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Résumé

Le bassin méditerranéen présente une trés grande diversité en espéce végétale spontanées
d’un grand intérét phtytothérapeutique. Dans ce contexte, nous avons choisi d’étudier une
plante médicinale spontanée (inula vicosa) qui pousse dans les montagnes d’Aissaouia dans
la région de Médéa. Notre travail vise I’extraction des substances actives de la plante
(polyphénols et hydrolat), 1’é¢tude phytochimique et 1’étude des activités biologiques
importantes tels que 1’activité antimicrobienne sur cingq souches bactériennes (Bacillus
subtillis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella)
et deux souches fongiques (Candida albicans et Aspergillus brasiliensis), anti-inflammatoire
et insecticide. Les résultats ont montré que les polyphénols ont un effet positif et efficace sur
toute les souches microbiennes qui est différent de celui de I’hydrolat, qui a montré un effet
considérable uniquement sur Condida albicans et Staphylococcus aureus. Pour I’activité
insecticide en fonction du temps (24h, 48h et 72h), sur les larves de la mouche
méditerranéenne des fruits Ceratitis capitata, aucune efficacité de ces extraits n’a été observé
sur les larves (pas de mortalité), pour I'autre insecte Armadillidium vulgare, montre une
grande sensibilité vis-a-vis 1’extrait éthanolique brut. Cette plante renferme des métabolites
secondaires telle que les flavonoides, les tanins totaux, les glucosides et les saponosides, ce
qui laisse dire que cette plante est une plante médicinale qui posséde plusieurs propriétés
phytothérapeutiques avec 1’absence totale des alcaloides, irridoides, anthocyanes, amidon

et proantocyanidols.

Mots clés : Inula viscosa, Algérie, polyphénols et hydrolat, activité anti-microbienne, activité

anti-inflammatoire, activité insecticide, phytochimique.



Abstract

The Mediterranean basin presents a very great diversity in spontaneous plant species

of great phtytotherapeutic interest. In this context, we have chosen to study a spontaneous
medicinal plant (inula vicosa) that grows in the mountains of Aissaouia in the Medea region.
Our work targets the extraction of active substances from the plant (polyphenols
and hydrolate), the phytochemical study and the study of important biological activities such
as antimicrobial activity on five bacterial strains (Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosaand Salmonella) and two fungal strains (Candida
albicans and Aspergillus brasiliensis), anti-inflammatory and insecticide. The results showed
that the polyphenols have a positive and effective effect on all microbial strains which is
different from that of hydrosol, which showed a significant effect only on Condida albicans
and Staphylococcus aureus. For the insecticidal activity as a function of time (24h, 48h
and 72h), on the larvae of the Mediterranean fruit fly Ceratitis capitata, no efficacy of these
extracts was observed on the larvae (no mortality), for other insect Armadillidium vulgare,
we show great sensitivity. This plant contains secondary metabolites such as flavonoids, total
tannins, glucosides and saponosides, which suggests that this plant is a medicinal plant which
has several phytotherapeutic properties with the total absence of alkaloids, irridoids,

anthocyanins, starch and Proantocyanidols.

Key words : Inula viscosa, Algeria, polyphenols and hydrolate, antimicrobial activity, anti-
inflammatory activity, insecticidal activity, phytochemical.
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Glossaire

petit fruit sec qui ne contient qu’une seule graine dont le péricarpe,
qui ne s’ouvre pas a maturité plus ou moins sclérifié, n'est pas soudé

a la graine.

substance capable de traiter des infections d'origine. Parasitaire

provoquées par les helminthes.

substance qui permet de prévenir ou de traiter les vomissements
et les nauseées.

substance qui diminue la fiévre.

remeéde contre la gangrene. Produit utilisé sur les surfaces externes

du corps, qui détruit les micro-organismes : bactéries, etc
médicament destiné a lutter contre la toux, a en limiter les effets.
destiné a lutter contre 1’ulcére.

dont les fruits ne contiennent pas de graines.

nom générique qui désigne les inflammations aigués ou chroniques

des articulations.

pathologie artérielle, par lésion de la couche de la paroi de I’artere

nommeée intima qui se trouve épaissie.

sclérose artérielle secondaire a I’athérome.
diminution de 1’¢élasticité des tissus contractiles.
inflammation de la muqueuse des bronches.

