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Lexique

Allopathie : est un concept utilisé par les tenants des médecines non-conventionnelles pour

désigner la médecine conventionnelle fondée sur les faits.

Anticarcinogene : est une substance qui neutralise les effets d’un agent cancerigene ou inhibe

le développement du cancer.

Anticholinestérase : est un inhibiteur d’un enzyme cholinestérase responsable de la

dégradation de 1’acétylcholine.

Antipyrétique : est un principe actif utilisé pour lutter contre les états fiévreux et certain

syndromes inflammatoire aigus.

Antiseptique : est un désinfectant a usage corporel ; ¢’est une substance qui tue ou prévient la

croissance des micro-organismes sur une surface externe du corps.
Apoptose : correspond a un suicide cellulaire ou mort cellulaire programmée.

Athérosclérose : est une maladie dans laquelle les artéres de gros et moyen calibre sont plus
ou moins obstruées par des plaques qui contiennent du cholestérol, des lipides, et des débris.

Diététique : est 1’étude de I’hygic¢ne et des régimes alimentaires fondée sur 1’étude de la

valeur nutritive des aliments.

Eucaryote : est un organisme vivant constitué de cellules possédant des compartiments, en

particulier un noyau.
Muréine : est un type de peptidoglycane entre dans la constitution de la paroi des eubactéries.

Paludisme : ou la malaria; est une maladie infectieuse due a un parasite du genre
Plasmodium, propagée par la piqure de certaines especes de moustiques, infeste les globules

rouges.

Peroxyde : est un composé chimigque contenant un groupe fonctionnel de formule générale R-
O-O-R’.

Phylogenétique : une classification phylogénétique suppose que 1’on regroupe les étre

vivants en fonction de leurs liens de parenté.

Polyphénols : constitue une famille de molécules organiques présente dans le regne vegétal.



Psoriasis : est une maladie inflammatoire affectant la peau et d’autres organes.
Spermatophyte : est une plante se reproduisant par I’intermédiaire de fleurs et de graines.

Tyrosinase : est une oxydase qui est I’enzyme limitant la vitesse pour contréler la production

de mélanine.

Vermifuge : un remeéde ou traitement médicamenteux qui tue les vers intestinaux.
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INTRODUCTION

Introduction

Depuis I’antiquité, 1’homme utilise les plantes comme une source principale de
nourriture, puis comme médicaments et remédes afin de traiter différentes maladies.
Aujourd’hui, une majorité de la population mondiale et particuliérement dans les pays en voie
de développement se soigne avec des remedes traditionnelles a base de plantes (GUEYE,
2007)

L’histoire des plantes aromatiques etmédicinales est associée a I’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces
plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans I’industrie
cosmétique et pharmaceutique, ainsi que pour la production alimentaire (BOUZOUITA,
2005).

Malgre les efforts des chimistes dans la synthese de nouvelles molécules, plus de 25 %
des médicaments prescrits dans les pays développés dérivent directement ou indirectement
des plantes (NEWMAN et al., 2000).

En Algérie, comme dans tous les pays du Maghreb, le recours a la médecine
traditionnelle est largement répandu.La flore Algérienne est caractérisée par sa diversité
Méditerranéenne, Saharienne et Paléo-Tropicale, estimée a plus de 3000 especes appartenant
a plusieurs familles botaniques, dont 15 % d’espéces sont endémiques (OZENDA, 1977). Ce

qui a donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable.

Dans le cadre de la valorisation de la flore du Médéa, la présente étude est une
contribution aux études chimiques et biologiques de la plante Inula viscosa(L.)qui appartient a
la famille des Astéracées. C’est une espéce trés répandue dans le bassin méditerranéen et

largement utilisée en médecine traditionnelle dans le traitement des différentes maladies.

La crise sanitaire mondiale qui a été causée par le Covid-19, était un obstacle devant la
réalisation de la partie pratique de ce mémoire de Master, pour ce fait, notre travail ne

renferme que deux parties :



Introduction

Une synthese bibliographiquecomportant les études ethnopharmacologiques, botaniques
et I’exploitation des travaux antérieurs qui nous ont permis de choisir la plantelnula

viscosa(L.) objet de la présente recherche.

Au cours de la deuxiéme partie, nous avons précisé le matériel et les méthodes que nous
avons utilisés pour la réalisation de nos études chimiques et qui ont été prévus pour nos études

biologiques,antibactériennes et antioxydantes,de 1’espéce objet de cette recherche.
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I.LES PLANTES EN MEDECINE
1.1. Plantes médicinales

Depuis longtemps, les plantes réputées medicinales avaient un réle important dans la
médecine traditionnelle. Elles sont une source naturelle et moins couteuse de la thérapie, soit

sous forme de préparation traditionnelle ou sous forme de principe actif.

Les plantes médicinalessont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée
Européenne dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses, utilisées pour

prévenir, soigner ou soulager divers maux.

En d’autres termes nous pouvons dire qu'une plante médicinale est une plante dont 1I’'un
de ses organes possede des vertus curatives lorsqu’ il est utilisé a un certaine dosage et d’une

maniere precise.

Elles sont connues pour produire certaines molécules bioactives qui possedent
différentes  propriétés cosmétiques, diététiques, pharmaceutiques, agro-alimentaires
ouindustrielles (EL OUARIACI et al., 2014).

1.2. Métabolites des plantes

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de ’homme et le maintien de
I’équilibre de 1’écosystéme. Elles renferment une part importante de composés qui
interviennent dans I’ensemble des réactions enzymatiques et biochimiques ayant lieu

dans I’organisme.

Les métabolites sont les molécules issues du métabolisme des végétaux, nous
distinguons deux classes de métabolites : métabolites primaires et métabolites secondaires
(HARTMANN, 2007).

1.2.1. Les métabolites primaires

Les métabolites primaires sont nécessaires et vitaux a la survie de la cellule ou de
I’organisme (DIALLO, 2000).

Nous pouvons citer :

> Les glucides : source d’énergie surtout au niveau des parois cellulaires (cellulose)
> Les lipides : source d’énergiedans les membranes cellulaires

» Les amino-acides : source primaire de synthése des protéines
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1.2.2. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés chimiques synthétisés par les plantes. 1ls
assurent des fonctions non essentielles et jouent un rdle de défense contre les agressions
extérieures. lls constituent un groupe de produits naturels qui sont de plus en plus exploités
pour leurs diverses propriétésantioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires,

anticarcinogénes oumutagenes (EPIFANO et al., 2007).

Les produits du métabolisme secondaire sont émis en trés faible quantité, ils sont d’une
grande variété structurale (plus de 200000 structures définies) (HARTMAN, 2007). Ces
composés marquent de maniére originale, un genre, une famille ou une espéce de
plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique. Ce sont des composés trés

hétérogenes tant par leur composition que par leur structure.

IIs sont présents dans toutes les parties de plantes, mais ils sont distribués différemment
selon leurs réles. Cette distribution varie d'une plante a I'autre. Parmi les principales familles
de métabolites secondaires trouvées chez les plantes on distingue : les flavonoides, les tanins,

les coumarines, les alcaloides, les terpenes, les huiles essentielles et les saponines,

1.2.2.1. Les flavonoides

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols(SEYOUM et al., 2006). lls sont considérés comme des
pigments quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des
fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Ils possedent de nombreuses vertus
thérapeutiques(LESERF et RAGOT, 2012).

Ils ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont
arrangés a une configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane (Figure 1) (YAO et
al., 2004).

OH

Figure 1: Structure de base des flavonoides (@)

A 1’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides

(GHASTEM etal., 2001). Structuralement, les flavonoides se répartissent en une quinzaine
4
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de familles de composés, dont nous pouvons citerles flavonols (kaempférol), les anthocyanes

(cyanidine), les flavanols (catéchine) et les flavanones (naringénine)(Figure 2 (A, B, C et D)).

5[

@)

X
(I

B. Anthocyane

A. Flavonol

O OH O

C. Flavanol D. Flavanone

Figure 2 (A, B, C et D): Les structures de quelques classes de
flavonoides(@2, @°,@*,@°)
1.2.2.2. Les tanins
Les tanins sont des polyphénols polaires (KECHKA, 2008), hydrosolubles ayant
unpoids moléculaire compris entre 500 et 3000 Da(KAMARA et al., 2006). Ils peuvent
exister dans divers organes : ecorce, feuilles, fruits, racines et graines (KHANBABAE et
REE, 2001).

