns
Contrdle positif:
extrait de pyréthre
Cﬁ’\‘/ 33‘;3322@;‘(;‘;“5 mg/L | 0,071+ 0,001 |0,068-0,73| 0,095+ 0,003 |0,090-0,102 1,889 |0,929 n.s.
Mf‘;ﬁ;feo;‘jisltt':a ug/adulte | 398+025 | 3,25-456| 9,87+085 | 879-11,56 |2,145 [0,845n.s.
Slgfsggt:;aeﬂe“;;zgs ugllarve | 583+115 | 495-678| 1518+1,12 |12,35-17,12|1,285 |0,529 n.s.

CL/DLso= Concentration Létale / Dose Létale tuant 50% de la population d'insectes exposés
CL/DLso= Concentration Létale / Dose Létale tuant 90% de la population d'insectes exposés
ICes= 95% Intervalle de Confiance / n.s. = non significatif (d.f. = 4, p > 0.05)
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CHAPITRE V : RESULTATS ET DISCUSSIONS DE COTULA CORONOPIFOLIA

1. Rendement en huile essentielle

L’HE obtenue par hydrodistillation des différentes parties aériennes de I’espéce C.
coronopifolia est de rendement 0,1% (v/w), liquide visqueuse, de couleur marron avec une odeur

forte.

Ce rendement est superieur a celui obtenu par kether et al., (2012) des fleurs (39,35 x 10°
306) de la meme plante. Cela peut étre expliqué par le fait que nous avons utilisé toute la partie
aeierienne (feuilles, tiges, fleurs).

Selon Fellah et al. (2006), la quantité en HE dépend aussi de la méthode d'extraction
utilisée, de l'origine de la plante, et du cycle végétatif de la plante (la période pendant lequelle la

plante est préte a étre cueillie).
2. Rendement en extraits

Les caracteres organoleptiques et le rendement moyen des extraits organiques obtenus par

macération des parties aériennes de C. coronopifolia sont représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 13 : Caracteres organoleptiques et le rendement en extraits organiques de C. coronopifolia

. Caractéristiques o
Extraits Aspect Couleur Odeur Rendement (%)
EM Visqueux Vert foncé Faible 9,58
EE Visqueux Verte Faible 6,13
EC Trés visqueux Verte Faible 2,4

Les résultats du tableau 13 montrent une variation du rendement d’extraction. On constate
que, le rendement en I'extrait méthanolique (9,58%) est supérieur a celui de I'extrait éthanolique
(6,13%) et également a celui de I’extrait de chloroforme (2,4%), ce dernier est le plus faible que
les autres extraits. Cette variation de rendement des extraits peut étre due a la nature du solvant

choisi bien que la méme méthode d’extraction utilisée.
3. Dosage des composés phénoliques

Les teneurs en polyphénols totaux (TPT) et en flavonoides totaux (TFT) de I’HE et des
trois extraits; methanolique (CcEM), éthanolique (CcEE), chloroforme (CceEC) de C.
coronopifolia, ont été déterminées par les méthodes colorimétriques de Folin-Ciocalteu et de
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trichlorure d’aluminium pour les TPT et TFT respectivement, en utilisant I’acide gallique et la

quercitrine comme contr6les positifs standards pour les TPT et TFT respectivement.

On remarque des variations des quantités des TPT et TFT des trois extraits et I’HE de C.
coronopifolia et on constate que la quantité de TPT de I’extrait ethanolique est la plus élévée
(117,71 pgEAG/mg) par apport a I’EM et I’EC qui sont respectivement 88,6 LgEAG/mg et 65,55
ugEAG/mg. L’HE représente la plus faible valeur en quantité en TPT (31,35 HgEAG/mgQ) et
aussi en TFT (1,3 pgEAG/mQq) (figure 9).
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Figure 9 : les teneurs en TPT (UQEAG/mg) et en TFT (LgEQ/mg) des
extraits EM, EE, EC et HE de C. coronopifolia. (Les résultats sont
exprimés en moyenne (n=3) + SD).

4. Composition chimique de I’huile essentielle

Le tableau 14 présente la composition chimique de I'huile essentielle de C. coronopifolia.
Au total, dix huit (18) composants volatils ont été identifiés, représentant 92,95% de I'ensemble
des compositions. Le chromatogramme GC/MS de I'huile a révélé la présence de monoterpénes
hydrocarbonés (0,46%), de sesquiterpénes hydrocarbonés (3,42%), de sesquiterpénes oxygenés
(3,97%) et d'autres composés (85,19%). Les constituants majeurs étaient le 1-Pentadécene
(55,31%) et isovalérate de néryl (12,74%).
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Tableau 14 : Composition chimique d’HE des parties aériennes de C. coronopifolia

N° Composé? RIP %°
1 Chrysanthénone 1122 0,46
2 a-Copaéne 1374 0,14
3 cis-Verbénol,2-propionate de méthyle 1412 1,42
4 a-Humuléne 1452 0,68
5 allo-aromadendrene 1458 2,37
6 Chrysantényle 2-butanoate de méthuyle 1488 0,88
7 1-Pentadécene 1493 55,31
8 Silphiperfolan-7-p-ol 1519 0,77
9 (E)-Calaménéne 1521 0,10
10 d-Cadinéne 1522 0,13
11 (E)-Nérolidol 1561 0,64
12 Anggélate de bornyle 1564 0,52
13 Isovalérate de néryl 1582 12,74
14 épi-a-Cadinol 1638 1,59
15 8-brom0o-néo Isolongifolene 1639 6,20
16 a-Cadinol 1652 0,97
17 Dihydro-aplotaxene 1664 1,38
18 (E)-11-Tétradécene-1-ol 1673 6,65
Total identifié (%) 92,95
Classes chimiques
Monoterpénes oxygeneés 0,46
Sesquiterpenes hydrocarbonés 3.42
Sesquiterpenes oxygénés 3.97
Autres 85,1

a_es composeés sont répertoriés selon leur ordre d'élution a partir d'une colonne capillaire HP-5MS ; P indice de rétention
linéaire calculé selon la formule de Van den Doll pour le programme de gradient de température ; ‘La valeur est la
moyenne de trois déterminations.

La composition de I'huile de C. coronopifolia a montré un profil different a celui rapporté

dans la littérature (Kether et al., 2012). Seulement un travail cité dans la bibliographie sur I’huile

essentielle de C. coronopifolia récoltée en Tunisie dont les résultats montrent que les composés

les plus importants sont I'nexacosane (au niveau des fleurs) d’un pourcentage de 31,7 et le 1-

eicosanol 17,1 dans la tige, et ceux identifiés dans les huiles de racines étaient I'heptacosane
(28,4%), le 1-eicosanol (14,6%), I'octacosane (5,4%) et le y-amorphene (5,2%). En outre, le 6-

méthoxy-1-benzofuran-4-ol a été isolé de I'extrait de chloroforme de C. coronopifolia (Liouane et
al., 2012).
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5. Resultats de I’activité antioxydante
a-Test du piégeage de radical libre DPPH

Les résultats du test DPPH de C. coronopifolia est assez considérable (Tableau 15) et ont
révélé que I’HE a une activité antioxydante ¢levée de valeur égale a 3,65 pl/ml, tandis que les
extraits EM, EE et EC sont variés avec des valeurs d’ICsg 45,66ug/ml, 76,06ug/ml et 100,5ug/ml
respectivement. Cette variation des valeurs peut étre due a la forte teneur en polyphénols trouvés

dans chaque extrait.

Ces résultats d’ICso sont considérables par apport a 1’ICsg obtenue par Liouane et al. (2009) de

I’extrait de pétrole et est de 0,15 mg/ml.

Tableau 15. Les valeurs I1Csq (ng/ml) de ’EE, I’EM, I’EC et de I’HE de C. coronopifoliaet du standard BHT dans le
test de DPPH (*les valeurs 1Cso de I’HE sont en pL/ml ; les résultats sont exprimés en moyenne (n=3) £

sD).
Types d’éxtraits Huile
Méthanol (EM) | Ethanol (EE) | Chloroform (EC) esz’il”éf)"e BHT
4563+ 0,9 76,06 % 0,4 1005+ 1,1 3,650,090 | 19,83 0,3

b-Test de blanchissement de p-caroténe

Le test du B-caroténe/acide linoléique est une méthode utile pour évaluer I’activité
inhibitrice de la peroxydation lipidique d’extraits de plante (Tableau 16). La présence
d’antioxydant inhibe le blanchiment du B-caroténe par les produits formés de 1’oxydation de
I’acide linoléique (Zouari et al., 2011). Dans la présente étude, I’HE de C. coronopifolia présente
une forte activité du DPPH avec une valeur d’ICso de 3,65 pl/ml. Les extraits EM, EE et EC
posseédent une activité consédirable avec des valeurs de 45,63, 76,06 et 100,5 pg/ml

respectivement.

Les composés phénoliques de cette espéce sont les responsables majeurs de ses potentialités
antioxydantes. Cette activité ne dépend pas seulement de la concentration en composés
phénoliques mais aussi de la structure et de I’interaction entre les différents composés

antioxydants (Bettaieb et al., 2017).
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Tableau 16 : Les valeurs ICso (mg/ml) de I’EE, I’EM, I’EC et de I’HE des C. coronopifolia et du standard BHT dans
le test du blanchiment de p-caroténe (*les valeurs 1Cso de ’'HE sont en pL/ml; les résultats sont
exprimés en moyenne (n=3) = SD).

Types d’éxtraits Huile essentielle BHT
Méthanol (EM) | Ethanol (EE) | Chloroform (EC) (HE™*)
0,237+0,04 2 0,282 +0,03% 0,95+ 0,01 0,104 £ 0,07 0,092+0,005

Les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes (P<0,05) selon le test de comparaisons
multiples de Tukey.

6. Résultats de ’activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de I’HE et des extraits EM, EE et EC de C. coronopifolia est
étudiée in vitro par la méthode des disques et des puits de diffussion respectivement. Cette
méthode est basée sur la mesure de diamétre d’inhibition autour des disques et des puits
contenant les HE et les extraits respectivement de la plante étudiée vis-a-vis de huit 08 souches

bactériennes et la levure Candida albicans.

D’apreés les résultats obtenus (Tableau 17), les diamétres d’inhibition se situent entre 10,17
et 12,33 mm ce qui qualifie les bactéries et les levures testées sensibles a I’'HE. Notons un effet
différent pour toutes les bactéries, ou nous avons enregistré la valeur la plus élevée pour ’'EM
chez la levure Candida (14,33 mm), ainsi que (14 mm) pour les bactéries Staphylococcus
epidermidis et Staphylococcus aureus.