qui augmente la sécration de I’urine.

capacit¢ d’un organisme a maintenir son équilibre physiologique

interne malgré les contraintes extérieures.

qui entraine la dégénérescence du tissu nerveux avec perte de

neurones et de leurs fonctions.
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Introduction

Depuis P’antiquité, les plantes médicinales ont jou¢ un rdle essentiel dans la prévention
de la santé humaine. Elles continuent de fournir a ’humanité de nouveaux remedes. Il est
donc important d’explorer les plantes médicinales pour leur sécurité, leur qualité, leur toxicité
et leur efficacité. Les chercheurs s’intéressent beaucoup a 1’étude de ces plantes dans le but
d’isoler de nouveaux médicaments naturels et actifs pour la médecine moderne
(Nemudzivhadi et Masoko, 2014). A ce jour, 20000 a 25000 plantes seraient utilisées dans
la pharmacopée humaine. Environ 75 % des médicaments auraient une origine vegetale dont
25 % d’entre eux contiendraient au moins une molécule active d’origine végétale (Fouché
et al., 2000).

Les plantes médicinales sont des plantes dont au moins une partie posséde des propriétes
médicamenteuses (Omar et El haykle, 1993). Elle contient au niveau de leurs organes, un ou
plusieurs principes actifs appelés métabolites secondaire (Fransworth et al., 1986),
considérés comme des sources potentielles de nouveaux médicaments, des antibiotiques
naturels (Bouzouita et al.,2008). IIs font aussi 1’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation
comme alternative a la protection des végétaux (Boudjemaa S, 1999 ; Chabou A, 2000; Ben
abedelkrim A, 2009; Guerrida S, 2010).

Malgré I’effet thérapeutique des plantes médicinales elles doivent étre utilisées avec la plus
grande vigilance car elle peut avoir un risque de toxicité (Fouché et al., 2000).

L’Algérie, de part sa position géographique, présente une large gamme d’étages
bioclimatiques, induisant une biodiversité de plantes utilisées comme condiments, aliments
naturels et pour des buts thérapeutiques (Emberger L, 1971). Inula viscosa (L), connu en
Algérie sous le nom de Magraméne, appartiennent a la famille des Astéraceae, pousse a 1’état
spontané dans les montagnes de la région de Médea et se trouve en abondance dans plusieurs
régions montagneuses. Cette plante est fortement utilisée en phytothérapie traditionnelle en
Algérie. Pour cela, le présent travail a I’objectif de confirmer et de compléter les informations
scientifique déjas noté sur cette plante, notamment, 1’étude phytochimique de la poudre de la
plante et 1’activit¢ anti-microbienne, anti-inflammatoire et insecticide des extraits

polyphénoliques et de 1’hydrolat.

Ce mémoire est composé de deux parties. La premiére partie propose une recherche
bibliographique divisé en chapitre |consacré a I’étude des plantes médicinales et la
phytothérapie et chapitre Il qui traite la valorisation des ressources végétales par une
meilleure connaissance de la composition chimique et le troisiéme chapitre étude des activités

biologiques d’extrait polyphénolique et hydrolat.




Introduction

Dans la seconde partie (pratique), nous avons décrit le matériel végétal et animale avec une
présentation des différentes techniques d’analyse utilisées au cours de ce travail, puis
I’extraction des polyphénols et hydrolat, suivi de I’étude de son activités biologiques. Enfin
formulation de produit phyto-thérapeutique. Les résultats obtenus sont ensuite amplement
discutés. Le manuscrit est achevé par une conclusion générale, la liste des références
bibliographiques et les annexes.

L’objectif principale de notre travail consiste a valoriser Inula viscosa sur le plan
phytochimique, médicinal et phytopharmaceutique (lutte biologique), en mettent en évidence
I’efficacité de son extrait polyphénolique et hydrolat comme agents antimicrobien, insecticide
et anti-inflammatoire.

L’hypothese de recherche que soutient ce travail est donc ainsi formulée : les extraits
polyphénoliques et hydrolat des parties aériennnes d’Inula viscosa possedent-ils une activité

anti-microbienne, anti-inflammatoire et insectiside.
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Chapitre I : Les plantes
médicinales et la phytothérapie




Chapitre I : Les plantes medicinales et la phytothérapie

1. Les plantes médicinales :

1.1. Definition des plantes médicinales :
Les plantes médicinales sont les plantes utilisées en phytothérapie pour leurs principes
actifs, elles peuvent étre vendues en herboristerie, en pharmacie, avec ou sans prescription

selon la réglementation du pays (Debuigne G, 1974).