Ils sont utilisés pour tanner les peaux (PARIS et HURRABIELLE, 1998)et pour
stopper les hémorragies et lutter contre les infections (SMYTHIES, 1998) a c6té de plusieurs

autresactivités biologiques(CHUNG et al., 2010).
Les tanins sont divisés en 2 groupes (BRUNETON, 1997) :

» Les tanins hydrolysables : constitués par unemolécule glucidique sur laquelle est
fixée I’acide gallique ou I’un de ses dérivés (acide ellagique, acide m-digallique).

» Les tanins condensés ou proanthocyanidols : résultant de la polymeérisation de
molécules de flavanes (flavane ol-3, flavane ol-4, flavane diol-3,4). lls sont désignés

aussi sous le nom de tanins « catéchiques ».
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Figure 3 : Structure de base des tanins(@°)

1.2.2.3.Les coumarines

Les coumarines de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales et
possedent des propriétés tres diverses. Elles sont capables de prévenir la peroxydation
des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxyles. Les conditions structurales requises pour I’activité antiperoxydante des

coumarines sont similaires a celles signalées pour les flavonoides (MADHAVID et al,1996).

Figure 4 : Structure de base des coumarines (@)

1.2.2.4. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques hétérocycliques, azotées de faibles
poidsmoléculaires et a propriétés basiques ou amers. Bien que beaucoup d'entre eux sont
toxiques(strychnine ou aconitine)(DELLILE, 2007), certains sont employés dans la

médecine pour leurs propriétés analgésiques (morphine, codéine).

Comme un grand nombre de produits naturels, la quasi-totalité des noms communs
d’alcaloides portent une terminaison en «-ine», telles que la nicotine, la caféine, 1’atropine,

I’ibogaine ou la morphine (PARIS et HURABIELLE, 1981).

CH3
|

N O
ak
N
N CH;
cHY 5

Figure 5:Structurede base des alcaloides (@°%)
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1.2.2.5. Les terpenes

Les terpénes (= Terpénoides) sont des hydrocarbures naturels, de structure
cyclique ou de chaine ouverte, leur formule brute est (C5HX) n avec une ou plusieurs
fonctions chimique (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone). lls sont subdivisés selon le
nombre d’entités isoprénes CsHg(CHARPENTIER etal., 2008).

Dans les huiles essentielles, seuls seront rencontres les terpénes les plus volatils. C'est a

dire, ceux dont la masse moléculaire n'est pas trop élevée, on peut distinguer :

» n=2:les monoterpénes (C10)

» n=3: les sesquiterpénes (C15)

» n=4:les diterpenes (C20)

» n=5:les sesterpenes (C25)

» n=6: les triterpenes (C30)

» n=9: les tétraterpenes (C40)(BRUNETON, 1999)

Parmi les terpénes les plus importants on trouve: l'a-pinéne, le B-pinéne, le 5-3-

caréne, le limonéne, le caroténe...

On appelle un terpéne contenant de I’oxygene un terpénoide. Les terpénoides ont été
trouvés pour étre utile dans la prévention et le traitement de plusieurs maladies comme
le cancer, ils ont des propriétés antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitaires, antiviraux,
anti-allergénique, antispasmodique, anti-hyperglycémique, antiinflammatoires et
immunomodulatrices (SHAH et al., 2009). En autre, les terpenes peuvent étre utilisés
comme substances insecticides et protectrices dans le stockage des produits agricoles
(THEIS et LERDAU, 2003), et aussi dans le secteur de la nutrition humaine (saveur,
conservateur) et I'industrie de parfum (UPTON, 2006).

1.2.2.6. Les huiles essentielles

1.2.2.6.1. Définition
Les huiles essentielles sont synthétisées par des plantes aromatiques, elles sont

des mélanges naturels complexes des métabolites secondaires volatiles (KALEMBA,
2003), sous forme liquide, incolores ou jaune pale, odorantes et non
grasses,(CHARPENTIER et al., 2008).

1.2.2.6.2. Répartition et localisation
Les huiles essentielles n’existent que chez les végétaux supéricurs (BRUNETON,

1999), elles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : les fleurs, les feuilles, les
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écorces, les bois, les racines, les rhizomes, les fruits et les graines (SANGWAN et al.,

2001).

1.2.2.6.3.Composition chimique des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de

300 composes différentes. Ces composes sont des molécules volatiles appartiennent
principalement a deux grandes familles de composées chimiques : les composes terpénique et
les composés aromatique (SELL, 2006).

1.2.2.7. Les saponines

Mots latin «sapony», 1’herbe a savon (ALLION A, 2004), Ils produisent de la mousse
quand on les plonge dans L’eau. Ils sont des métabolites secondaires hétérosidiques présents
dans de nombreuses plantes médicinales. Les saponines existent sous deux formes, les
stéroides et les triterpénoides. lls jouent un réle dedéfense du végétale contre les pathogénes
microbiens. De plus, ils sont de puissants hémolysants, ils possedent également des propriétés

édulcorantes, largement utilisées dans 1’industrie agro -alimentaire (BRUNETON, 1999).

1.3. Phytothérapie
Le mot "phytothérapie™ se compose étymologiquement de deux racines grecques :

phuton et therapia qui signifient respectivement "plante” et "traitement”.

Aussi,La Phytothérapie peut se définir comme étant une discipline allopathique
destinée a prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques
au moyen de plantes, de parties de plantes ou de préparations a base de plantes,

qu’elles soient consommées ou utilisées en voie externe(WICHTL et al., 2003).

On distingue deux types de phytothérapies :

1.3.1. La phytothérapie traditionnelle

C'est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter les symptomes d’une
affection. Ses origines peuvent étre trés anciennes et elle se base sur l'utilisation de plantes
selon les vertus decouvertes empiriquement. Elle concerne notamment les pathologies
saisonnieres depuis les troubles psychosomatiques 1légers jusqu’aux symptomes
hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou dermatologiques (CHABRIER,
2010).

1.3.2. La phytothérapie clinique
La phytothérapie clinique n'est pas une médecine par les plantes. C'est une application

thérapeutique qui repose sur une approche globale de I'hnomme. C'est une médecine de
8
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terraindans laquelle lemalade passe avant la maladie. Une approche globale du patient et

de son environnement est nécessaire pour déterminer le traitement, ainsi qu'un examen
clinique complet (MOREAU, 2003).

Il. ETUDE BOTANIQUE

I1.1. Description botanique et géographique de la famille des composées

La famille des composées (Astéracées) est I’'une des plus grandes familles du régne
vegetal. Elle comprend plus de 13 tribus, 1000 genres et 23000 espéces (GAUSSEN et
LEROY, 1982). En Algérie, il existe 109 genres et 408 espéces (QUEZEL et
SANANTA ,1963).

Les composées sont des herbes, des arbustes ou des sous-arbrisseaux, vivaces ou non,
parfois des épiphytes ou herbes de plantes aquatiques. Nous trouvons généralement les
différentes espéces de cette famille dans les régions tempérées et froides du globe (PARIS et
MOYSE, 1971).

11.2. Le genre Inula

Le genrelnula comprend environ 100 especes (ALI et al., 1992). Ce sont des plantes
herbacées vivaces, a feuilles alternes. Capitules jaunes, contenant a la fois des fleurs
tubuleuses et des fleurs ligulées, bractées en plusieurs séries. Fleures périphériques pastillées,
a ligules tridentées. Anthéres sagittées a la base.

11.3. Inula viscosa(L.)

11.3.1. Etymologie de I’espéce Inula viscosa (L.)

L’inule visqueuse est 1’un des rares représentants du genre Inula (CHIARLO, 1968) :

- Inula: viendrait du grec: Inéo qui signifié je purge (Allusion a une propriété
thérapeutique de la plante) (FAURON et al., 1983).

- Viscosa : veut dire visqueuse (FOURNIER, 1947).
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11.3.2. Autres appellations

Nom scientifique | Inula viscosa (L.)