Selon Liouane et al. (2009), Les extraits de Cotula coronopifolia sont plus actifs contre les
bactéries Gram-positives que les bactéries Gram-négatives. Cette résistance plus élevée chez les
bactéries Gram-négatives pourrait étre due aux différences de membrane cellulaire de ces

groupes bactériens
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Tableau 17 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) illustrant 1’activité antibactérienne de 1’HE
(15uL/disque) et EM, EE, EC (30uL/puit) de C. coronopifolia

o Diametre de la zone d’inhibition (mm)

Bacteries / Levures Méthanol (EM) | Ethanol (EE) | Chloroform (EC) HE
Escherichia coli 11,00 £ 0,00 @ | 12,17 £ 0,292 — 12,17 £+ 0,29 ¢
Klebsiella pneumoniae 10,33 + 0,76 @ [ 10,33 + 0,29°¢ 13,00 £ 0,00 |11,67 +0,58°*
Pseudomonas aeuruginosa 11,50 + 0,50 @ | 12,00 + 0,00 2 — 10,33 £ 0,58 °
Selmonella enterica 13,17 + 0,29 ¢ | 12,33 +0,58¢ — 12,33 + 0,58
Bacillus subtilis 9,33 +0,58° 9,83 +0,29° — 10.33 £ 0,58 °
Proteus mirabilis 13,67 £ 0,58 °¢ | 11,17 £ 0,29°" 11,00 = 0,00 11,67 = 0,58 2
Staphylococcusepidermidis 14,00 £ 0,50°¢ | 11,67 + 0,58 ° 12,00 + 0,00 |10,17 +0,29°
Staphylococcusaureus 14,00 + 0,00°¢ | 11,50 + 0,50°" — 10,67 + 0,58°"
Candida albicans 14,33 £ 0,29 16,00 = 1,00 — 11,50 + 0.50 2

— : Pas d’inhibition
Les moyennes suivies par la méme lettre dans la méme colonne ne sont pas significativement différentes (P<0.05) selon le test de
comparaisons multiples de Tukey.

Les valeurs des CMI et CMB de I’HE et des extraits EM, EE et EC de C. coronopifolia
sont représentées dans les tableaux 18-19 respectivement. D’apres le tableau des CMI, la majorité
des bactéries testées semblent étre plus sensibles a I’HE ; les concentrations inhibitrices sont
comprises entre 5 et 20 pl/ml. En plus, les valeurs de CMI des deux extraits méthanolique et

ethanolique sont plus efficaces et sont comprises entre 2,34 et 9,37 mg/ml.

Dans I’étude de Liouane et al. (2009), il est mentionné que l'extrait de pétrole présente une
activité importante contre Escherichia coli (CMI=250ug/ml) et Enterococcus fecalis
(CMI=125ug/ml).

Tableau 18 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’'HE et des extraits (EM, EE, EC) de C. coronopifolia.

- CMI (mg/ml)

Bacteéries / Levures HE EM EE
Escherichia coli 5 9,37 2,34
Klebsiella pneumoniae 20 2,34 4,68
Pseudomonas aeuruginosa 10 9,37 2,34
Selmonella enterica 5 9,37 4,68
Bacillus subtilis 10 9,37 2,34
Proteus mirabilis 5 4,68 9,37
Staphylococcusepidermidis 10 4,68 2,34
Staphylococcusaureus 20 4,68 4,68
Candida albicans 5 2,34 4,68
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D’aprés le tableau des CMB, on constate que la quantit¢é de I’'HE de C. coronopifolia
nécessaire pour tuer les bactéries est supérieure & 10 pl/ml. En outre, les valeurs de CMB de
I’extrait éthanolique sont les plus efficaces que celles de I’EM comprises entre 4,68 et 9,37
mg/ml, a I’exception de la bactérie Proteus mirabilis qui nécessite 18,75 mg/ml pour étre tuée par
I’EE. Concernant I’EM, les valeurs des CMB varient entre 4,68 mg/ml pour la bactérie Klebsiella
pneumoniae et la levure Candida albicans, et est de 9,37 mg/ml pour les bactéries
Staphylococcus aureus et Staphylococcus aureus, et enfin de 18,75 mg/ml pour le reste des

bactéries.

Tableau 19 : Concentrations minimales bactéricides (CMB) et levuricide de I’HE et des extraits EM, EE,
EC de C. coronopifolia.

Bactéries / Levure OE CMEN(Img/mI) =F
Escherichia coli >10 18,75 4,68
Klebsiella pneumoniae >10 4,68 9,37
Pseudomonas aeuruginosa > 10 18,75 4,68
Selmonella enterica >10 18,75 9,37
Bacillus subtilis >10 18,75 9,37
Proteus mirabilis >10 18,75 18,75
Staphylococcusepidermidis > 10 9,37 4,68
Staphylococcusaureus > 10 9,37 9,37
Candida albicans >10 4,68 9,37

7. Résultats de I’activité antifongique

Les résultats de la figure 10 montrent I’effet de I’HE et les extraits EM, EE et EC de C.
coronopifolia sur les moisissures A. flavus, A. niger, Alt. alternata, P. expansum et C. herbarum
par I’utilisation de la méthode des disques de diffusion pour I’HE et la méthode des puits de

diffusion pour les extraits.

Les résultats obtenus montrent que I’HE de C. coronopifolia a provoqué une inhibition tres
importante sur toutes les moisissures testées avec un pourcentage d’inhibition qui varie de
51,98% a 73,79%. On constate que, I’extrait méthanolique, avec des pourcentages d’inhibitions
compris entre 44,07% et 78,22% est le plus efficace par rapport a 1’extrait ethanolique qui est en
deuxiéme position avec des valeurs comprises entre 15,82% et 57,78%, et le dernier extrait
chloroformique avec des faibles pourcentages par rapport aux extraits précédents qui varient
entre 6,78% et 48%.
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Figure 10 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne des moisissures A.
flavus, A. niger, Alt. alternata, P. expansum, C. herbarum provoqué par I’HE et
(EM, EE et EC) de C. coronopifolia. (Les résultats sont exprimés en moyenne
(n=3) £ SD).

8. Résultats de P’activité insecticide

Dans cette étude, nous avons décrit I'efficacité acaricide et ovicide de 1’huile essentielle
extraite de C. coronopifolia DLso - 23,1 mg.cm-? (Tableau 1) contre Tetranychus urticae
introduites dans les feuilles d’haricot (Phaseolus vulgaris L.). Concernant la ponte et de
1'éclosion des ceufs de T. urticae, I'HE est plus efficace avec une valeur CL3o (pendant 96h) égale
a 3,3 mg.cm-2 (Tableau 20). Les femelles adultes introduites dans les feuilles d’haricot 96 heures
aprés l'application d’HE ont pondu significativement moins d'ceufs par rapport au témoin
(Tableau 21). L'efficacit¢ d’HE la plus élevée a été observée (0,9+0,1) dont le nombre
significativement plus faible de nymphes et d'ceufs a été trouvé sur les plantes traitées en un jour
apres l'application. Cependant, il est également probable que les doses mortelles et sublétales
d'HEs ou d'extraits de plantes peuvent entrainer une diminution significative de la fertilité ou
modifier le comportement des acariens dans une telle mesure (Mansour et al., 1986; Attia et al.,
2013) que leur nombre dans la zone traitée diminue considérablement, de la méme maniére que
les autres especes nuisibles (Pavela, 2007, 2013; Pavela et Vrchotova, 2013). Sur la base de notre
test, I’HE de 1’espéce C. coronopifolia peut étre considéré comme source tres prometteur pour le

développement de nouveaux acaricides botaniques.
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Tableau 20. Toxicité d’huile essentielle de C. coronopifolia sur la femelle T. urticae

Temps DLso ICos DL 1Cos X2 p-value
24 h 23,1 19,8-39,5 280,5 201,1-325,6 0,253 0,092
96 h 4,8 3,6-5,5 12,2 10,8-15,6 0,128 0,127

DLso(90) en mg.cm-2 causant 50% (90%) de mortalité des femelles T. urticae

ICos indique les intervalles de confiance, l'activité du composé est considérée comme significativement différente lorsque I'IC &
95% ne se chevauche pas / Non significatif (n.s.) au niveau P> 0,05.

Tableau 21 : Influence des doses sublétales d’huile essentielle de C. coronopifolia sur I'inhibition
de la ponte et de 1'éclosion des ceufs T. urticae

Dose Nombre moyen Nombre moyen | Réduction de
utilisée d'oeufs par Pourcentage de nymphes la fertilité
Huile essentielle (CL3so) femelle (96 d'éclosibilité écloses par par rapport
en heures apres des ceufs femelle et par au contrdle
mg/cm? | I'application) jour (%)
C. coronopifolia 33 2,640,3 37,3%3,6 0,9+0,1 83,3%4,1
Controle 0,0 5,9+0,4 91,9+2,7 5,4+0,2 -
ANOVA"

(Df, F-value, P-level)

6,21; 873,6; 0,000

6,21; 410,7; 0,000

6,21; 1285,5; 0.000

5,18; 274,9; 0,000
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CHAPITRE VI: RESULTATS ET DISCUSSIONS DE NOLLETIA CHRYSOCOMOIDES
1. Rendement en huile essentielle

L’HE obtenue par hydrodistillation des différentes parties aériennes de I’espéce N.
chrysocomoides est de rendement 0,2% (v/w), liquide visqueuse, de couleur jaune avec une odeur

forte.
2. Rendement en extraits

Les résultats obtenus (Tableau 22) montrent une variation de rendement d’extraction. On
constate que le rendement en extrait méthanolique (11,22%) est supérieur a celui en extrait

ethanolique (7,58%) et également a celui chloroformique (2,02%) ; ce dernier est le plus faible.

Cette variation de rendement en extraits peut étre due a la nature du solvant choisi et ses

caractéristiques.

Tableau 22 : Caracteres organoleptiques et le rendement des extraits organiques.

Extrait Aspect Couleur Odeur Rendement en (%)
EM Visqueux Verte Forte 11,22
EE Visqueux Verte Forte 7,58
EC Trés visqueux Verte Faible 2,02

3. Dosage des composés phénoliques

Les teneurs en polyphénols totaux (TPT) et en flavonoides totaux (TFT) de I’'HE et des
trois extraits méthanolique (EM), éthanolique (EE), chloroforme (EC) de N. chrysocomoides ont
été déterminées par les méthodes colorimétriques de Folin-Ciocalteu et de trichlorure
d’aluminium pour les TPT et TFT respectivement, en utilisant 1’acide gallique et la quercitine
comme contrbles positifs standards pour les TPT et TFT respectivement. D’apreés les résultats
illustrés dans la figure 11. On constate qu’il existe des variations graduées dans la quantité des
phénol TPT de N. chrysocomoides, ou nous avons enregistré la plus grande valeur a pour I'extrait
de méthanol, puis pour I’extarit de 1'éthanol, puis pour 1’extrait de chloroforme, et enfin pour
I'huile avec des valeurs de 158,82 ug EAG/ml, 105,48 ug EAG/ml, 70,36 ug EAG/ml et 25,21 ug
EAG/mI respectivement. La méme graduation des teneurs en flavonoides est enregistrée 110,34

ug EQ/ml ; 75,36 pg EQ/ml ; 39,26 pg EQ/ml et le dernier avec la plus faible teneur égale a 1,49
pg EQ/mL.