1.2. Les plantes médicinales et leurs utilisations :

Les plantes médicinales sont utilisées pour prévenir, soigner ou soulager différentes
maladies. Elles sont importantes pour la recherche pharmacologique et 1’¢laboration des
médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisées directement
comme des agents thérapeutiques, mais aussi comme matiére premiere pour la synthese des
médicaments ou comme modéles pour les composés pharmacologiquement actifs (Decaux I,
2002). Les plantes sont donc la source principale de substances actives, et pas uniquement

dans la médecine traditionnelle (Palomo N, 2011).

1. 3. Composition photochimique des plantes :

1.3.1. Métabolites primaires : sont nécessaire et vital a la survie de la cellule et de
I’organisme (Michel B, 2010).

1.3.2. Métabolites secondaires : il appartiennent a des groupes chimiques variés (Macheix
et al., 2005). 1l interviennent dans 1’adaptation de la plante a son environnement ; la défense
contre les prédateurs et les pathogénes, comme agents allopathiques et pour attirer les agents

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

2. La phytothérapie :
2.1. Définition :

La phytothérapie, est le traitement par les plantes ; c’est-a-dire par la consommation ou
’utilisation de produits préparés a partir de plantes sans passer par une €tape de sélection de
molécules, on ne consomme donc pas que le principe actif mais tout ce que contient la plante
( Bruneton J, 1999).
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2.2. Les différents types de phytothérapie :
On peut distinguer différents types de thérapies par les plantes :
e La phytothérapie : I'utilisation des différentes parties des plantes (feuilles, fleurs,
racine ou la plante entiére) sous differents formes galéniques.
e Lagemmothérapie : I’utilisation des bourgeons de la plante.
e L’aromathérapie : I’utilisation des huiles essentielles obtenues grace a divers procédés
d’extraction (Vernex-Lozet C, 2011).
e Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d’origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de I’alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits
sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. lls sont

présentés sous forme de sirop, de gouttes, de gélules (Strang C, 2006).

3. Présentation de plante étudiée : Inula viscosa

3.1. Origine du nom :

L’Inule visqueuse doit son nom au grec « inaein » qui signifie purgé. Le nom Inule vient
de I’ancien nom de I’Aunée, probablement par déformation du grec hélénion. En Algérie
(la Kabylie et 1’est d’Algérie) cette plante est nommée « Amagraman » qui vient de magar :

rencontrer, amane : eau ( Lecomte J, 2015).

3.2. Nomenclature :
Synonymie Capularia viscosa ou Dittrichia viscosa (L) Greuter, car elle posséde des poils
glanduleux sur I’ovaire, ce qui n’est pas le cas des autres plantes du genre Inula (Ciccarelli D

et al., 2007).

e Anglais Rock flea-bane (Halimi A, 1997).

e Francais : Inule visqueuse, Aunée visqueuse (Léger, 2007).
e Maroc : Terhala (Zeggwagh N.A et al ., 2006 ).

e Kabylie : Amagramane (Baba Aissa F, 2000).

e Vernaculaires : Magramane (Baba Aissa F, 2000).
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Figure 01 : Photographie d’Inula viscosa (L.) Ait.
3.3. Description botanique :

Inula viscosa ou I’inule visqueuse est une plante arbuste, vivace, elle pousse dans
les champs «sauvages» dans les alentours du bassin méditerranéen, dans les collines, les zones
humides et les bords de la route et apprécie les sols secs et calcaires (Baytop T, 1984; Wang
W et al., 2004). l.viscosa est une plante d’une hauteur de 0,5 a 01 métre qui appartient
a la famille des Asteraceae. La floraison est a la fin d’¢té et le début d’automne. Les fleurs
sont de couleur jaune. La croissance de I’inule visqueuse est rapide, son nom vernaculaire est
« magramen = g_& » (Quezel P et Santa, 1963).

La famille des actéracées (Compositeae) est ’'une des plus grandes familles d’angio-

spermes, avec environ 1 600 genres et environ 25 000 espéces (Hattori et Nakajima, 2008).