El tibek, el tyoun, el rassen el dabik, Amagramane,magramane ou
Nom arabe Mersit (QUEZEL et SANTA, 1963)
Nom francais Inule visqueuse, Aunée visqueuse

Rock Flea-bane(HALIMI, 1997) ou Woody Fleabane (BRULLO et
Nom anglais DE MARCO, 2000)

Trehla (ZEGGWAGH et al.,, 2006) ou Bageraman (CHAHMI,
Au Maroc

2015)
En Espagne Jolivarda, joliverda, xoliverda, oliverda(FRESQUET et al., 1993)

11.3.3. Description botanique
Inula viscosa(L.)appelée aussi Dittrichia viscosa rattachée au genre Dittrichia, car elle

posséde des poils glanduleux sur I’ovaire, ce qui la caractérise des autres espéces du genre
Inula(CICARELLI et al., 2007).

Cette plante est tres mellifere (FRANCO etal., 2008 ; WARLOP, 2006). C’est un
arbuste vivace (QUEZEL et SANTA, 1963; BEZANGER et al., 1986), atteint de
50cm a 1m de hauteur (QUEZEL et SANTA, 1963), quifleurit de la fin de I'été a
l'automne(FOURNIER, 1947 ; AIT YOUCEF, 2006 ; WARLOP et al., 2009), sa
croissance est rapide. La plante couverte de poils glanduleux qui libérent une résine
odoriférante et collante (REEB, 2010).

11.3.4. Organographie
11.3.4.1. Partie aérienne

< Feuilles :entieres ou dentées, sinuées, insérées directement sur la tige pour les
caulinaires. La base du limbe des feuilles de la tige semble ’entourer partiellement.

Leur marge est lisse avec un sommet aigu.

¢ Tiges :assez ramifiées et pourvues d’un feuillage dense. Avec I’age, elles deviennent

ligneuses et fonceées a la base.

¢ Fleurs :rayonnantes, regroupées en capitules d’environ 10-20 mm de diametre,
entourées par un involucre de bractées, qui peuvent étre en partie membraneuses et

ciliées. Chez Inula viscosa(L.)la floraison commence a partir du mois de Septembre.

10
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Les inflorescences sont de longues grappes et présente de nombreux capitules a fleurs

jaunes au sommet de la tige. L ovaire se trouve sous les pieces florales.
Les capitules sont groupés eux-mémes pannicules assez dense : ils sont portés
par des ramifications nombreuses de la tige principale, I’ensemble ayant une forme

grossiéerement pyramidale (BAYDAR, 1998).

¢ Fruits :sont des akénes (fruits secs) velus de un a 2 mm de long, un peu ovoides, sont
surmontés par une petite aigrette jaunatre de soies denticulées. (Baydar, 1998). Ils sont
rassemblés sur le réceptacle du capitule (QUEZEL et SANTA, 1963).

Figure 6 (a-d) : Eléments de la partie aérienne de la plante Inula viscosa (L.)Feuilles (a)
(photo originale), fleurs (b) (@°), tige (c) (photo originale)et fruits (d) (@'°)

11.3.4.2. Partie souterraine
L’inule visqueuse est une plante a racine pivotante, ligneuse a sa base toute glanduleuse

visqueuse, pouvant atteindre 30 cm de long.

11.3.5. Classification botanique
La systématique d’Inula viscosa(L.)est présentée dans le tableau 1 (FOURNIER,
1947) :

11
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Tableau 1 : Taxonomie de la plante Inula viscosa(L.)

Régne Végétal

Embranchement Spermaphytes

Sous-Embranchement Angiospermes

Classe Eudicots

Sous Classe Astéridees

Ordre Astérales

Famille Astéracées

Genre Inula

Espéce Inula viscosa(L.)

Nom vernaculaire Magramane ou mersitt
(ZEGUERROU et al,
2013)

11.3.6. Distribution géographique de I’Inula viscosa(L.)

1- Dans le monde :

Elle est commune dans les pays de Maghreb: Algérie, Maroc, Tunisie et
Egypte(REEB,2010). Elle est présente dans certains pays d’Europe comme 1I’Espagne, la
France et I’Italie (AL-DISSI et al., 2001). Elle se trouve aussi dans les pays d’Asie tels que la

Chine, la Turquie, le Japon, La Corée.

12
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Algérie /- %"  Chine Japon

Tunisie S : ﬂ}}
- - F 4

Egypte

magere 80040 Terraletrica MASA . Condbons utination
Figure 7 : Répartition géographique de I’Inula viscosa(L.)dans le monde

2- En Algérie :

Inula viscosa(L.)est largement répandue dans le Nord d’Algérie (QUEZEL et
SANTA 1962),0on peut la trouver un peu partout en Algérie notammentOran, Constantine,

Alger, Boumerdes, Tlemcen, Annaba, Biskra, Tipaza, Kabyle et Médéa.

/ Alger ][Bourdés ] Anaba a\”\

| Médéa N> PN, s
“,i{l"&tﬁ Constantme]

/W :;*‘.‘& "”"" — Bouira}j
r“mnj : 3" \ ' < Biskra ]

Figure 8 : Répartition géographique de I’Inula viscosa(L.)en Algérie
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I1l. ETUDE ETHNOPHARMACOLOGIQUE

La plante Inula viscosa(L.)considérée comme la reine des plantes médicinales. Elle est

utilisée en médecine traditionnelle pour soulager ou traiter divers maux. Son utilisation a été

signalée dans quelques pays et dans le tableau 1 nous citons des exemples de son utilisation.

Tableau2:L’usage traditionnel de la plante Inula viscosa(L.)dans quelques régions

Région | Partie utilisée Utilisation traditionnelle Référence
Céphalées, les douleursrhumatismales, BABA AISSA,
Feuilles cicatrisation, vermifuge, antihémorragiques, | 2000
hypoglycémiants, contre les infections des
Algérie voies urinaires.
Feuilles, tiges et | Analgésique, antiseptique,diurétique, HAOUI et al.,
fleures hémostatique, pour traiter les bronchites, le |[2015
diabéte et les blessures
_ Contre le rhumatisme, la tuberculose etla | HMAMOUC
Feuilles bronchite HI et al., 2001
Pour traiter le diabéte EDDOUKS et
Feuilles et fleurs al., 2007
Maroc
Feuilles et Pour traiter I’hypertension TAHRAOUI
racines et al., 2007
Pour la relaxation des muscles et pour | KAILEH et
Palestine | Feuilles . . o
traiter I’infertilité al., 2007
Pour traiter les infections respiratoires, | ABUHAMDA
Feuilles, tiges et . . ) . -
Jordon troubles intestinales, hémorroides, diabéte | H et al., 2013
fleures
et blessures
_ Pour traiter les troubles gastroduodénales LASTRA et
Feuilles al., 1993
Espagne _ Anti-inflammatoire, antiseptique, | FRESQUET
spag Feuilles antilytique rénal, diurétique, hypotensifs, | et al., 1993
analgesique, antirhumatismal
_ Pour traiter Iirritation de la peau d’origine | PASSALAC
Italic Racines allergique et al., 2007
Antihémorragique et contre le psoriasis MUSTHABA
Feuilles, tiges et et al.. 2014
fleures

14
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IV.TRAVEAUX ANTERIEURS

L’espece Inula viscosa (L.)a été étudiée dans plusieurs régions par certains chercheurs.

Dans le tableau 3 nous citons quelques travaux de recherche réalisés sur cette plante.

Tableau 3: Travaux de recherche réalisés sur 1’espéce Inula viscosa(L.)

Région Partie utilisee Etude Référence
Compositions en huiles essentielles | HAOUI et al., 2015
_ dont les composés majoritaires sont les
Feuilles sesquiterpénes  (92,7%)et  I’acide
isocostique (70,8%)
Algérie Etude de la composition chimique par | KHEYAR et al,,
LC-MS 2018
Activité antibactérienne des huiles | KHEYAR et al,
essentielles 2014
Feuilles et fleurs o - _
Activités antifongique et antioxydante | BEN HAMMU et
al., 2008
Activités anti-inflammatoire, OUAHCHIA et al.,
analgésique et antipyrétique 2019
Feuilles Compositions en huiles essentielles AISSA et al., 2019
Tunisie Composition en lipides et acides gras | MAHMOUDI et al.,
2016
Feuilles, fleurs | Compositions en huiles essentielles GHARRED et al.,,
et tiges 2019
Feuilles Activité antihypertenseur KATTOUF et al,
2009 ; HAKKOU et
al., 2017
Feuilles, fleurs, | Activité cytotoxique MESSAOQOUDI et al.,
: : 2016
Maroc | racines et tiges