50



180 ETPT ETFT

160 158,82
140
120
100
80
60
40
20

105,48

70,36

25,21

EM EE EC HE

Figure 11. Teneurs en TPT et en TFT des extraits EM, EE et HE de N. chrysocomoides.
(Les résultats sont exprimés en moyenne (n=3) £ SD).

4. Composition chimique de I’huile essentielle

Le tableau 23 présente la composition chimique de I'huile essentielle de N. chrysocomoides.
Au total, vingt-cing (25) composants volatils ont été identifiés, représentant 97,2% de I'ensemble
des compositions. Le chromatogramme GC/MS de I'huile a révélé la présence de sesquiterpénes
oxygénés (59,81%), de sesquiterpénes hydrocarbonés (39,29%) et d'autres composés (0,1%). Les
constituants majeurs étaient le a-Cadinol (25,86%), 6-Cadinéne (25,6%), épi-a-Cadinol et épi-a-
Muurolol (22,73%). Vu le manque des études bibliographiques disponibles sur les huiles
essentielles sur le genre Nolletia, ansi que 1’espéce N. chrysocomoides une comparaison est
impossible a faire. Bréf, ce travail est considéré comme originale a 1’echelle nationale et
régionnale sur la valorisation de cette plante sur le plan phytochimique et activités biologiques.
Tableau 23 : Composition chimique d’HE des parties aériennes de Nolletia chrysocomoides

N° Composé? RIP %°
1 |a-Copaéne 1367 t
2 | a-Gurjunéne 1398 0,10
3 | (2)-Cadina-1(6),4-diene 1450 0,16
4 | Dauca-5,8-diene 1462 0,18
5 |y-Muuroléne 1465 0,58
6 |Amorpha-4,7(11)-diene 1470 3,18
7 | (E)-Muurola-4(14),5-diéne 1476 0,33
8 |0-Selinéne 1478 0,91
9 |épi-Cubébol 1481 0,26
10 |a-Muuroléne 1488 3,57
11 |y-Cadinéne 1499 2,16
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Suite Tableau 23

N° Composé? RIP %°
12 | 56-Cadinéne 1511 25,6
13 | a-Cadinene 1524 0,42
14 | a-Calacoréene 1528 0,10
15 | B-Calacorene 1549 t
16 | Germacrene D-4-ol 1561 7,55
17 |1,10-di-épi-Cubénol 1600 0,13
18 |1-épi-Cubénol 1614 0,50
19 | épi-a-Cadinol, épi-a-Muurolol 1628 22,73
20 | a-Muurolol 1634 2,79
21 1643 25,86
22 | (Z)-Calaménene-10-ol 1646 t
23 | (E)-Calaménéne-10-ol 1656 t
24 | (32)-Phtalide de butylidéne 1663 t
25 | Oplopanone 1724 t
Total identifié (%) 97,2
Classes chimiques
Sesquiterpenes hydrocarbonés 37,29
Sesquiterpenes oxygénes 59,81
Autres 0,1

2 es composés sont répertoriés selon leur ordre d'élution a partir d'une colonne capillaire HP-5MS ; ® indice de rétention
linéaire calculé selon la formule de Van den Doll pour le programme de gradient de température ; ‘La valeur est la
moyenne de trois déterminations ; t : traces (< 0,1%).

5. Résultats de ’activité antioxydante

a-Test du piégeage de radical libre DPPH

Nos résultats (Tableau 24) ont montré que les extraits des parties aériennes de N.
chrysocomoides ont un pouvoir piégeur du radical libre DPPH assez important comparable a
celui du BHT. En plus, ils présentent des variations graduées selon 1’ordre I’'EM > I’EE >I’EC
avec des valeurs de 23,72 mg/ml ; 29,4 mg/ml et 46,67 mg/ml respectivement. L’HE a montré

une activité de piégeage du DPPH tres importante avec une d’ICsg égale a 18,8 pl/ml.

Tableau 24 : Les valeurs I1Cso (ng/ml) de I’EE, I’EM, I’EC et de I’'HE de N. chrysocomoides et du standard BHT dans
le test de DPPH (*les valeurs ICso de I’'HE sont en pL/ml ; les résultats sont exprimés en moyenne (n=3) +

SD).
Extrait EtE:rtur)Tii;ue ChIoE())(:(:?r::ique essl_e|rl:ti:glle BHT
Methanolique (EM) (EE) (EC) (HE®)
23,72+ 0,69 29,4 +0,65 46,67 +1,23 18,80 0,18 19,83+0,3
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b-Test de blanchissement du B-carotene

Le test du B-caroténe/acide linoléique est une méthode utile pour évaluer I’activité
inhibitrice de la peroxydation lipidique d’extraits de plantes. La présence d’antioxydant inhibe le
blanchiment du B-caroténe par les produits formés de 1’oxydation de I’acide linoléique (Zouari et
al., 2011). D’aprés les résultats (Tableau 25), I’HE a un effet significatif avec inhibition d’ICso
égale 0,298 pLl/ml. Les trois extraits EC, EE et EM possédent un effet considérable par rapport
au standard BHT (ICso: 0,092 mg/ml) avec des ICso: 0,13 mg/ml ; 0,3 mg/ml et 0,4 mg/ml
respectivement.

Tableau 25 : Les valeurs I1Cso (mg/ml) de I’'EE, I’EM, I’EC et de I’'HE de N. chrysocomoides et du standard BHT
dans le test du blanchiment de B-caroténe. (*les valeurs ICso de I’'HE sont en pL/ml ; les résultats sont
exprimés en moyenne (n=3) + SD).

Extrait Extrait Extrait Huile
Methanolique (EM) Eth?lr;cl)zl)lque Chlor?ég)mlque es?ilnélf)lle BHT
0.4 0,07 0,30+ 0,04 0,13+0,09 0,208:0,02 | 0,092£0,005

Les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes (P<0.05) selon le test de comparaisons
multiples de Tukey.

6. Résultats de ’activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de I’HE et des extraits de N. chrysocomoides est étudiée in vitro
par la méthode des disques et des puits de diffussion respectivement. Cette méthode est basée sur
la mesure de diametre d’inhibution autour des disques et des puits contenent les HE et les extraits
respectivement de la plante étudiée vis-a-vis de 8 souches bactériennes et une levure Candida
albicans. Le tableau 26 regroupe les valeurs des diamétres moyens de la zone d’inhibition de
I’HE et des différents extraits de la partie aérienne de 1’espéce N. chrysocomoides. On remarque

que, les diametres d’inhibution varient entre 9 et 14 mm pour I’HE et les extraits.

Tableau 26 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) illustrant I’activité antibactérienne de I’HE (10ul/disque) et EM,
EE, EC (30uL/puit) de N. chrysocomoides. (les résultats sont exprimés en moyenne (n=3) + SD).

- Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Bactéries / Levures

HE EM EE EC
Escherichia coli 11,83 £ 0,29 11,33 +0,29P | 11,83 +0,29° —
Klebsiella pneumoniae 10,17 £+ 0,292 | 10,67 £ 0,58 ¢ (11,17 + 0,76 | 13,00 + 0,00
Pseudomonas aeuruginosa 9,67 + 0,58° 12,00 + 0,00° [ 11,19 £ 0,292 —
Selmonella enterica 10,50 £+ 0,50 ® | 11,67 +0,29°¢ 14,50 + 0,50 —
Bacillus subtilis 11,17 £ 0,29 ¢ | 10,50 £+ 0,50 ¢ | 12,33 + 0,29 —
Proteus mirabilis 10,50 + 0,50 ¢ [ 11,33 + 0,29" | 11,33 + 0,292 | 11,00 + 0,00
Staphylococcus epidermidis [ 10,33 + 0,58° | 11,83 +1,00°?® | 12,83 £ 0,76 ¢| 12,00 = 0,00
Staphylococcus aureus 10,17 + 0,29° | 11,00 + 0,50° [13,50 + 0,50 °¢ —
Candida albicans 10,17 + 0,76 39 | 11,67 + 0,502 | 13,83 + 0,29¢ —

— : Pas d’inhibition
Les moyennes suivies par la méme lettre dans la méme colonne ne sont pas significativement différentes (P<0.05) selon le test de
comparaisons multiples de Tukey.
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Le tableau 27 représente les valeurs de CMI de I’HE et les deux extraits (méthanolique et
ethanolique) de N. chrysocomoides. On constate que, les valeurs de CMI pour I’HE varient entre
5 et 20 pl/ml, ou nous avons enregistré la forte valeur de 5uL /ml deux bactéries Gram négatif
(Escherichia coli et Proteus mirabilis) et la valeur de 10 pL/ml pour les bactéries (Selmonella
enterica, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus).

Les valeurs de CMI pour I’extrait méthanolique sont variées entre 37,5 mg/ml pour Klebsiella
pneumoniae, Selmonella enterica, Bacillus subtilis, Proteus mirabilis et Staphylococcus
epidermidis, et 75 mg/ml pour Escherichia coli et Staphylococcus aureus. La méme variation de

37,5 mg/ml et 75 mg/ml est signalée pour I’extrait ethanolique.

Tableau 27 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’HE et des extraits EM et EE de N.
chrysocomoides.

Bactéries / Levure CMI (ug/ml)

HE EM EE
Escherichia coli 5 75 75
Klebsiella pneumoniae 20 37,5 75
Pseudomonas aeuruginosa 20 75 75
Selmonella enterica 10 37,5 37,5
Bacillus subtilis 10 37,5 75
Proteus mirabilis 5 37,5 75
Staphylococcus epidermidis 20 37.5 75
Staphylococcus aureus 10 75 75
Candida albicans 20 37,5 37,5

Les valeurs de CMB de I'HE et les deux extraits methanolique et ethanolique sont
représentées dans le tableau 28. D’apreés ces résultats on constate que la valeur d’HE de 20ul/ml
est bactériocide pour les deux bactériés Escherichia coli et Proteus mirabilis, mais les autres
bacteries elle est supérieure a 20uL/ml. Les valeurs bactériocides des extraits EE et EM varient

entre 125 mg/ml et 150 mg/ml.