- La phénologie d’Inule visqueuse :
v’ Les feuilles : la plante commence a produire des nouvelles feuilles au mois de mars

de taille 1 cm. Ces derniéres sont positionnées sur la base inférieur des tiges, occupants
bien sire la places des feuilles séches de I’année antérieure (Parolin P et al., 2013).
Sont entieres ou dentées, aigués, sinuees, les caulinaires amplexicaules, plus largement
lancérolées (Quezel P et Santa, 1963).

Figure 02 : Les feuilles d’Inula viscosa
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v' Les fleurs: les boutons floraux apparaissent a la fin du mois du juillet.
Dans la deuxieéme décade du mois d’aolt la plupart des fleurs seront matures,
brillantes, jaune et étendues aussi des nouvelles fleurs seront produites lors du mois
d’octobre (Parolin P et al.,2013).

Figure 03 : Les fleurs d’Inula viscosa

v Le fruit: au début du mois d’octobre, il y a I’apparition des premiers fruits avec
akénes et pappus poilus, ces fruits sont régulierement présents jusqu’au mois
de novembre. Au-dela de cette période et sous 1’action du vent, les graines seront
dispersées et le reste de fruit (capsule séche) persiste sur la tige durant 1’hiver (Parolin

Petal., 2014).

Figure 04 : Le fruit d’Inula viscosa

3.4. Classification taxonomique :
Selon Quezel P et Santa (1963); Dupont F et Guignard J.L (2007), la position

systématique d’Inula viscosa est représenté dans le Tableau 01 .
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Tableau 01 : La classification taxonomique d’especes Inula viscosa.

Régne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotyledones
Sous classe Gamopetales
Ordre Campunulales
Famille Astéraceae ou Compositeae
Genre Inula
Espece Inula viscosa (L) Ait

3.5. Ecologie :

L’Inule visqueuse est fréquente en région méditerranéenne, I’Europe du Sud-Est et en Asie
occidentale (Paquet J.M, 2014). Se trouve dans I’Afrique, en Asie (beaucoup plus en chine)
(Gokbulut A, 2016). Elle est largement répandue en Algérie dans les rocailles, les garrigues

et les terrains argileuxun peu humide (Benayache S et al., 1991).

Figure 05 : Photo originale d’Inula viscosa au bord de route

3.6. Composition chimique :

Cette plante est composée de flavonoides et polyphénols. Ses composants majoritaires sont
le camphre, 1’eucalyptol et le thymol (Benchohra M.A et al., 2011).
Les travaux de Benayache et al.(1991), rapportent que les parties aériennes d’Inula

viscosa contiennent des  flavonoides, des acides sesquiterpéniques, des triterpénes
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et des esters. Selon Oksuz S (1976), la plante contient d’autres substances dites mineures

comportant des résines et des pectines constituant une matiere noiratre : la phytomélane.

3.7. L’utilisation traditionnelle:

En Algérie, les feuilles sont utilisées séchées en tisanes et les huiles essentielles en sont
extraites pour le traitement de diverses maladies telles que la bronchite, le diabete,
le rhumatisme, les blessures et les maladies du systéme urinaire et digestif (Talib W.H et al.,
2012 ; Haoui l.E et al., 2015 ; Reeb C, 2010).

L’inule visqueuse est couramment utilisée en médecine traditionnelle comme anti-gale,
anti-inflammatoire (Danino O et al.,2009), antimicrobien, antidiabétique, antihelminthique
et antipyrétique (Cafarchia C et al., 2002) et utilisée aussi comme antioxydant (Schinella
G.R et al.,2002 ; Benseguini-Tounsi L, 2001).

Dans la médecine traditionnelle Espagnole, l.viscosa est utilisée dans le traitement
de désordre gastroduodénal. Dans la Jordanie et la région de moyen orient, la médecine
traditionnelle attribue a 1’Inule visqueuse plusieurs utilités telle que : anthelminthique,
expectorant, diurétique, traitement de bronchite, tuberculose, 1’anémie et le cataplasme pour
les douleurs de rhumatisme. Elle est aussi prescrite comme un agent promoteur dans
I’induction de I’avortement et la stérilité¢ des femelles (Karim F et Quraan S, 1986).