Activité antioxydante

CHAHMI et
2015

al.,

Feuilles, fleurs

Activités hypoglycémianteet
hypolipidémiante

ZEGGWAGH et

15
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et tiges al., 2006
Feuilles Activité antibactérienne ABUHAMDAH et
Jordon al., 2013
Activité anti-implantation AL-DISSI et al,
2001
Syrie Feuilles Activité nématricide AL-NASER et al,
2001
Feuilles Activité anti-malaria AKKAWI et al,
2014
Palestine .
Feuilles, fleurs,
_ _ Activités antioxydante et SALIM etal., 2017
racines et tiges
antibactérienne
Turquie Feuilles Activités cytotoxique et génotoxique | CELIK et
ASLANTURK,
2010
Feuilles et fleurs | Activités antiproliférative, OZKAN et al., 2019
antioxydante et antibactérienne
Espagne | Feuilles, fleurs | Activités  anti-inflammatoire et | SCHINELLA et al.,
et tiges antioxydante 2002
Portugal | Feuilles, fleurs | Activité antimicrobienne des huiles | SILVA et al., 2005
. essentielles
et tiges
Italie | Feuilles et fleurs | Activité  antifongique des huiles| CAFARCHIA et al.,
essentielles

2002
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V. ETUDES BIOLOGIQUES

V.1. Activité antibactérienne

V.1.1. Généralité sur les bactéries

V/.1.1.1. Définition

Les bactéries sont des microorganismes vivants, au méme titre que les virus et les
champignons. Elles jouent un rdle trés important dans I’environnement. Certains sont
pathogénes pour 1’homme (tuberculose, fiévre typhoide...), les animaux (brucellose
mammites ...) et les plantes (gales, flétrissement...) (KAMBOUCH, 2009), Certaines
d’autres ont un effet bénéfique sur I’organisme humain etutilisées dans 1’alimentation ou dans

certains médicaments pour rééquilibrer le microbiote (GOULET, 2009).

V.1.1.2.Type de bactéries

Les bactéries constituent le groupe le plus important et le plus diversifié des protistes
procaryotes. Ces micro-organismes sont classés en fonction de leurs morphologies en
bactéries a forme sphérique (coque), allongée, en batonnet (bacilles) ou spiralée. Elles sont
caractérisées par I’existence d’une paroi rigide parfois doublée d’une capsule, en se basant sur
la différence de la structure et de la composition chimique de cette paroi cellulaire mise en
évidence grace a la coloration de Gram.Ainsi, les bactéries peuvent étre divisées en deux
groupes : bactéries Gram+ et bactéries Gram- (FREDRICKSO, 2004).

D’autres critéres peuvent intervenir au classement de ces micro-organismes tels que leur
mobilité, leur capacité a sporuler ou leur température de croissance. Les infections
bactériennes peuvent étre traitées grace aux antibiotiques, qui le plus souvent, inhibent 1’une

de leur fonction vitale (ISHIGE, 2005).

V.1.1.2.1. Bactéries Gram +

La paroi est principalement constituée d’uneseule couche homogéne de la muréine
(peptidoglycane) de 20 a 80 nmd’épaisseur (Figure 9).

Le peptidoglycane est formé de chaines polysaccharidiques linéaires dont 1’unité de
base est une alternance réguliere de deux sucres aminés la N-acétylglucosamine (NAG) et
I’acide Nacétylmuramique (NAM)(HANCOCK, 1997).Des chaines tétrapeptidiques sont
greffées au niveau des groupes carboxyles (COOH) de NAM (PRESCOTT et al, 2003). Ce
peptidoglycane assure la rigidité de la cellule et représente 30 a 50 % du poids sec de la paroi

cellulaire. A cette muréine sont associés, en quantité moindre, d’autres polymeres dispersés en
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particulier des acides téichoiques, téichuroniques et lipotéichoiques et des protéines de surface

(PRESCOTTE et al., 2003 ; HENRI , 1995).

Acide lipotéichoique Acides téichoiques

Peptidoglycanes

Espace
périplasmique

Membrane
plasmique

Phopholipides

Protéine intrinséque

Figure 9 :Enveloppe de bactéries Gram +(@*%)

V.1.1.2.2. Bactéries Gram™

La paroi des bactéries a Gram- est plus mince que celle des bactéries a Gram +. Elle est
constituée d’une couche fine de peptidoglycane recouverte d’une membrane externe dans
laquelle peut s’insérer des protéines, des lipoprotéines et des lipopolysaccharides (LPS)
(HANCOCK, 1997 ; PRESCOTT et al., 2003) (Figure 10).

La partie polysaccharidique des LPS, extrémement hydrophile, est orientée vers
I’extérieur des cellules. Il est a noter que certaines bactéries a Gram— peuvent s’avérer étre

tres hydrophobes, caractere relié a la présence de protéines de surface.

{ i,, ) Porme A
N H , /] , ATl ' Lipoprotéine
! ’ Iy / [:l I\ 4 '/ /
/ /

Chames laterales (0] THNEAY ‘de Braun

\“ | i | /1 ///// 11/
\ /i Lipopolysaccharides

‘ [
|
. Membrane
b externe

Il mm Espace

périplasmique

/| Membrane
Phospholipide Peptidoglycanes % | plasmique

Protéine intrinséque

Figure10:Enveloppe de bactéries Gram-(@*)
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V.1.2. Antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques ou des produits microbiens, élaborés
par un microorganisme ou produit par synthése qui méme a trés faibles concentrations,
capables d’inhiber la croissance de certains micro-organismes ou de les tuer (PRESCOTT et
al., 1995). lIs sont soit bactériostatiques limitant la prolifération bactérienne, qui restent
insuffisants en cas d’infection sévére ou d’immunodépression, soit bactéricides permettant la
lyse des bactéries (qui sont nécessaires en cas d’infections séveres telles que la méningite ou

la septicémie ou le cas de patients immunodéprimés)(POPOFF et CARLIER,2001).

Les antibiotiques efficaces contre de nombreuses espéces bactériennes a Gram positif et
a Gram négatif sont dits a «large spectre»; ceux qui sont actifs uniquement sur un petit

nombre d’espéces sont dits a «spectre étroity (ALLEN, 2006).

La spécificité d’action des antibiotiques repose sur les différences métaboliques et
structurales qui existent entre les cellules procaryotes et eucaryotes (KHEYAR, 2009), d’ou

ils ne sont pas toxiques pour les cellules eucaryotes.

V.1.2.1. Les antibiotiques naturels et synthétiques

Les antibiotiques sont majoritairement représentés par des molécules d’origine naturelle
et leurs dérivés. Ils peuvent aussi étre d’origine synthétique ou semi-synthétique (SINGH et
BARETT, 2006). Les antibiotiques synthétiques sont obtenus, soit a partir de dérivés
totalement artificiels, soit en recréant des substances initialement extraites de
microorganismes. Les antibiotiques semi-synthétiques sont obtenus par modification
chimique, en laboratoire, d’'une molécule de base de substances produites par des micro-

organismes.

V.1.2.2.Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques sont classés selon leur mécanisme d’action sur la cellule bactérienne

en cing classes d’antibiotique (Figure 11)(PIBIRI, 2006):

» Antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne

» Antibiotiques inhibant la synthese de la membrane cytoplasmique

> Antibiotiques inhibiteurs de la synthese protéique

» Antibiotiques inhibiteurs du métabolisme des acides nucléiques et de la synthese de
I’ADN

> Antibiotiques agissant par inhibition compétitive
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@ Inhibition dp la synthese @ Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique
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Figure 11: Cibles d’action des antibiotiques (PIBIRI, 2006)

V.2.2.3.Résistance bactérienne aux antibiotiques

Durant les 20 dernieres années, il a été prouvé que ’efficacité des antibiotiques a
fortement diminué. Les bactéries en sont devenues de plus en plus résistantes (ISERIN, 2001
; MATYAR, 2008). L’usage généralisé des antibiotiques et la prescription a grande échelle
parfois inappropriée de ces agents ont entrainé la forte adaptabilité des souches bactériennes
et la sélection des souches multi-résistantes (HAMILTON et MILLER, 2004).

Une souche est dite résistante lorsqu’elle se cultive en présence de concentration plus
élevée en antibiotique comparativement a d’autres souches qui lui sont phylo-génétiquement
liées(BOERLIN et WHITE, 2006).

Parmi 2 millions de personnes qui acquierent des infections bactériennes aux hdpitaux
Américains chaque année, 70% de cas impliquant maintenant des souches qui sont résistants a
au moins un antibiotiqgue (CUSHINE et LAMB, 2005).