On constate que la valeur de 125 mg/ml de I’EE est bactériocides pour les trois bactéries a Gram
negatif Escherichia coli, Selmonella enterica et Proteus mirabilis, et sur les deux bactériés Gram
positif Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus aureus. Pour le reste des bactériés, la CMB
est superieure & 150 mg/ml. Pour I’EM on remarque la valeur de 150 mg/ml est bactériocide pour
deux bacteiés Escherichia coli et Staphylococcus epidermidis, mais supérieure a de 150 mg/ml

pour le reste des bactéries.
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Tableau 28 : Concentrations minimales bactéricides (CMB) et levuricide de I’HEet des extraits
(EM, EE, EC) de N. chrysocomoides

. CMB (mg/ml)

Bactéries / Levure OE =M 33
Escherichia coli 20 150 125
Klebsiella pneumoniae > 20 > 150 > 150
Pseudomonas aeuruginosa > 20 > 150 > 150
Selmonella enterica > 20 > 150 125
Bacillus subtilis > 20 > 150 > 150
Proteus mirabilis 20 > 150 125
Staphylococcus epidermidis > 20 150 125
Staphylococcus aureus > 20 > 150 125
Candida albicans > 20 > 150 75

7. Résultats de I’activité antifongique

D’apres les résultats de la figure 12 qui représente le pouvoir inhibiteur de I’'HE et les

extraits EM, EE et EC de I’espéce N. chrysocomoides sur les moisissures testées, on constate que,

I’extrait ethanolique est le plus efficace, et qui donne une forte inhibution sur tous les

champignons avec une inhibition maximale sur A. niger atteindre 79,12%, et minimale sur le

champignon C. herbarum par apport les autres extraits qui sont assez importants. L’HE donne

une inhibition sur toutes les moisissures avec des pourcentages variant entre un minimum 29,29%

sur P. expansum et la maximum 56% sur C. herbarum. L’EC donne une inhibition forte sur C.

herbarum avec un taux de 64% d’inhibition. Cette valeur est la plus élevé comparé par rapport

aux autres. Cette plante est la plus faible dans son pouvoir fongicide par rapport a P. arabica et

C. coronopifolia.
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Figure 12 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne des moisissures
A. flavus, A. niger, Alt. alternata, P. expansum, C. herbarum provoqué par
I’HE et les extraits EM, EE et EC de N. chrysocomoides. (Les résultats
sont exprimés en moyenne (n=3) = D).

8. Résultats de ’activité insecticide

Cette étude décrit I'efficacité acaricide et ovicide de I’huile essentielle extraite de N.
chrysocomoides, obtenue d’une DLso = 10,1 mg.cm-? (Tableau 1) a partir des feuilles d’haricot
(Phaseolus vulgaris L.) contre Tetranychus urticae. L huile essentielle extraite de I’espéce N.
chrysocomoides était toxique pour T. urticae testée. Concernant la ponte et de 1'éclosion des ceufs
de T. urticae, I'huile essentielle était efficace avec une valeur CL3o (pendant 96h) de 10,1 mg.cm-
2 (Tableau 29). Les femelles adultes introduites dans les feuilles d’haricot 96 heures aprés
I'application d’HE ont pondu significativement moins d'ceufs par rapport au témoin (Tableau 30).
L'efficacité d’HE est plus élevée (1,6+0,1), car un nombre significativement plus faible de
nymphes et d'ceufs a été trouvé sur les plantes traitées en un jour apres 1'application. Cependant, il
est également probable que les doses mortelles et sublétales d'HE ou d'extraits de plantes peuvent
entrainer une diminution significative de la fertilit¢ ou modifier le comportement des acariens
dans une telle mesure (Mansour et al., 1986 ; Attia et al., 2013) que leur nombre dans la zone
traitée diminue considérablement, de la méme maniére que les autres especes nuisibles (Pavela,
2007, 2013 ; Pavela et Verchotova, 2013). Sur la base de notre test, I’HE de N. chrysocomoides
peut étre considéré comme source tres prometteur pour le développement de nouveaux acaricides

botaniques.
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Tableau 29. Toxicité d’huile essentielle de N. chrysocomoides sur la femelle T. urticae

Temps DLso 1Cos DL 1Cos X? p-value
24 h >100 - - - - -
96 h 10,1 7,3-12,8 107,6 98,5-148,9 0,295 0,862

DLso(s0) en mg.cm-2 causant 50% (90%) de mortalité des femelles T. urticae
ICos indique les intervalles de confiance, l'activité du composé est considérée comme significativement différente lorsque I'IC a

95 % ne se chevauche pas,

non significatif (n.s.) au niveau P> 0,05.

Tableau 30 : Influence des doses sublétales d’huile essentielle de N. chrysocomoides sur

l'inhibition de la ponte et de 1'éclosion des ceufs T. urticae

Dose Nombre moyen Nombre moyen | Réduction de
utilisée d'oeufs par Pourcentage de nymphes la fertilité
Huile essentielle (CL3o) femelle (96 d'éclosibilité écloses par par rapport
en heures apreés des ccufs femelle et par au contrdle
mg/cm? | I'application) jour (%)
N. chrysocomoides | 3,8 2,1+0,2 74,0£9,8 1,60,1 70,3+6,2
Contréle 0,0 5,9+0,4 91,9+2,7 5,4+0,2
ANOVA" . . . . . . . .
(DF, F-value, P-level) 6,21; 873,6; 0,000 6,21; 410,7; 0,000 | 6,21;1285,5;0.000 | 5,18;274,9; 0,000
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CONCLUSION

Le présent travail avait pour but de faire une continouité aux études qui traitent la
valorisation du patrimoine végétal de la région de M’sila ; le dosage des principes actifs les plus
importants des plantes retenues pour cette étude qui sont : P. arabica, C. coronopifolia et N.
chrysocomoides, a savoir la teneur en composés phénoliques, le rendement en huiles essentielles,
en extrait éthanoliques, méthanoliques et chloroformiques. Notre étude a aussi permis d’évaluer
les activités biologiques de ces plantes, a savoir les activités antioxydante, antibactérienne,

antifongique et insecticide.

Les rendements des huiles essentielles des plantes étudiées sont faibles, ainsi, ’ordre de
grandeur des rendements en huile essentielle, se présente comme suit : P. arabica > N.

chrysocomoides > C. coronopifolia.

Au total, 35 composants volatils ont été identifiés pour I'nuile essentielle de P. arabica,
représentant 93,2% de I'ensemble des compositions. Les constituants majeurs sont I’épi-a-cadinol
(23,9%), le o-cadinene (21,1%) et le a-cadinol (19,8%). Pour C. coronopifolia, 18 composes ont
été identifiés, représentant 92,95% de I'huile totale. Les constituants majeurs ont été identifiés
comme le 1-Pentadécene (55,31%) et I’Isovalérate de néryl (12,74%). En fin, pour I'huile
essentielle de N. chrysocomoides, un total de 25 composants volatils, représentant 97,2% de la
composition totale, ont été entierement caractérisés et regroupés en trois classes, a savoir :
sesquiterpénes hydrocarbonés, sesquiterpénes oxygénés et autres composés. Les composés
majeurs étaient le a-Cadinol (25,86%), 6-Cadinéne (25,6%), épi-a-Cadinol et épi-a-Muurolol
(22,73%).

L’activit¢ antimicrobienne des HEs a ¢été estimée qualitativement sur 8 souches
microbiennes par la technique de diffusion des disques sur gelose puis quantitativement en
déterminant la CMI et CMB. En paralléle, I’effet antioxydant des HE a été testé par la technique
du DPPH et par le test du blanchiment du B-caroténe/acide linoléique. L’extrait methanolique de
chaque plante présente une forte activité antiradicalaire, est la plus importante en utilisant le test
de piégeage du radical libre DPPH supérieur que I’extrait ethanolique et chloroformique. Le test
antimicrobien a montré une activité¢ allant de la résistance a la sensibilité sur I’ensemble des
souches testées. Les valeurs des CMI les plus prometteurs sont celles des huiles de P. arabica
avec des valeurs CMI varié entre 2,5 pL/ml et 10 pL/ml. Par contre 1’huile de C. coronopifolia et

N. chrysocomoides varie entre 5 pl/ml et 20 pl/ml ; les HEs et les extraits montrent une forte
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inhibition fongique, est la plus importante, et est enregistré dans 1’extrait ethanolique de N.

chrysocomoides avec une valeur de 79,12%.

L’activité insecticide montre que les huiles essentielles de C. coronopifolia et N.
chrysocomoides sont plus efficace avec une valeur LCz de 3,3 mg cm? et de 3,8 mg cm™
respectivement, qui sont prometteuse pour le développement de plantes car le pourcentage
d'éclosibilité des ceufs et le nombre moyen de nymphes éclosés par femelle et par jour est
considérable et que le rendement de fertilité est de 70,3 pour N. chrysocomoides et 83,3 pour C.

coronopifolia. Par contre I’huile essentielle de P. arabica est moins efficace.

Au terme de ce travail, nous espérons avoir contribué a la valorisation des composés
bioactifs de la région du Hodna, entre autres, les trois especes retenues pour cette étude que se
soit sur le plan phytochimique ou bioactivités des huilles essentielles (valorisation est difficile,
car les rendements sont trés faible), par contre 1’extrait ethanolique présente des résultats
prometeuses sur 1’inhibition de la bactérie Pseudomonas aeroginosa ( a divelloper avec d’autres

techniques).

Toutefois, les résultats de cette étude ne constituent qu’une ébauche mais suffisante pour
étre une base scientifique dans le domaine de recherche phytochimlique. Les persepectives a
envisager est d’étudier la toxicité des extraits et faire des travaux sur le modele animale (in vivo)
pour déterminer les doses thérapeutiques. Aussi, tester d’autres activités biologiques comme

’activité antidiabétique et anti inflammatoire et immunomodulatrices.
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Abstract

Medicinal and aromatic plants represent an outstanding source of green active ingredients for a broad range of real-world
applications. In the present study, we investigated the insecticidal potential of the essential oils obtained from three medicinal
and aromatic plants of economic importance in Algeria, Artemisia campestris, Pulicaria arabica, and Saccocalyx satureioides.
Gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) was used to study the essential oil chemical compositions. The
three essential oils were tested against a mosquito vectoring filariasis and arboviruses, i.e., Culex quinquefasciatus, a fly pest
acting also as pathogens vector, Musca domestica, and an agricultural moth pest, i.e., Spodoptera littoralis, using WHO and
topical application methods, respectively. The essential oil from A. campestris, containing f-pinene (15.2%), c-pinene (11.2%),
myreene (10.3%), germacrene D (9.0%) (Z)-B-ocimene (8.1%) and y-curcumene (6.4%), showed remarkable toxicity against
C. quinquefasciatus (LCsp of 45.8 mg L") and moderate effects (LDsp of 99.8 pg adult ") against M. domestica. Those from
P arabica and §. satureioides, containing epi- x-cadinol (23.9%), 8-cadinene (21.1%), x~cadinol (19.8%) and germacrene D-4-o0l
(8.4%), and thymol (25.6%), cx-terpineol (24.6%), borneol (17.4%) and p-cymene (11.4%), respectively, were more active on
S. littoralis showing LDsq values of 68.9 and 61.2 pg larva ', respectively. Based on our results, the essential oil from
A campestris may be further considered a candidate ingredient for developing botanical larvicides.