Au niveau de I’appareil respiratoire, elle agit comme sédatif de la toux et des spasmes
bronchiques ¢’est un antiseptique certain de I’arbre respiratoire (Benayache S et al., 1991).
Comme c’est le cas pour toutes les plantes aromatiques, 1’inule corrige I’atonie de 1’estomac
et de I’intestin, elle améliore I’appétit et elle est antiémétique (Roulier G, 1990). Il a éeté
rapporté aussi que la poudre d’Inula viscosa de la partie aérienne est utilisée dans

le traitement des mycoses cutanées (Benguerba A, 2008).

3.8. Pouvoir toxiques de I’inule visqueuse :
o Activite anti fongique : (Qasem J et al., 1995).
o Activité phytotoxique : (Araniti F, 2017).
o Activité nématocide : (Ntalliet E.G, 2014).
o Insecticide végétal : (Bouchelta A et al., 2005).
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1.1. Définition :

Une huile essentielle appelée aussi essence est un mélange de substances aromatiques
volatiles peu complexe issue et produit par les plantes comme moyen de défense contre
les ravageurs phytopathogénes (Lahlou M, 2004). Sont peuvent étre présentes dans différents
organes végétaux (Bruneton J, 1999). Les HEs doit étre utilisées uniquement sur conseils
du médecin d’aromathérapie aussi, nous conseillons de ne jamais prendre plus de trois gouttes
(Bencheikh S.D, 2017 ; Scimeca D, 2006 ; Garreta R, 2006). Délai de leurs conservations
de 6 mois a 3 ans (A.F.N.O.R., 2000).

1.2. Proprietés physiques et chimiques :

Il'y a plus de 200 substances actives dans chaque huile essentielle : des alcools, des éthers,
des terpenes, des acétates, des cétones et des phénols (Festy D, 2014).

Les huiles essentielles sont volatiles, elles ne sont que trés rarement colorées, leur densité
est en général inférieure a celle de I’eau. Elles sont un indice de réfraction élevé, sont solubles

dans les solvants organiques usuels,liposolubles, entrainables a la vapeur d’eau (Bruneton J,
1993).

1.3. Propriétés biologiques et thérapeutiques :

Elles sont devenues utiles dans le traitement des différentes maladies, des blessures
et des attaques diverses grace a leurs propriétés pharmacologiques et biologiques (Rabelo A
etal., 2014):

o Propriétés anticancéreuses (Béliveau R et Gingras D., 2005).

o Propriétés antibactérienne et antifongique (Pauli A, 2001 ; Rasooli | et Mirmostafa
S.A, 2002).

o Propriétés antioxydants (Braga P.C et al., 2006).

o Propriétés anti-inflammatoires (Maruyama N et al., 2005).

1.4. Les huiles essentielles du genre Inula :
- Activites biologiques:

Les huiles essentielles du genre Inula ont des propriétés antifongique, antiseptique, anti-
inflammatoire, anti-infectieuse, microbicide, anticatarrhale, mucolytique puissante, calmante,
régulatrice cardiaque, spasmolytique, antitussive et tonicardiaque (Haoui L.E et al., 2011 ;
Zhao et al., 2010; Cafarchia et al., 2002).
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2.1. Définition :

Produit issu de la distillation de plantes aromatiques (appelé eau florale lorsqu’il s’agit
de la distillation de fleurs), I’hydrolat est une eau imprégnée d’une fraction de molécules
odorantes. A la sortie du serpentin, I’hydrolat se distingue de 1’huile essentielle, qui se situe
en dessous, en raison de sa densité plus importante,a un parfum et un godt plus ou

moinsprononcé mais beaucoup moins concentré qu’une HE(Fontaine 1,2017).

2.2. Les composés principaux :

D’un point de vue moléculaire, les composés principaux de I’hydrolat sont en général
les mémes que ceux qui sont présents dans la fraction oxygénée de I’HE correspondante

(PriceL et PriceS, 2004), lesquels sont responsables de I’odeur de cette solution aqueuse.
2.3. Conservation et utilisations :

L’hydrolat est proportionnellement fragile. En effet, sa faible concentration en huile
essentielle et 1’éventuelle présence de microparticules végétales favorisent la prolifération
de bactéries. D’une durée d’utilisation de six mois a deux ans, ils sont a conserver de
préférence au frais (idéalement au réfrigérateur), a I’abri de la lumiére et de 1’air (Fontaine
1,2017).