Les microorganismes possedent des mécanismes évolués qui leur permettent d’échapper
a I’action des antimicrobiens. Quelques mécanismes de résistances de bactéries ont été décrits

dans la figure 12 (OPAL et al., 2000 ; ALLEN et al., 2006) :

» L’inhibition enzymatique

» L imperméabilité de la membrane

» Les pompes d’efflue

» L’altération de ribosome-cible

» L’altération de la précurseur-cible de la paroi cellulaire

» L’altération des enzymes-cible
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» La surproduction d’enzymes-cible

La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
I'antibiotique d’entrer

Antibiotique /

! /
Pompe

Antibiotique
refoulé

Les antibiotiques sont
décomposés par les enzymes

Figure 12 : Quelques mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques (@*%)

V.2.2.3.1. Résistance naturelle ou résistance intrinseque:C'est une insensibilité aux
antibiotiques, existant naturellement chez tous les membres d'un genre ou d'une espece

bactérienne, faitdonc partie du patrimoine genétiquenormal du germe(YALA et al., 2001).

La résistance intrinseque est une caractéristique propre a une espece bactérienne
et partagée par toutes les souches de cette espece. Elle peut étre due a la présence

d’ungéne chromosomique commun a toutes les bactéries de 1’espéce (FAURE, 2009).

L’expression d’un caractere inné, partagé par I’ensemble de la communauté bactérienne,
rend inapproprié ’utilisation de certains antibiotiques. Des particularités structurales de la
paroi cellulaire, empéchant les antibiotiques d’accéder a leur cible, ou ’absence de cible sont

autant de facteurs, qui conditionnent la résistance naturelle(NORMAK et NORMAK, 2002).

V.2.2.3.2. Résistance acquise :la résistance acquise n’est présente que chez certaines souches
de la méme espéce ou du méme genre. C'est lI'acquisition de nouveaux genes capables de
rendre labactérie insensible a un antibiotique ou a un groupe d'antibiotiques. Ce nouveau
gene peut étre obtenu soit parmutation au niveau du chromosome qui est un
phénomeénerare soit par transfert d'/ADN de plasmides conjugatifs oude transposons (YALA
et al., 2001).

e Plasmides : L’information génétique est portée par des plasmides, transférables a
d'autres bactéries par conjugaison, transduction ou transformation.
e Transposons : Ce sont desfragments d’ADN "sauteurs" qui peuvent s’intégrer soit

dans le chromosome soit dans des plasmides, en allant de I'un a l'autre.
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V.2.2.3.3. La multi résistance

il s’agit d’une multi résistance pour «une bactérie qui, du fait de I'accumulation de résistances
naturelles ou acquises, n'est plus sensible qu’a un petit nombred’antibiotiques habituellement
actifs en thérapeutique» ou pour «une bactérie sensible a moins de trois familles
d'antibiotiques». Ce terme s’emploie généralement pour une bactérie qui pose en général un

problemede ressource thérapeutique(FAJARDOet al., 2009).

V.2. Activité antioxydante

L’oxygeéne est une molécule indispensable a la vie. Comme source d’énergie, les
organismes dits aérobies utilisent des réactions d’oxydoréduction reposant sur des interactions
entre donneurs d’électrons (réducteurs) et des accepteurs d’électrons (oxydants)pour fournir
de I’énergie. L’oxygene, en tant que récepteur final d’électrons dans 1’organisme, se
transforme en molécules d’eau au niveau de la chalne respiratoire mitochondriale. Cette
réaction est importante puisqu’elle est associée avec la production de 38 molécules
d’adénosine triphosphate (ATP) a haut potentiel énergétique. Le processus de réduction de
I’oxygeéne en eau n’est toutefois pas parfait car 2 a 3 % de 1’oxygene sont transformés en

especes réactives de 1’oxygene (ERO) particuliérement réactionnelles (KOPPENOL, 2001).
V.2.1. Radicaux libres

V.2.1.1. Définition

Un radical libre est une espéce chimique, molécule, morceau de molécule ou
simple atome, capable d'avoir une existence indépendante (libre) en contenant un ou
plusieurs électrons célibataires (électron non apparié sur une orbitale). Cela lui confére
une grande réactivité, donc une demi-vie tres courte. En effet, ce radical libre aura
toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus
stable: il va donc se réduire en oxydant un autre composé (Systéeme redox)
(HALLIWELL, 1996).

Les radicaux libres sont électriqguement neutres ou chargés (ionique) et peuvent étre
dérivés de I’oxygeéne (ERO) ou d’autres atomes comme 1’azote (ERN)(GUEYE, 2007).

V.2.1.2. Caractéristique des radicaux libres

Le réle des especes oxygénees activees (EOA) est tres complexe, elles peuvent avoir un
role physiologique ou un effet toxique en fonction de leur concentration. Dans des conditions
normales, les EOA sont générées en faible quantité et jouent, par exemple, un réle de
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messagers secondaires capables, notamment, de réguler le phénoméne de 1’apoptose ou

d’activer des facteurs de transcription.

Le stress oxydant est observé lorsque la production d’espéces oxygénées réactives
dépasse les capacités de défense des tissus. Formes en trop grande quantité, les EOA
deviennent pathologiques en interagissant avec toute une série de substrats biologiques
importants. Des dénaturations de protéines, des inactivations d’enzymes, une oxydation du
glucose, des cassures au niveau de I’ADN avec possibilit¢ de mutation et des processus de
peroxydation lipidique peuvent alors apparaitre avec des conséquences souvent irréversibles
pour la cellule (PINCEMAIL, 2002). Ce qui est impliquédans le développement de plus
d’une centaine depathologies(GUTTERIDGE, 1996).Parmi ces pathologies, le paludisme,
les syndromes d'immunodéficience acquise, les maladies cardiaques, les accidents vasculaires
cerébraux, I'athérosclérose, le diabéte et le cancer (ALHO et LEINONEN, 1999).

V.2.1.3. Différents types de radicaux libres

% Les radicaux libres primaires : ils dérivent directement de 1’O,par une réaction de
réduction (GUEYE, 2007; MONGENS, 2013).

¢ Les radicaux libres secondaires :ils sont formés par la réaction des radicaux libres
primaires sur des composés biochimiques cellulaires (GUEYE, 2007 ; MONGENS,
2013).

% Les especes actives de ’oxygéne:ce sont des molécules ne possédant pas d’électron
non apparié mais au fort pouvoir oxydant car elles peuvent donner naissance a
des radicaux libres (GUEYE, 2007) .

Tableau 4: Exemple d’espéces radicalaires (BOUMAZA, 2009)

Radicaux libres primaires et secondaires | Les espéces actives de I’oxygéne

Radical peroxyle: RO,* Oxygene singulet: 'O,
Radical superoxyde: O,° Peroxyde d’hydrogéne: H,0,
Radical hydroxyle: OH*® Nitroperoxyde: ONOOH
Radical perhydroxyle: HO,® Peroxynitrite: ONOO

Radical alkoxyle: RO*®
Hydroperoxyde organique: ROOH

Monoxyde d’azote : NO*
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V.2.2. Le systeme antioxydant

L’organisme est doté d’un ensemble de systémes de défenses trés efficaces contre la
surproduction d’ERO et d’ERN (GUEYE, 2007).

Un antioxydant a été défini comme étant toute substance présente a faible concentration
par rapport a celle d'un substrat oxydable, retarde ou inhibe lI'oxydation de ce substrat de facon
significative (HALLIWELL, 1995). Les antioxydants peuvent neutraliser les radicaux libres
et augmenter la durée de vie en retardant le processus de peroxydation lipidique, qu’elle est
I'une des principales raisons de la détérioration des  produits  alimentaires et
pharmaceutiques au cours de traitement et de stockage (HALLIWELL, 1997). On distingue

deux types d’antioxydants: endogeénes et exogenes.

V.2.2.1. Antioxydants Endogenes

Pour protéger ses tissus contre les agressions radicalaires, 1’organisme humain posséde
des systéemes de défenses enzymatiques (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase,
catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systemes de
réparation des dommages oxydatifs comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques
oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes anti-

oxydantes (HALENG et al., 2007).

V.2.2.2. Antioxydants Exogénes

Apportés par I’alimentation dans les fruits et les légumes riches en vitamines C, E,

caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique.