Keywords Culex quinquefasciatus - Insect pest - Mosquito vector - Musca domestica - Greenpesticide - Spodoptera littoralis
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country in Africa, and one ofthe Mediterranean countries with
a remarkable floristic richness that is directly related to its
ecosystem and landscape diversity. The number of taxa of its
flora is estimated to about 4000 including 300 endemic taxa
(Dobignard and Chatelain 2010, 2011a, b) of which approxi-
mately 90% are present in the north of the country. Asteraceae
and Lamiaceae represent two important families of medicinal
and aromatic plants growing in Algeria, including essential
oil-producing species. Among them, the genera Artemisia
L., Pulicaria Gaerter and Saccocalyx Coss. & Durand are
of economic importance in Algeria due to their important uses
as foods and medicines (Miara et al. 2019). The Algerian flora
comprises nine species of Artemisia, thirteen species of
Pulicaria, and a species of Saccocalyx (Quezel and Santa
1963).
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Artemisia campestris L., commonly called “degoufet,”
“tgouft,” “alala,” or*“tedjouq,” is locally known as a medicinal
herb indicated for the treatment of digestive troubles, stomach
pain, nausea, pain in menstruation and hypertension (Baba
Aissa 1991; Hammiche and Maiza 2006; Baba Aissa 1999;
Sari etal. 2012; Boudjelal et al. 2013).

Pulicaria arabica (L.) Cass. has been traditionally used in
several countries. It is indigenous to Egypt, locally known as
“rara ejub,” “abu-‘ajn-safra,” and “deithouth”. It is used in folk
medicine to treat ulcers (Provencal 2010). In Morocco, it is
known as “hatassa” and used traditionally as anti-tobacco
(Mouhajir 2002). In the Iranian folk medicine, P. arabica is used
as an antidiarheal agent and against schistosomiasis (Ali 2011).
In Tunisia, itis used to treat swelling and boils (Abed et al. 2010).
On the other hand, no traditional uses are recorded in Algenia.

Saccocalyx satureioides Coss. & Dur. is known in all North
African regions as “azr el-ibel” (Trabut 1935), “zaater” (Biondi
et al. 2006), and “zadtar r'mel” (Benabed 2018), alluding to its
resemblance with oregano and thyme. It is traditionally recom-
mended for the treatment of diabetes (Allali et al. 2008).

The essential oil of A. campestris has been isolated and
mvestigated for its chemical composition and biological activ-
ities by several authors in Algeria (Belhattab et al. 2011;
Ghorab et al. 2013; Boutemak et al. 2017; Medila et al.
2017; Bakchiche et al. 2019) and other countries (Neffati
et al. 2008; Costa et al. 2009; Judzentienea et al. 2010;
Akrout et al. 2003, 2010; Dib et al. 2017). Only two investi-
gations has been provided on the essential oil of P arabica
concemning the analysis of its chemical constituents (Mossa
et al. 1987; Djermane et al. 2016). The chemical composition
of the essential oil of S. satweioides as well as its biological
properties were described in previous studies (Biondi et al.
2006; Laouer etal. 2006; Bendahou et al. 2008; Bendimerad
et al. 2009; Benabed 2018; Kherkhache et al. 2018; Zerroug
etal. 2011; Belmekki and Bendimerad 2012; Mohamadi et al.
2015; Benahmed et al. 2016). To the best of our knowledge,
the insecticidal properties of the essential oils from these three
species have not been explored in deep.

Managing insect pests and vectors through environmental-
ly sustainable approaches represent a major and timely chal-
lenge (Benelli and Beier 2017; Stevenson et al. 2017; Chaieb
et al. 2018; Isman 2018, 2020; Benelli et al. 2019a; Pavela
etal. 2019a; Petrovic etal. 2019), to relevantnon-target effects
of synthetic pesticides on human health and environment
{Desneux et al. 2007; Ullah et al. 2019a, b; Varikou et al.
2019), and their efficacy threatened by rapid resistance devel-
opment in target species (Nagqash etal. 2016; Yavasoghi et al.
2019; Guz et al. 2020). In this framework, the present research
was aimed to investigate the insecticidal activity of
A campestris, P. arabica, and S. satureioides essential oils
extracted from plants collected in Algeria. The three essential
oils were tested as larvicides against the African cotton
leafworm Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera:
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Noctuidae), as well as against the lymphatic filariasis and
arbovirus vector Culex quinquefasciatus Say (Diptera:
Culicidae), for which effective control tools are urgently need-
ed (Wilke et al. 2020). Note that this species is also under
investigation as a potential Zika virus vector, with contrasting
evidences reported (Benelli and Romano 2017; van den Hurk
et al. 2017). Furthermore, the three essential oils were evalu-
ated as adulticides against the common housefly, Musca
domestica L. (Diptera: Muscidae), a noxious pest, also able
to spread dozens of pathogens (Butler et al. 2010). The chem-
ical composition of the three Algerian essential oils was ana-
lyzed through GC-MS analysis, discussing the potential con-
tribution of the essential oil major constituents in terms of
insecticidal effectiveness.

Materials and methods
Plant material

Plant material was represented by the aerial parts of
A. campestris (Asteraceae, collected in Salah Bey (Sétif) re-
gion, at the end of August 2016), P arabica (Asteraceae,
collected at the University of Mohamed Boudiaf Campus in
May 2017) and S. satureioides (Lamiaceae, collected in El
Houamed (M’sila) region in June 2015). The samples (25~
40 plants for each species) were representative of the species
and their geographic area of distribution. The voucher speci-
mens were deposited in the herbarium of the Department of
Nature Sciences and Life, Faculty of Sciences, M sila.

Essential oil isolation

The aerial parts of the three species (100 g) were subjected to
hydrodistillation for 3 hin a Clevenger-type apparatus. The oil
yields, estimated on a dry weight basis (ww), were 0.45, 0.40,
and2.8%, forA. campestris oil, P. arabicaand S. satureioides,
respectively.

Chemical analyses

The three essential oils from A. campestris, P. arabica, and
S. satureioides were analyzed by GC-MS using an Agilent
6890N gas chromatograph coupled with a 5973N mass spec-
trometer. The overall analytical conditions adopted were the
same used in the works of Zorzetto et al. (2015) and Maggi
et al, (2015). Briefly, an HP-5 capillary column, 30 m in
length, 0.25-pum internal diameter, 0.1-pm film thickness,
was used as stationary phase whereas helium (99.99%) was
the mobile phase with a flow rate of 1 mL/min. Oven was
thermostated as follows: 60 °C kept for 5 min, then increased
up to 220 °C at 4 °C/min, then raised up to 280 °C at
11 °C/min. Injector and detector temperatures were set to
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280 °C. The essential oils were diluted 1:100 in analytical
grade n-hexane (Sigma-Aldrich, Milan, Italy) and 2 pL
injected in split mode (ratio, 1:50). Total ion chromatograms
were obtained using the electron impact (EI) mode at 70 eV.
The identification followed the procedures already reported
by Benelli etal. (2017, 2018a) relying on the interactive com-
bination of temperature-programmed retention indices and
mass fragmentations with those stored in commercial libraries
(Adams, FFNSC2, NIST17 and Wiley275). Semi-quantitative
values were obtained from relative peak areas considering the
same response factor for all compounds.

Insect rearing

The insect pest species tested in this study, ie.,
C. quinquefasciatus larvae, M. domestica adults, and
S. littoralis larvae, were reared following the method recently
reported by Benelli et al. (2019b). All species were obtained
from established laboratory colonies (>20 generations) and
maintained at 25+ 1 °C, 70 £3% R.H., and 16:8 h (L:D).

Insecticidal activity against Culex quinquefasciatus

The insecticidal efficacy of A. campestris, P arabica, and
S. satureioides essential oils diluted in dimethyl sulfoxide
(DMSO) on C. quinquefasciatus 31d instar larvae was assessed
following WHO (1996) with minor changes by Pavela et al.
(2018a). Tested concentrations were 20, 40, 60, 80, 100, 120,
150, 200, 250, 300, 400, 500, and 800 mg L; each concen-
tration was replicated 4 times on groups of 25 larvae each. The
negative control was distilled water with the same amount of
DMSO used for dissolving the tested essential oil. The positive
control was pyrethrum extract (50%, Sigma-Aldrich,
Czech Republic) tested at 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, and
1.00 mg L. Larval mortality was recorded after 24 h,

Insecticidal activity against Musca domestica

Topical application trials were done to shed light on the acute
insecticidal activity of A. campestris, P. arabica, and
S. satureioides essential oils on M. domestica adult females
(3-6 days old). Following Benelli et al. (2019b), 1 pL of
acetone (Sigma-Aldrich, Germany) plus the essential oil at
the following concentrations, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450, and 500 pg adult™ (each concentra-
tion was tested on 4 groups of 20 flies each), was applied
using a microelectric applicator to the pronotum of houseflies
anesthetized with CO,. Acetone was the negative control. The
positive control was pyrethrum extract (50%, Sigma-Aldrich,
Czech Republic) tested at 2, 4, 6, 8 and 10 pg adult ', Then,
M. domestica flies were moved to a recovery box (10 x 10 x

12 cm, 26+ 1 °C 16:8 L:D) for 24 h, and mortality was re-
corded (Benelli et al. 2019b).

Insecticidal activity against Spodoptera littoralis

The toxicity of the A. campestris, P. arabica and
S. satureioides essential oils to 3rd instar larvae of
S. littoralis was evaluated through topical application of the
essential oils diluted in acetone. Following Benelli et al.
(2019b), the larvae were treated on the dorsum with 1 puL of
acetone containing 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180,
and 200 pg larvae ' of A. campestris, P. arabica, or
S. satureioides essential oil. Four replicates (n=20 larvae
per replicate) for each concentration were done. Acetone
was the negative control. The positive control was pyrethrum
extract (50%, Sigma-Aldrich, Czech Republic) tested at 4, 8,
12, 16, and 20 pg larvae . Larvae were moved to a recovery
box (10 % 10 x 7 cm, with thin holes to avoid fumigation ef-
fects, 26+ 1 °C, 70+3% R.H., and 16:8 L:D) for 24 h, then
mortality was noted (Benelli et al. 2019b).