24



CHAPITRE | : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

le

\’.&

“MPO
pcmxyde d'hydr ogéne acide hypochloreux

anion superoxyde
{eau de javel)

Fe,Cu
§ .
{Hmfa ¢ Vn‘ C, flavonoides,
% GSH
Jerritine, transferrine, %
agents chélateurs

O ) (oxygene fondamental)

mdlc.ll hydroxyle
) ) ]llep-Ll‘OK}dC’i
oxygene singulet acide m'fqm Vit C, GSH

f-caroténe, lveopéne Vit E, Se-G Px, ubrqum.—‘me

Figure 13: Régulation de la production d’espéces réactives de I’oxygeéne (ERO) par les
systemes de défenses antioxydants (HALENG et al., 2007)
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I. Objectif

Le travail expérimental ayant pour objet la préparation d’extraits de différentes polarités
de la plante médicinale Inula viscosa(L.), et leurs valorisationpar les activités

antibactériennes et antioxydantes.

Les études chimiques de la partie expérimentale ont été réalisées au niveau du

laboratoire de la Faculté desSciencesde 1’Université Yahia Farés de Médéa.

1. Matériels

11.1. Matérielset appareillages

Autoclave, Balance,broyeur électrique, étuve, agitateur, agitateur a vortex, réfrigérateur,
béchers, balance, évaporateur rotatif, spectrophotometre, les cuves de mesures (1cm),
spatule, , papier aluminium, papier filtre, entonnoir, passoire, plaques ELISA a 96 puits et a
fonds ronds, boites de Pétri (® = 9 cm), micropipette (Eppendorf), tubes a essai, tubes a
hémolyse, anses stériles, cuve en quartz, flacons, ampoule a brome 500ml, écouvillon, bec

bunsen, gans stériles, fioles jaugées, erlenmeyer de 100ml.
11.2. Matériels chimiques

Eau distillé, Chloroforme (CHCI3), Butanol (BuOH), Diméthylsulfoxyle (DMSO), eau
physiologique stérile (9% NaCl), AICl3, le réactif Folin Ciocalteu, DPPH, ABTS, méthanol,
éthanol, acide gallique, vitamine C, quercétine, K,S,0g, bicarbonate de sodium (Na,COs3),

vanilline, HCI.

11.3. Souches bactériennes pathogénes : quatre souches de bactérie de référence ont été

choisies:

v’ Bactéries a gramme négatif (G-): Escherichia coli (ATCC 25922);Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27950)

v/ Bactéries a gramme positifs (G+): Staphylococcus aureus (ATCC
25923);Enterococcus faecalis (ATCC 2921)
11.4. Milieux de culture

11.4.1.Bouillon nutritif: Le bouillon nutritif nous permet de préparer un milieu liquide
pour la culture bactérienne. Il est formé d'un mélange de 1g/1 d'extrait de viande du beeuf, 2g/1

d'extrait de levure, 5 g/l de chlorure de sodium (NaCl) et 15 g/l de peptone. Il est préparé a
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une concentration de 8 g/l dans de I'eau distillée. 1l est réparti dans des tubes a raison de

5ml/tube, stérilisé par autoclavage pendant 45min a 120°C puis réparti dans des tubes stériles.

11.4.2. Gélose nutritif : 8 g de bouillon nutritif sont dissous dans un litre d'eau
distillée avec 5 g de NaCl et 15 g d'agar, ensuite ce milieu est stérilisé par autoclavage a
120°C pendant 30 min.

11.4.3. Mueller Hinton : le milieu Mueller Hinton est formé d'un mélange de 15 g
d'agar, 17,5 g de caséine hydrolysée, 4 g d'infusion de viande de bétail et 15 g d'amidon. 35 g

de ce milieu (M H) sont dissous a chaud, dans un litre d'eau distillée.

Le ph final étant de 7,4 + 0,2, puis stérilisés par autoclavage pendant une heure a 120 °C,

enfin répartis dans des boites de pétrie a raison de 15 ml chacune.

11.4.4. Eau physiologique : le NaCl est dissous dans I'eau distillée a une concentration
de 9 g/l; ensuite ce milieu est stérilisé par autoclavage pendant 45mn a 120 °C. Le milieu est

réparti dans des tubes a essai stériles a raison d'environ 10 ml/tube.

I1.5. Matériel biologique : Les feuilles et les tiges de la plante Inula Viscosa

I11. Méthode

I11.1. Récolte et préparation de la matiére végétale

111.1.1. Récolte
La récolte de la plante Inula viscosa(L.) a été effectuée au mois de février 2020 qui

correspond au stade feuillaison de la plante. La récolte s’est faite par échantillonnage au
hasard sur le terrain.Les feuilles et les tiges de cette plante ont été separées et séchées a
température ambiante et a I’abri de la lumiere pendant 20 jours.

Apres séchage, les feuilles et les tiges sont broyées a 1’aide d’un broyeur électrique. La
poudre fine que nous avons obtenu a été¢ conservée dans des flacons en verre jusqu’au

moment de leur utilisation.
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Figure 14: Conservation de la plante aprés broyage (Photo originale)

111.1.2. Lieu de récolte
La récolte de la plante étudiée a été effectuée dans la région de Médéa, au nivaux du

pole.

Figure 15: Situation géographique du site de collecte d’Inula viscosa(L.)(@™)

111.2. Etudes chimiques
II1.2.1. Préparation d’extraits de polarités différentes d’Inula viscosa(L.)

I11.2.1.1. Préparation par macération d’extrait aqueux

Préparation des extraits aqueux selon la méthode de (GHEDADBA et al., 2014)
avec quelques modifications.Une macération aqueuse a été effectuée pour :
- 160 g de poudre des feuilles de la plante dans 1800 ml d’eau distillée
- 90 g de poudre des tiges dans 1300 ml d’eau distillé
v Chaque mélange préparé est par la suite soumis sous agitation a température ambiante

pendant 24h
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v' Les extraits aqueux sont filtrés puis centrifugés (pour sédimenter la poudre en
suspension)

v' Aprés centrifugation, le culot a été jeté et I’extrait aqueux (1) de volume 700 ml est
filtré plusieurs fois a 1’aide d’un papier filtre

v" 350 ml de I’extrait aqueux (2) obtenu est évaporée puis séchée a I’étuve a 45°C pour

donner I’extrait aqueux sec des feuilles (Ef) et des tiges (Et)

Lesfigures 16 et 17 résument les étapes de préparation de 1’extrait aqueux desfeuilles ou

des tiges de I’espéce.

a. Macération et agitation b. Filtration c. Evaporation
Figure 16: Les étapes de préparation de I’extrait aqueux des feuilles et des tiges de I’espéce

Inula viscosa (L.)(Photos originales)

160 g de poudre de feuilles (ou tiges) de I’espéce Inula viscosa (L.)

a. Macération dans I’eau distillée
avec agitation pendant 24h

b. Filtration

c. Centrifugation

v v
Culot Extrait aqueux (1)

a. Filtration
v

Extrait aqueux (2)

a. Evaporation
b.Séchage (étuve)

Extrait aqueux sec (Ef/Et)

Figure 17: Préparation de I’extrait aqueux de feuilles et de tiges d’Inula viscosa(L.)
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111.2.1.2.Préparation par extraction liquide-liquide d’extraits de différentes polarités
Pour la préparation d’extraits de polarités différentes des feuilles et des tiges de la plante
Inula viscosa(L.), nous avons procédé au protocole suivant (figure 18) :
1) Préparation des extraits chloroformiques de feuilles et de tiges
v" 350 ml de I’extrait aqueux (2) ont été mélangés avec 135 ml de chloroforme (non
miscible a 1’eau)
v Aprés une agitation rigoureuse, le mélange est laissé se décanter
v" Deux phases sont séparées par la différence de polarité :
- une phase aqueuse : extrait aqueux épuisé (1) (plus dense située en dessous)
- une phase organique : extrait chloroformique (moins dense située en dessus)
v’ Les extraits chloroformiques obtenus, des feuilles et des tiges,sont par la suite
évaporés puis séchés a I’étuve a 45°C
v Apres séchage, nous avons obtenu les extraits chloroformiques secs des feuilles (Ef1)
et des tiges (Etl)
2) Préparation des extraits butanoliques des feuilles et des tiges

v L’extrait aqueux épuisé (1) se mélange avec 90 ml de butanol

<

Apres agitation rigoureuse, le mélange est laissé se décanter
v' Par différence, nous avons obtenu deux phases :
- extrait aqueux épuisé (2)
- extrait aqueux butanolique
v' Les extraitsbutanoliques obtenus, des feuilles et des tiges, sont évaporés puis séchés a
I’étuve a 45°C
v Apres séchage nous avons obtenu les extraits butanoliques secs des feuilles (Ef2) et
des tiges (Et2)

La figure 18 résume les étapes de préparation d’extraits chloroformiques et butanoliques des

feuilles ou des tiges d’Inula viscosa.
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Extrait aqueux (2) (350 ml)

a) + 135 ml de CHCl;

b) Agitation dans une ampoule a
brome 500ml

c) Décantation

}

Extrait aqueux épuisé (1) Extrait chloroformique
a) +90 ml de BUOH a) Evaporation
b) Agitation dans une g)l,gtellc\tgge (45°C
ampoule a brome 500ml
c) Décantation Extrait chloroformique sec (Ef1)
A 4
Extrait aqueux épuisé (2) Extrait butanolique

a) Evaporation
b) Séchage (45°C
a I’étuve)

Extrait Butanolique sec (Ef2)

Figure 18: Préparation d’extraitsdepolarités différentes de feuilles ou de tiges
d’Inulaviscosa
111.2.1.3. Calcul du rendement des extraits
On a détlerminé le rendement (Rd) des plantes en extrait sec en calculant le rapport
suivant :

Rd (%)= M/M’x 100

» Rd (%) : Rendement exprimé en %
» M : Masse en grammes de ’extrait sec résultats

» M’: Masse de la matiere végétale a traiter

111.2.2. Test phytochimique (screening phytochimige)

Les tests phytochimique ont été envisagés d’étre réalisés sur les extraits aqueux,
chloroformiqueset botaniques, dans le but de connaitre la composition chimique en

métabolites secondaires des feuilles et des tiges de 1’espécelnula viscosa.
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111.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits des feuilles et des tiges de la plante

Inulaviscosa, est effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu (GEORGE et al., 2005).

Le réactif Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo01,040). En milieu
alcalin et en présence de polyphénols, le réactif de Folin-Ciocalteu est réduit en oxyde de
tungstene (WgOz3) et de molybdene (M0gO,3) donnant une coloration bleue. L’intensité de la

couleur est proportionnelle a la teneur en composes polyphénoliques oxydés.
Protocol expérimental

Pour réaliser le dosagedes polyphénols totaux, 200 ul de chaque extrait dilué dans le
méthanol, est ajouté au 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois dans I’eau distillée).
Aprés 4 min d’incubation a température ambiante, 0,8 ml de bicarbonate de sodium Na,COs
(7.5%) dilué dans I’eau distillée, sont additionnés au melange. Les polyphénols totaux étaient
déterminés apres 2 h d’incubation a la température ambiante. La lecteur de la densité optique

se fait & 760 nm (spectrophotomeétre UV/visible) (GEORGE et al., 2005).

La teneur en polyphénols total a été calculée a partir d'une courbe d'étalonnage de
I'acide gallique utilisé comme standard. Les résultats sont exprimés en mg d'équivalent acide
gallique par g de matiere séche (ngeAG / g MS).

111.2.2.2. Dosages des flavonoides

Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le
trichlorure d’aluminium AlCls. En effet, le trichlorure d’aluminium (AICIl3) forme un
complexe trés stable avec les groupements hydroxyles OH des phénols (BOUCHOUKA,
2016).

Protocol expérimental

Le dosage est décrit par Bahorun et al (1996). Un volume de 1 ml de chaque extrait et
de standard (dissout dans le méthanol) est ajouté a 1 ml de la solution d’AICl3 (2 %
dissoutdans le méthanol).Ensuite, la solution est bien homogénéisée et l'absorbance a été
mesurée a A max =430 nm a l’aide d’un spectrophotométre UV/visible aprés 10 min
d’incubation. La teneur total en flavonoides(TTF) était exprimé en mg d'équivalent quercétine

par 100 g de matiere séche (mg QE / 100 g de MS).
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111.2.2.3. Dosage des tanins

Les tanins condenseés sont doses selon la méthode colorimétrique de Folin Denis, décrite
par Julkunen-Titto(1985). En présence d’acide sulfurique concentré, les tannins condensés se
dépolymérisent et par réaction avec la vanilline se transforment en anthocyanidols de couleur
rouge spécifique, quantifiables par spectrophotométrie UV-visible(SCHOFIELD et al.,
2001).

Protocol expérimental

La teneur en tannins condensés est déterminée par la méthode de Julkunen-Titto (1985).
Ainsi, 50 pl de I’échantillon a tester sont mis dans un tube a essai auxquels nous ajoutons 1,5
ml de vanilline 4% et 750 ul de HCI concentré. Le mélange est incubé a 1’obscurité pendant
20 min et les valeurs des densités optiques (DO) sont mesurées a 500 nm. Les résultats sont

exprimés en milligramme d’équivalents de catéchine par gramme d’échantillon sec (mg EC/g

MS).

111.3.Etudes biologiques
111.3.1. Activité antibactérienne

111.3.1.1. Méthode de microdilution

La méthode d’évaluation d’activités antibactériennes en milieu liquide (méthode de
microdilution)(NCCLS, 2000), permet de déterminer les CMI et les CMB des échantillons
naturels étudiés (MAY et al., 2000 ; HAMMER et al., 1999 ; DELQUIS et al., 2002).

I11.3.1.2. Préparation de ’inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées sur la gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 24h, pour optimiser leur croissance. On racle a 1’aide d’une anse de platine 4 a 5
colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester. Décharger
I’anse dans 5 ml de bouillon liquide nutritif. La suspension bactérienne est bien
homogénéisée, son opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Farland a 1’aide d’un densitométre
(Bio-Mérieux). L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible,

ou bien de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort (DAOUADJI, 2010).

Les échantillons a tester sont ajoutés aux suspensions bactériennes dans des plaques de
micro-titration stérilisées a 96 puits. Les plaques préparées sont incubées a 37 °C pendant 24
h.
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111.3.1.3. Détermination de CMI

Une CMI est la concentration minimale inhibitrice et qui est la plus faible concentration
d'un échantillon donné pour laquelle il n'y a pas de croissance visible de la souche bactérienne
étudié aprés un temps d’incubation de 18 a 24 heures. Elle mesure un effet bactériostatique.

En milieu liquide, la croissance bactérienne se visualise par un trouble ou un culot
bactérien.

Apres 24 heures d’incubation a 37°C et mise en contact de la suspension bactérienne

avec de concentrations croissantes d’échantillons, la CMI correspond a la concentration d

I’échantillon testé du premier puits ne présentant ni trouble ni culot bactérien (Figure 19).

¥

CMI

Figure 19:Détermination de la CMI(BOUZIDI, 2017)

Les concentrations initiales des échantillons a étudier, préparés par dissolution dans |
diméthyle sulfoxyde (DMSQO) a 10%, étaient de 10 mg/ml pour les extraits bruts et 5Smg/ml
pour les fractions des extraits. Le DMSO est utilisé pour diluer et solubiliser les échantillons
testé dans les bouillons de culture, en sachant qu’a 10 % le DMSO n’est pas antibactérien.
Ci-apres les étapes du protocole que nous avons suivies :
1°- Les puits de la colonne 1 constituent un témoin positif (T+). Chaque puits contient 50 pl
de I’inoculum bactérien (ajusté a 5.10°germes/ml) et 100 ul de milieu de culture.
2°- Les puits de la colonne 12 correspondent au témoin négatif (T-). Contenant chacun 100
ul de DMSO 10% et 50 pld’inoculum bactérien.

3°- Dans les puits de la colonne 2nous mettons 200 ul de I’échantillon a tester (10 ou 5
mg/ml).

4°- Nous déposons dans les puits de la 3*™colonne et jusqu’aux celles de la 11°™ colonne
100 pl de DMSO 10%

5°- Ensuite une série de dilutions de moitié est réalisée a partir des puits de la 3°™ colonne en

prenant 100 pl de la solution des puits de la colonne 2 et nous les plagons dans ceux de la
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colonne 3. Nous continuons ainsi avec les puits de la colonne 3 jusqu’a ceux de la colonne
11.

6°- La série de dilutions étant faite, nous plagons dans les puits 2 jusqu’a 11 50 pl de la

suspension bactérienne testée.
7°- Incubation des plaques ELISA a I’étuve a 37°C pendant 24 h.