Statistical analysis

In insecticidal assays, if control mortality < 20%, the observed
mortality rates were corrected using Abbott’s formula (Abbott
1925) and probit analysis was used to estimate the LDsqan)
(Clys) and chi-square for each tested product (Finney 1971).
For the calculation of LCsygq), five suitable concentrations
were always selected.

Results and discussion
Essential oil chemical compositions

The chemical compositions of the three essential oils are re-
ported in Table 1, where a total 0f94 components, accounting
for 88.7-99.7% of the total compositions, are listed. Overall,
the three essential oils displayed different chemical profiles, as
determined by GC-MS (Fig. 1).

The essential oil from A. campestris was characterized by
two main chemical classes, namely monoterpene hydrocar-
bons (58.2%) and sesquiterpene hydrocarbons (21.9%),
whereas oxygenated monoterpenes and sesquiterpenes gave
a minor contribution (2.2 and 6.3%, respectively). Among
monoterpenes, the major constituents were B-pinene
(15.2%), a-pinene (11.2%), myrcene (10.3%) and (Z)-B-
ocimene (8.1%), whereas germacrene D (9.0%) and y-
curcumene (6.4%) were the most representative compounds
of sesquiterpenes. Artemisia campestris is a polymorphic spe-
cies, including many subspecies and varieties (Dib and El
Alaoui-Faris 2019). Therefore, different essential oil
chemotypes have been reported in literature. Abidi et al.
(2018) studied an A. campestris population growing in
Tunisia and found B-pinene (36.4%) and 2-undecanone
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Table 1 Chemical compasition of the essential oils from three Algerian medicinal plants, Artemisia campestris, Pulicaria arabica, and Saccocalyx
saturejoides

No. Compenent' RP  RILtS  Artemisia campestris (%)  Pulicaria arabica (%) S b satwrejoides (%)°  ID®

1 Tricyclene 917 921 0.1£0.0 1,2
2 o=Thujene 921 924 0.1£0.0 0.7£0.1 1,2
3 oePinene 926 932 11218 22£0.5 123
4 Camphene 90 96 0.1£0.0 3807 12,3
5 Thuja-2 4(10)-diene M5 953 ™ 1,2
6 Sabinene 966 969 0.8£0.2 0.3£0.1 123
7 B-Pinene 968 974 15.2£29 0.3£0.1 123
8 3-Octanone 986 979 0.1£0.0 1,2
9 Myrcene 99 988 10.3£2.1 0.8£0.2 123
10 ocPhellandrene 1003 1002 Tr 123
11 ocTerpinene 1014 1014 0.1£0.0 0.5£0.1 123
12 pCymene 1022 1020 4308 11421 123
13 Limonene 1025 1024 4309 1.0£0.2 123
14 (2-p-Ocimene 1037 1032 8116 123
15 (BE)yB-Ocimene 1047 1044 1.9£3.9 123
16  y-Terpinene 1065 1054 1.2x0.3 3.1£0.6 123
17 cis-Sabinene hydrate 1064 1065 Tr 1,2
18 Terpinolene 1085 1086 0.2+£0.0 0.1£0.0 123
19  p-Cymenene 1087 1089 Tr 1,2
20  tans-Sabinene hydrate 1006 1098 Tr 1,2
21 Linakol 1101 1095 0.1£0.0 1.1 123
22 oeCampholenal 124 1122 0.1£0.0 Tr 1,2
23 allo-Ocimene 1129 1128 02 0.0 1,2
24  tans-Pinocarveol 1133 1135 0.5x0.1 Tr 123
25 Camphor 1139 1141 0.1£0.0 123
26  Pinocarvone 1158 1160  0.1x0.0 1,2
27  Borneol 1161 1165 Tr 17434 123
28  p-Mentha-1 5-dien-8-o0l 1165 1166 0.1£0.0 1,2
29  Terpinen-4-ol 173 1174 0.2£0.0 1.5£0.3 123
30 pCymen-8-0l 1184 1179 0.1£0.0 0.1£0.0 1,2
31 oeTerpineol 1187 1186 0.2+0.0 24648 123
32 Myrenal 1191 1195 0.2:£0.0 123
33 Mymenol 192 11%4 0.3£0.1 123
34 cis-Dihydro carvone 193 1191 0.220.0 1,2
35  pansCarveol 1217 1215 Tr 1,2
36 (32)-Hexenyl 3-methyl butanoate 1238 1232 Tr 1,2
37  Thymol 1295 1289 Tr 25.6%4.9 12,3
38  Carvacrol 1303 1298 Tr 21£04 123
39  (32)-Hexenyl tighte 126 1325 Tr 1,2
40  5-Elemene 1331 1335 0.1x0.0 1,2
41 oeCubebene 1344 1345 L 1,2
42 Thymol acetate 1354 1349 Tr 1,2
43 o-Copacne 1368 1374 0.4£0.1 0.1£00 1,2
44  B-Bowrbonene 1376 1387 0.1£0.0 1,2
45  (E)y-p-Damascenone 1380 1383 T 123
46  B-Cubcbene 1383 1387 T 1,2
47  o=Gurjunene 1400 1409 0200 0.1£0.0 1,2
48  (E)Caryophyllene 1409 1417 0.5+0.1 0.1£00 0.6£0.2 123
49  p-Copacne 1420 1430 Tr T 1,2
50  cis-Muurola-3,5-diene 1438 1448 0.1£00 1,2
51  trans-Muurola-3 S-diene 1442 1451 0.1£00 1,2
52 (D-p-Famesene 1439 1440 Tr 1,2
53  ccHunulene 1443 1452 Tr T 0.1£0.0 123
54  allo-Aromadendrene 1451 1458 T 0.1£0.0 123
55  cdis-Cadina-1(6),4-diene 1454 1461 0200 1,2
56  (E)y-p-Famesene 1456 1454 0.1£0.0 T 123
57  y-Muurolene 1470 1478 08+02 1,2
58  Germacrene D 1472 1484 9017 0100 1,2
59  trans-Cadina- I(6)4-diene 1475 1471 32207 1,2
60  y-Curcumene 1475 1481 64%13 1,2
61  arCurcumene 1479 1478 2405 1,2
62 trans-Muurola-4(14),5diene 1482 1493 05£0.1 1,2
63 Thymol ischutyrate 1434 1480 1603 1.2
64 5-Selinene 1484 1492 19+04 1,2
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No. Componenf* R RILtS  Artemisia campestris (%)  Pulicaria arabica (%)° Saccocalyx saturejoides (%) ID*
65  epi-Cubebol 1486 1493 0401 1,2
66  Bicyclogermacrene 1487 1500 2.1x0.4 0.2£0.0 1,2
67  ocZingiberene 1492 1492 0.1:0.0 1,2
68  oeMuurokne 1493 1500 0.1%0.0 34207 Tr 1,2
69  y-Cadinene 1506 1513  0.1:0.0 2605 0.120.0 1,2
70  B-Curcumene 1508 1514  0.1%0.0 1,2
71 8Cadinene 1517 1520 0.50.1 211+38 0.320.1 1,2
72 pans-Cadina- 1 4-diene 125 1533 0300 1,2
73 oCadinene 1530 1537 06+02 1,2
74  oeCalacorene 1535 1544 T 1,2
75 (E)yNerlidol 1562 1561  0.1%0.0 123
76  Germacrene D-<4-0l 1567 1574 B4+ 1T 1,2
77 Spathulenol 1567 1577 4509 0.3x0.1 1,2
78  Caryophyllene oxide 1571 1583  0.2%0.0 123
79  arTumerol 1576 1582  0.2x0.0 1,2
80  Salvial-4(14)-en-1-cne 1583 1594 0.1£0.0 1,2
81  Nery isovalerste 1585 1582 Tr 1,2
82 Ledol 191 1602 0.1£0.0 1,2
83 1,10-di~piCubenol 16005 1618 0200 1,2
84  Geranyl isovalerake 1609 1606 03x0.0 1,2
85  1-gpi-Cubenol 1619 1627 06%0.1 1,2
86  epi-o-Cadinol 1683 1638  0.1:0.0 239x42 0.120.0 1,2
87  epi-c-Muurobl 183 1640 0.1:0.0 0.1£0.0 1,2
88  o-Muurckl 189 1644 2505 1,2
89  B-Eudesmol 189 1649 09202 1,2
90  oCadinol 1646 1652 0.2£0.0 198£39 0.1£0.0 1,2
91  Shyobunol 1678 1688 0.3£0.0 1,2
92 Oplopanone 127 1739 i 1,2
93 Gyclocolorenone 145 1759 0.1+00 1,2
94  Fhytone 1844 1845 i 1,2

Total identified (%) 88.7 932 9.7

Chemical classes

Monoterpene hydrocarbons 582 244

Oxygenated monoterpenes 22 16 729

Sesquiterpene hydrocarbons 219 356 13

Oxygenated sesquiterpenes 6.3 560 0.9

Others 0.1 r 0.1

*Components are listed according to their elution from a HP-SMS column

® Linear retention index (RI) experimentally calculated using the Van den Dool and Kmatz formula (1963) using a mixture of n-alkanes (C3-Cay)

¢Literature RI taken from NIST 17 or ADAMS libraries
“Relative peak area percentage as mean of three measurements + SD

¢ Kentification: RI, comespondence of calculated value with those stored in NIST 17 or ADAMS libraries; MS, similarity of mass fragmentation with

those recorded in NIST 17, WILEY 275, FFNSC2, and ADAMS libraries; Std,

Italy)

T, traces, %< 0.1

with

ilable analytical

dard (Sigma-Aldrich, Milan,
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Fig. 1 TIC chromatograms of the three essential oils from Areemisia campestris (a), Pulicaria arabi.

(14.7%) as the major volatile constituents. Other Tunisian
populations of A. campestris were analyzed by Younsi et al.
(2017) who detected germacrene D (16.38%), B-pinene
(16.33%)and limonene (9.17%) as the main essential oil com-
pounds. Dib et al. (2017) investigated the essential oil compo-
sition of a population growing in Morocco finding spathulenol
(10.2%) as the main component. Judzentiene and Budiene
(2014) studied natural populations growing in Lithuania and
found germacrene D (9.8-31.2%) as the major volatile com-
pound in all the samples analyzed. Other noteworthy com-
pounds detected in these populations were x-pinene, f-pi-
nene, caryophyllene oxide, y-curcumene and p-selinene.
Boukhalkhal et al. (2018) identified a new chemotype contain-
ing the polyacetylene capillene in a population belonging to
the subsp. campestris growing in Algeria. On the other hand,
Houicher et al. (2016) reported a similar chemical profile for a
natural population growing in Algeria, with x-pinene
(18.7%), B-pinene (16.8%), B-myrcene (17.3%) and
germacrene D (10.3%) as the major essential oil constituents.