A la fin de I’incubation, nous observons, a I’ceil nu, I’état du premier puits similaire a
celui du témoin (état limpide). Sa concentration correspond a la valeur de la CMI de

I’échantillon étudié vis-a-vis de la bactérie testée.

111.3.1.4. Détermination de CMB

C’est la plus faible concentration d’échantillon antibactérien qui tue 99,99 % d’une

population bactérienne aprés incubation durant 18 a 24 heures a 37°C.
Les résultats de CMI trouvés servent pour la détermination de la CMB comme suit:

a) Prélévement, a l'anse stérile, d’environ 10 pl a partir du puits qui correspondant a la
CMI et des puits ayant des concentrations plus élevées que la CMI.

b) Ensemencement de la quantité prélevée en strie de 5 cma la surface d’un milieu gélosé
Mueller Hinton (MH) contenu dans des boites de pétri.

c) Incubation des boites ensemencées dans 1’étuve a 37 ° C pendant 24 h.

d) La concentration de 1’échantillon qui illustre un développement bactérien de 1%

correspond a la CMB.

Figure 20:Détermination d’'une CMB(BOUZIDI, 2017)

111.3.2. Activité antioxydante

111.3.2.1. Etudes d’activités antioxydants impliquant le radical DPPH
La méthode d’évaluation de I’activité¢ antioxydant impliquant le DPPHintroduite par
BRAND-WILLIAMS et al (1995).est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de
I’espéce radicalaire stable DPPH (2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle) en présence d’un
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antioxydant donneur d’un radical hydrogéne (H®), qui aboutit & la formation d’une forme non-
radicalaire (DPPH-H) (figure 21) Ce radical, stable a la température ambiante, possede une
intense coloration violette qui vire au jaune aprés sa réduction par une substance
antiradicalaire. La diminution de I’intensité¢ de la coloration est mesurée a 517 nm par un
spectrophotomeétre UV-Visiblepermettant d’évaluer le pouvoir antiradicalaire de 1’échantillon

étudie.

0—H
O,N NO,
O,N NO, T

- Jaune
Violet NO,

NO,
DPPH + PhOH DPPHH + PhO°

Figure 21 :Réaction de réduction du radical DPPH
Protocol expérimental

Nous avons suivi la méthode de BRAND-WILLIAMS et al (1995). Une série
d’extraits a été préparée a différentes concentrations (1,2 ; 1,8; 2,4; 3 mg/ml). 25 pul de
chaque échantillon ont été rajoutés a 975 ul d’une solution méthanolique de DPPH (60 uM).
Apres 30 min d’incubation a 1’obscurité, la lecture de I’absorbance est faite contre un blanc (1
ml d’éthanol absolu) a 515 nm. Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH a été calculé a

partir de I’équation suivante :

% 1 =(1-1(échantillon) /1 (DPPH) ) x 100

% |: Pourcentage d’inhibition du DPPH par un échantillon donné

I (échantillon): Absorbance de 1’échantillon aprés 30 min

I (DPPH): Absorbance d’une solution de méme volume de DPPH et d’éthanol aprés 30 min
Le pouvoir anti-radicalaire de 1’échantillon testé peut étre aussi évalué par la

détermination de la Concentration Effective (CEsp) d’un échantillon testé qui est la

concentration pour laquelle I’extrait inhibe 50% des radicaux libres.
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Les résultats sont compareés a ceux de la vitamine C (produit de référence standard).

» Calcul de la concentration d'inhibition IC
La concentration inhibitrice de 50 % peut étre définie comme la quantité de produits
nécessaire pour faire diminuer la coloration de réactif (DPPH) de moitié 50% (Sakande,
2004). 1Csp de I’activité du DPPH a été calculée graphiquement par les régressions linéaires
ou logarithmiques des pourcentages d'inhibition en fonction de différentes concentrations de
chacun des extraits testés (FABRI et al., 2009).

111.3.2.2. Etudes d’activités antioxydants impliquant le cation radical ABTS™

C’est une méthode spectrophotométrique permettant 1’évaluation du pouvoir d’un
échantillon a inhiber des cations radicaux libres tel que I’ABTS™" obtenu aprés 1’oxydation de

I’ABTS par le persulfate de potassium K,S;0g(MILLER et al., 1993) (figure 22).

“sxia;ﬁ;::-? T 1 ne
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— : 3
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Figure 22: Oxydation dusel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique)en cation radical ABTS"" par le persulfate de potassium (K;S;0g)

Le principe de cette méthode est basé sur la décoloration d’une solution de cations
radicaux ABTS" de couleur bleue intense. En présence d’un échantillon donné, le virage de la
couleur du bleu foncé a une solution incolore ou bleue moins intense signifie la réduction
compléte ou partielle des cations radicaux ABTS par ’échantillon testé.

L’activité antioxydante d’un échantillon donné sera comparée a celle du Trolox
(antioxydant de reférence). Cette activité sera exprimée en valeur de CAET (Capacité

Antioxydanteen Equivalent de Trolox). Elle exprime la concentration de Trolox qui a la
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méme capacité antioxydant qu’une concentration de ImMd’un échantillon testé(VAN DEN
BERG et al., 1999).
Les valeurs de CAET sont obtenues a partir des pourcentages d’inhibition vis-a-vis des

cations radicaux ABTS™ & une concentration de 1 mg/ml et aprés 15 minutes de réaction selon

la formule suivante :
||O( Extrait)

CAET (mM) = '(Tolox)

Avec 10

x f C(Trolox)

I : Absorbance au temps (t)
I° : Absorbance au temps (t=0 s)
C (Trolox) : Concentration molaire du Trolox

f : facteur de dilution des extraits
Protocol expérimental

L’étude de I’activité antioxydant de nos échantillons vis-a-vis du cation radical ABTS"a
été réalisée selon la méthode de CAI et al (2004). Une solution mére d’ABTS™ (7 mmol/l) a
été diluée par 1’éthanol jusqu’a une absorbance de 0,7 + 0,02 a 743 nm, a chaque 25 pl
d’extrait a tester nous ajoutons 975 ul de la solution d’ABTS-+. Aprés 6 min nous notons

I’absorbance obtenue a 734 nm.

Le pourcentage d’inhibition du cation radical ABTS™a été calculé a partir de I’équation

suivante :

% I = (Ag-Ay1 / Ag) x 100

Avec
Ay - I’absorbance de controle,
A; . I’absorbance de 1’échantillon aprés 6 min de contact avec le cation radical ABTS™,

Les% I : sont exprimés en mmol d’équivalents de Trolox/g MS.
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Conclusion

Les études ethnopharmacologiques, botaniques et I’exploitation de travaux
antérieurs nous ont permis de choisir I’espéce Inula viscosa(L.)visant savalorisationpar des

études chimiques et biologiques.

Les études chimiques qu’on a faites nous ont permis de préparer des extraits de
polarités différentes de cette espéce.

La crise sanitaire mondiale qui a été causée par le Covid-19, était un obstacle devant la
réalisation de la partie pratique, notamment, 1’étude des activités antibactériennes et
antioxydantesdes extraits prépares.

Nous souhaitons poursuivre nos études chimiques et biologiques dans le but de valoriser
Inula viscosa(L.). Les travaux de recherche que nous souhaitons realiser sont donnés en

perspective.
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Perspectives

1°) Nous essaierons de faire les activités biologiques de la plante Inula viscosa(L.)et
de poursuivre nos études chimiques, chromatographiques et structurales relatives a cette
plante dans le but d’isoler et d’identifier plus de substances naturelles pures qu’on souhaiterait

nouvelles en Chimie et Biologiquement Actives.

2°) Nous tenterons de diversifier nos essais biologiques et pharmacologiques afin de
découvrir des extraits biologiquement actifs susceptibles d’étre une source de substances a

valeurs ajoutées dans le domaine Industriel.

3°) Les résultats biologiques encourageants, incitent a chercher le ou les principes
actifs des extraits responsables de ces activités, de les isoler, les purifier, les identifier puis les
tester séparément ou en mélange pour confirmer leurs activités biologiques et tenter la

compréhension de la relation Structures Chimiques-Activités Biologiques.

4°) L’ouverture de Fenétres d’Applications Industrielles pourra nous aider a valoriser
les résultats de nos recherches ce qui constitue une valorisation du Patrimoine Naturel de

I’ Algérie.
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