The essential oil from P. arabica was dominated by oxy-
genated sesquiterpenes (56.0%) and sesquiterpene hydrocar-
bons (35.6%), with epi-x-cadinol (23.9%), d-cadinene
(21.1%), x-cadinol (19.8%), and germacrene D-4-0l (8.4%)
as the most abundant compounds. The present work repre-
sents the second investigation about the chemical composition
of the P. arabica essential oil. Previously, Mossa et al. (1987)
investigated the essential chemical composition of natural
populations growing in Saudi Arabia finding sesquiterpene
hydrocarbons as the main volatile fraction. However, results
were not detailed since many compounds have not been iden-
tified. Therefore, a comparative evaluation between the two
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studies cannot be done. Within the genus Pulicaria,
P. undulata (L.) C.A.Mey was the subject of several investi-
gations for essential oil composition. For instance, Mustafa
et al. (2018) found carvacrol (46,5%), xanthoxylin (18.1%),
and carvotanacetone (8.7%) as the most abundant volatile
compounds in a population growing wild in Egypt.
Boumaraf et al. (2016) analyzed the essential oil of
P. undulata growing in Algeria reporting carvotanacetone
(14.8%), d-cadinene (8.2%), c-cadinol (4.7%), and thujanol
(4.7%) as the main constituents. Ravandeh et al. (2011) stud-
ied the essential oil composition of an Iranian population,
finding terpinen-4-ol (20.1%), cis-calamenene (13.37%),
junipene (8.66%), cis-sabinene hydrate (8.29%), and y-
terpinene (7.00%) as the main constituents. Thus, the
Pulicaria essential oils seem to be quite variable depending
on genetics and geographic factors (see also Znini etal, 2013).

The essential oil from S. samreioides was dominated by
oxygenated monoterpenes (72.9%) followed by monoterpene
hydrocarbons (24.4%), whereas the other groups gave scant
contributions. The major components were thymol (25.6%),
o-terpineol (24.6 %), borneol (17.4%) and p-cymene (11.4%).
Several research groups analyzed the essential oil chemical
profile of S. satureioides populations growing in Algeria.
Bendahou et al. (2008), Biondi et al. (2006) and Laouer
et al. (2006) found an essential oil chemical profile qualita-
tively similar to that detected by us, with bomeol (27.4%), oc-
terpineol (17.2%) and thymol (18.8%); c-terpineol (32.7%),
thymol (22.8%), bomeol (11.6%) and carvacrol (6.9%); and
o-terpineol (35.9%), thymol (15.6%) and bormeol (12.4%) as
the main constituents, respectively. Based on these studies, it
seems that the essential oil of S. samureioides growing in
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Algeria is characterized by the thymol/c-terpineol/bomeol
chemotype, with slight differences in percentages depending
on the harvesting times, plant processing and analytical con-
ditions adopted for analyses.

Insecticidal activity

The essential oils extracted from the A. campestris, P. arabica
and S. satureioides were toxic to the three insect species tested
in this study (Table 2). As a general trend, toxicity was signif-
icantly lower than that characterizing the positive control, py-
rethrum extract (Table 2). Conceming C. quinquefasciatus 3rd
instar larvae, the most effective essential oil was the
A campestris one, showing a LCsy value of 45.8 mg L_l,
significantly lower if compared to the LCsp values achieved
by the essential oils of S. satureioides and P. arabica, which
were 62.8 and 2303 mg L, respectively, with no overlap-
ping Clos. Both A campestris and S. satureioides had LCaq
values lower than 100 mg L™, i.e, 84.2 and 94.4 mg L™
indicating promising insecticidal activity (Table 2), which is
generally considered suitable for the development of botanical
larvicides (Pavela 2015).

The A. campestris essential oil was toxic also against
M. domestica adults, showing a LDsg value of99.8 pig adult .
However, this LDs, value did not significantly differ (with
overlapping Clos) from the LDsq estimated for S. satureioides

essential oil, which was 113.9 pg adult ™. On the other hand,
the LDsq calculated for the P arabica essential oil (193.3 pug
adult™!) was significantly higher if compared to the two
abovementioned ones. Overall, to suppress 90% of the house-
fly population with the most effective essential oil,
A. campestris, aLDgg 0f 258.7 g adult ' isneeded (Table 2).

The essential oil from A. campestris was scarcely toxic to
8. littoralis 3rd instar larvae, with an LDsg> 200 pg larva ',
while S. satureioides and P. arabica essential oils achieved
LDs, values of 61.2 and 68.9 pg larva ', respectively, with
overlapping Clgs. Their LDgg did not differ with each other,
being 150.2 and 1313 pg larva ', respectively, with overlap-
ping Clgs. All essential oils also showed significantly lower
efficacy if compared to the pyrethrum extract tested by us as
positive control (Table 2).

Although the efficacy of the essential oils we tested was av-
erage compared to some other essential oils (Palacios et al.
20094, b), it can be assumed that even sub-ethal doses can have
fatal outcomes, for example, against flies, as previously demon-
strated for the essential oils from Thymus vulgaris L. containing
thymeol as its major substance. Sub-lethal doses of thyme and
Carlina acaulis L. essential oils cansed a significant reduction
in the longevity and fecundity of M. domestica, thyme oil expo-
sure also led to lower weight ofthe pupae, high mortality during
metamorphosis and very low total F natality when the parental
females had been exposed (Pavela 2007; Pavela et al. 2020).

Table2 Insecticidal efficacy ofthe essential oils (EOs) from three Algerian medicinal plants, Artemisi pestris, Pulicaria arabicaand S b
saturejoides, on larvae of Culex quinguefasaatus and Spodoptera littoralis, and adults of Musca domestica
Insect species Unit LCs/LDsy #SE  Clos LCso/LDyo # SE  Clos X p-value
Artemisia campestris EO
Culex quinquefasciatus 3rd instar larva  mg L™ 458+ 1.8 465494 84258 75.9-82.9 6849 0.144ns
Musca domestica adult female pgadult™  99.8+5.6 895-1113  2587+31.2 2123-3408 1071 0898ns.
Spadoptera littoralis 3rd instar larva pglarva' > 200
Pubicaria arabica EO
Culex quinguefasciatus 3rd instar larva  mg L™ 230368 22862455 8413+876 7299-9539 4077 0.133ns
Musca domestica adult female pgadult™ 19332223 17452318 5234%175 4983-597.8 0801 067Ins
Spadoptera littoralis 3rd instar larva pglarva’  68.9+49 593-729 1313102 1258-1486 0678 0715ns.
Saccocalyx saturgoides EO
Culex quinguefasciatus 3rd instar larva  mg L° 62.8+1.9 592-66.9 M4x54 86.1-99.1 1882 0391ns.
Musca domestica adult female pgadult™ 1139261 102.6-1267 2604314 256.7-3258 1191 0.755ns.
Spodoptera littoralis 3rd instar larva pglarva™  61.2£9.2 489-823 1502+123 142241729 0225 0882ns.
Pasitive controk: pyrethrum extract
Culex quinguefasciatus 3 instar larva  mg L™ 00710001 0068073  0.095£0.003 0090-0.102 1889 0929ns.
Musca domestica adult female pgadult™  398£0.25 325-456 9.87£085 879-1156 2145 0845ns.
Spadaptera littoralis 3rd instar larva pglarva ' 583115 495-6.78 1518112 1235-17.12 1285 0529ns.

LC/LDsy= lethal concentration/lethal dose killng 50% of the exposed insect population
LC/LDgy= lethal concentration/lethal dose killing 90% of the exposed insect population

Clgs = 95% confidence interval
ns. = not significant (df =4, p>0.05)
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This phenomenon has also been observed for other insect
species, where it has been found that application of sub-lethal
doses or concentrations may have a significant negative effect
on larval development and on reproductive parameters in
adults (Pavela 2013; Benelli et al. 2018b). However, we are
aware that further experiments will be needed to confim this
hypothesis.

Overall, the A. campestris essential oil appeared to be the
most active on the lymphatic filariasis vector,
C. quinquefasciatus. The chemical analysis of its essential
oil put in evidence a pool of major constituents, namely -
pinene (15.2%), x-pinene (11.2%), myrcene (10.3%),
germacrene D (9.0%), (Z)-B-ocimene (8.1%) and y-
curcumene (6.4%). The larvicidal effect can therefore be the
result of the complex interaction between these compounds.
The two pinene isomers (- and f-) are endowed with larvi-
cidal effects against several mosquito larvae (Govindarajan
et al. 2016). For instance, -pinene showed a LCs, values of
15.4 and 47-49 ppm on Aedes aegypti L. and C. pipiens,
respectively; B-pinene displayed LCsq values of 12.1, 23.2,
and 32.2 ppm on Ae. aegypti, Anopheles stephensi Liston, and
C. quinquefasciatus, respectively; germacrene D was toxic to
An. anthropophagus larvae with LCsy of 49.8 ppm; (2)-B-
ocimene was toxic to An. stephensi, Ae. aegypti, and
C. quinquefasciatus larvae showing LCsq of 41.9, 46.3 and
50.6 ppm, respectively (Maggi and Benelli 2018). In particu-
lar, the presence of exocyclic double bonds in some of their
structures may contribute to inducing toxicity in insects
(Benelli etal. 2017). Taken together, these mixtures may also
have a multi-target action, interacting with GABA, AChE and
octopaminergic systems (Jankowska et al. 2017, 2019).

On the other hand, S. satureioides and P. arabica essential
oils achieved noteworthy toxicity on S. littoralis. The two
essential oils were characterized by thymol (25.6%), o-
terpineol (24.6%), borneol (17.4%) and p-cymene (11.4%),
and epi-o-cadinol (23.9%), 8-cadinene (21.1%), a-cadinol
(19.8%), and germacrene D-4-ol (8.4%), respectively. The
toxicity of thymol-rich essential oil from S. samreioides and
thymol itself in S. fittoralis has been reported in several papers
(Pavela 2010; Pavela et al. 2019c). One of the main mecha-
nisms of action of thymol is through modulation of GABAA
receptors (Priestley et al. 2003). It has also been reported that
the effect of thymol may be enhanced by the presence of p-
cymene ( Burt 2004). However, it is surprising that this kind of
oil did not produce relevant toxicity on C. quinquefasciatus
and M. domestica, as previously seen for other oils with sim-
ilar chemical profile or for the pure compound itself (Benelli
etal. 2017; Pavela et al. 201 8b). Thus, we can assume that the
other constituents may antagonize the mosquitocidal effects of
thymol. Conceming the oxygenated sesquiterpenes, the main
essential oil constituents in P. arabica, no reports on their
insecticidal effects have been previously provided.

Q) springer

The essential oils tested in this study were extracted from
plants growing in arid areas. Therefore, they may have a rel-
evant potential as novel crops in climatically dry areas in the
future. Saccocalyx satureioides, which had a high yield of
essential oil (2.8%), appears to be particularly promising as
source of novel green insecticides. Further research on this
plant should focus on new technologies to boost its effective-
ness and stability in the field (Pavoni et al. 2019), as well
as the possibility of increasing the yield of essential oils,
which has proved to be very important for the cultivation of
aromatic plants (Pavela et al. 2016, 2018c).

Condusions

The exploration ofthe Algerian flora in the search of bioactive
plant-borne essential oils led us to identify A. campestris as a
potential ingredient for botanical insecticides. From a real-
world point of view, the most interesting use of the
A. campestris essential oil is as mosquito larvicide, as the
LCsq fits the criteria by Pavela (2015), being below
100 mg L. Future research efforts are needed about evaluat-
ing the synergistic and antagonistic blends of the
A. campestris essential oil in selected blends of botanical in-
secticides for biocontrol purposes (Benelli et al. 2017),as well
as to shed light on the possible modes of action of this essen-
tial oil (Jankowska et al. 2017) and to boost its stability and
bioactivity through nanoemulsion and nanoencapsulation
techniques or the employ of green coated nanoparticles
(Benelli et al. 2018c; Pavela et al. 2019b).
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Abstract: This article aims to overview the traditional uses, chemical compositions and
biological activities of essential oils and extracts of Pulicaria arabica which is considered
a traditional medicinal plant in the treatment of various diseases.The P. arabica is used in
the treatment of several diseases such as antidiarrheal, anti schistosomiasis, digestive
disorders, ulcers, anti-tobacco and skin diseases. Several different biological properties
have been reported such as antimicrobial, antioxidant, analgesic, antipyretic, anti-
inflammatory, insecticidal, hepatoprotective and nephritic effects. The chemical
investigation of the P. arabica (aerial parts, leaves, stems and flowers) showed some
qualitative and quantitative differences in the chemical composition, for example the major
compounds for essential oils (Thymol, y-Cadinene, a-Cadinol and epi-a-Cadinol),
flavonoids and Caryophyllene derivatives.

Keywords: Asteraceae, Pulicaria arabica (L.) Cass., Ethnomedecine, Chemical
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composition, Bioactivities.

1. Introduction

Pulicaria arabica (L.) Cass. (Asteraceae,
Inuleae) its basionym are Inula arabica L. This
species its native range is South and East
Mediterranean basin to Pakistan and Arabian
Peninsula (Fig.1a) [1]. There are 12 species of
Pulicaria that grow naturally in Algeria [2,3],
among them P. arabica is a grass that shelters
wet places and marshes. The plant is traditionally
used in Algeria, Egypt, Saudi Arabia and other
countries [4-6].

The phytochemical study of the essential oil
of P. arabica showed a significant chemical
variation in different countries such as Egypt [7-
10], Saudi Arabia [11-13], Algeria [4,14].

Some publications reported bioactivities of P.
arabica as antibacterial [4,15-17], antioxidant
[4,16], antiviral [18], analgesic, antipyritic and
anti-inflammatory in hepatic and nephretic [19]
and insecticidal [14].

This article aims to give the relevant literature
of the medicinal uses, chemical compositions,
and biological activities of P. arabica growing in
Algeria comparing with other countries.

2. Taxonomic tree of Pulicaria arabica (L.)
Cass.

Kingdom : Plantae

Subkingdom  : Tracheobionta

Order : Asterales

Division : Magnoliophyta

Family : Asteraceae

Class : Magnoliopsida

Subclass : Asteridae

Genus : Pulicaria Gaertn.

Species : Pulicaria arabica (L.) Cass.

3. Vernacular names of Pulicaria arabica (L.)
Cass.

Arabic : Rara ejub, abu- ain-safra, deithouth,

hatassa, arba'a Aiuyib.

English: Ladies' false fleabane

French: Pulicaire d'Arabie

Spanish : Arrudena, coniza, yerba de las pulgas,
yerba pulguera

Portugal : Herba piolheira, tagueda.

4. Botanical description
Perennial plant with yellow flowers (Fig.1b)

[1], erect 10-60 cm, with erect branches.
Dichotomous, paniculate inflorescence. Capitula
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heterogamous, multiflorous, long stalked, large
or fairly large, 10-20 mm in diameter, with
spreading ligules, fairly long, amply exceeding
the involucre and flowers of the disk the tubular
and hermaphroditic. Receptacle flat, bare, with
alveolate spines. Involucre (bracts on a few rows,
generally narrow, the outer ones are short or
foliaceous) densely hairy, hispid achenes with
fairly long double pappus, the outer one is short,
free, cupuliform, made up of flakes more or less

horny at the base, free or more or less fused with
the inner, the inner is composed of long, scabrous
bristles. Leaves are linear, oblong lanceolate,
entire, slightly or subdentate, not embarrassing,
nor rolled up, tuberculous, rough, hairy or not

[2].

v

(a)

=/ : Native

=) :Introduced

Fig.1: Distribution in the world ’ [1] and specimen harvested in Algeria ®

)

of P. arabica (L.) Cass.

5. Traditional uses

Pulicaria species are used in the treatment of
several diseases such as hypoglycemia, fever,
spasmodic diseases, cancers, microbial and

inflammation [20,21]. However, the P. arabica
(L.) Cass. is used in folk medicine in the form of
various remedies (Table 1).

Table 1: Traditional uses of P. arabica (L.) Cass.

Traditional uses References

- antidiarrheal agent and antischistosomiasis [6]

- treatment of painful swellings and boils [4]

- treatment of digestive disorders [5,12]

- treatment of ulcers [22]

- anti-tobacco [18]

- use as lotion for curing skin diseases [23]

- the powder of the plant is used as an sneeze, by nasal intake, in the [24]
treatment of certain Oto-Rhino-Laryngology diseases and headaches

6. Phytochemical investigation

The analysis of chemical components
identified in Pulicaria genus essential oils shows
that the oil consists of several groups of

components, which are monoterpenes
hydrocarbons, oxygenated monoterpenes,
sesquiterpene hydrocarbons, oxygenated
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sesquiterpenes, aldehydes, and ketones [21]. In
addition, Table 1 summarizes the previous
investigations of authors on the phytochemical
studies from P. arabica that characterize the
presence of volatile oil [4,11,14,25], flavonoids
[7,10,12], and caryophyllene derivatives [8]. The
comparison of the chemical composition of the
essential oil of P. arabica (aerial parts, leaves,

stems and flowers) shows some qualitative and
quantitative differences in the composition of the
oil from Saudian, Tunisian and Algerian of the
plant studied [4,11,14,25]. Other research on the
P. arabica species has reported the isolation of
certain flavonoids compounds and caryophyllene
derivatives (Table 1).

Table 2: Major chemical components of P. arabica

Parts / Major components
Country A) Essential oils References
Aerial parts
m Bicyclo(4.4.0) dec-1-ene2-Isopropyl-5-methyl-9-methylene (17.2%)
m 1H-indene.1-ethylideneoctahydro (13.2%) [4]
m A-Cadinene (13.0%)
m o-Muurolene (5.9%)
Algeria | m B-Ocimene (5.8%)
Aerial parts
m ¢pi-o-Cadinol (23.9%)
m 5-Cadinene (21.1%) [14]
m o-Cadinol (19.8%)
m Germacrene D-4-ol (8.4%)
Aerial parts
3 m B-Selinen-2a-ol (3.4%)
Saudi
Afibia m B-Cedrene (2.5%) . [11]
m Carbonyl compounds and acids (2%)
m (Z)-Jasmone
Stems
m Thymol (15.2%)
m cis-Calamenene (9.1%)
m Carbonyl compounds and acids (7.5%)
m o-¢pi-Cadinol (6.6%)
Flowers
Tunisia | m y-Cadinene (11.7%) [25]
m cis-Calamenene (9.5%)
m o-Cadinol (8.6%)
Leaves
m o-Cadinol (10.3%),
m o-¢pi-Cadinol (8%)
m cis-Calamenene (7.9%)
B) Flavonoids
Saudi Aerial parts [12]
Arabia | m Quercetagetin-3,6,7-trimethyl ether &
Leaves and flowers
m Quercetagetin-3,7-dimethyl ether
m Quercetagetin-3,5,7-trimethyl ether 7]
m Quercetagetin-3,5,7,3-tetramethyl ether
m Quercetin 3-glucoside
Egypt m 3-glucuronide
Aerial parts
m Quercetagetin-3,5,6,7,4° [10]
m 3,5,6,7,3"-pentamethyl ethers
m Quercetagetin-3’ 4’-dimethyl ether
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Table 2: Major chemical components of P. arabica (Continued)

Parts / Major components
C) Caryophyllene derivatives

Aerial parts
m 12-Hydroxy-5p-methoxy-6(14)-dehydro-5,6-dihydrocaryophyllen-7-
one
m 12-Acetoxy-5B-methoxy-6(14)-dehydro-5,6-dihydrocaryophyllen-7-
one
m 12-Acetoxy-5o-methoxy-6(14)-dehydro-5,6-dihydrocaryophyllen-7-
one
m 50.,12-dihydroxy-5,6-dihydrocaryophyllen-7-one
m 12-Acetoxy-7a,14-dihydroxy-5E-caryophyllene
m 12-Acetoxy-14-methoxy-5E-caryophyllen-7-one
m Bis-[SZ-7-oxo-caryophyllene]-14-O-ether

Country References

Egypt (8]

7. Biological activities

In the literature, various biological activities
have been reported on the genus Pulicaria. Most
studies have been reported on antimicrobial
[4,17,26-30], and antioxidant [4,27-32]. In
addition, Pulicaria species have other activities
such, analgesic, antipyretic, anti-inflammatory,
hepatoprotective and nephritic effects [19],
antihistaminic  [33], anticancer [30,34-37],
leishmanicidal [38,39] and insecticidal [14,40].

Few works have been cited on biological
activities, either on essential oils or extracts of P.
arabica. In summary, the ethanolic extract of P.
arabica induces potent analgesic, antipyretic and
anti-inflammatory with significant hepatic and
nephritic protective actions. In addition, the
disturbance of liver and kidney function
parameters induced by CCl; intoxication was
recovered by P. arabica extract [19].

8. Conclusion

Pulicaria arabica (L.) Cass. is an important
medicinal plant utilized for the treatment of
different diseases. The literature revealed that the
phytoconstituents and biological activities are
available in the Pulicaria genus. The species P.
arabica remains the least studied species in terms
of biological activities compared to other species
of the genus; this article has summarized the few
works cited in the literature, and our objective is to
encourage researchers to value as an example the
biological activities such as those of insecticidal,
anti-inflammatory, anticancer and leishmanicidal
of the species P. arabica.
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