Il est en géneral utilisé a des fins nettoyants,toniques,apaisants, dans 1’usage
pharmaceutique. En usage externe, il est appliqué directement par vaporisation ou sous forme
de compresse comme lotion ou comme tonique pour le visage et le corps. En usage interne,
il est trés utile dans le cadre des cures (pour une période de vingt jours lors des changements
de saison) : drainage,simulation du systeme immunitaire...etc. Les hydrolats peuvent étre

utilisés sous forme diluée ou pure (Watt M, 1999).

Autre utilisation : les inflammations et allergies(Fontaine 1,2017).

2.4. Activité biologique des hydrolats :
Les hydrolats ont été utilisés dans les industries alimentaires et cosmétiques. Selon certains
auteurs, ils sont aussi utilisés en agriculture biologique contre les champignons, le mildiou

et les insectes et pour la fertilisation (Ozcan M et al., 2008).
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3.1. Définition :

Les composés phénoliques constituent 1’une des grandes familles de molécules largement
répandues dans le régne végetal (Beta T et al.,2005). Sont des metabolites secondaires,
d’un poids moléculaire élevé. Ils sont largement distribués dans le régne végétal (Haslam
E.,1993). lls peuvent étre définis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des
plantes (d’ou la dénomination de métabolites secondaires). Ces composés ont tous en
commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs
fonctions hydroxyles (Urquiaga | et Leighton F., 2000). Sont dérivent de la biogenese de
I’acide shikimique et/ou I’acétate et qui ne contiennent pas de I’azote (Hugues A et al.,2011).

3.2. Utilisation et propriété biologique des polyphénols :

Les polyphénols ont diverses fonctions biologiques (Macheix J.J et al.,2005), sont utilisés
particulicrement dans la phytothérapie et 1’industrie (loana | et al.,2011),en effet, ils sont
utilisés comme colorant naturel, conservateur des aliments, dans la production de peintures,
de papiers et de produits cosmétiques, ils ont aussi une activité antimicrobienne, antivirale
et anti-inflammatoire (Macheix J.J et al.,2005), une activité anti-oxydante (Kontogiorgis C
et al., 2016), anti-thrombotique, anti-allergique (Arribas et al., 2013), antiulcéreux, anti-
carcinogene et anti-mutagéne (Nawaze et al., 2006), prévention des maladies liées au
vieillissement : infarctus du myocarde, cancers, maladies neurodégénératives. Mais on
continue de s’interroger sur le réel impact de leur action anti-oxydante sur la santé humaine
(Hennebelle T et al.,2004).

3.3. Biosynthése des polyphénols :
Les composés phénoliques sont synthétises par deux voies métaboliques : la voie de I’acide
shikimique et la voie de 1’acétate :
a. La voie de P’acide shikimique : qui conduit aprés transamination et désamination,
aux acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou
les phénols simples(Boubekri C, 2014; Knaggs A.R, 2003).
b. La voie de I’acétate : qui conduit a des poly R-coesters (polyacétates) de longueur
variable menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les dihydroxy-1,8

anthraquinones ou les naphtoquinones (Naczk M et Shahidi F,2004).
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3.4. Classification :
Il existe environ 8 000 composés phénoliques et poly-phénoliques actuellement connus

avec des caractéristiques structurelles phénoliques typiques (Seca A.M et al., 2014).

% Les flavonoides :

Sont des constituants pigments quasi universels des végétaux, dont plusieurs sont
responsables de couleur vive des fleurs, des fruits et des feuilles (Boubekri C, 2014; Pietta
P.G,2000). Assurant ainsi la protection des tissus contre les agressions des UV (Cakar S et
al., 2016). Sont une grande classe de métabolites secondaires englobant plus de 10 000
structures (Kebieche M.,2009). Sont présents dans toutes les parties des végétaux superieurs
(Imelouane B et al.,2009).

% Les coumarines :

Sont des substances naturelles connues, il s’agit de composés a neuf atomes de carbone
possédant le noyau benzo pyrannone-2. Sont parmi les composes phénoliques les plus
connus; se trouve dans de nombreuses especes végétales et possedent des propriétés tres
diverses. Ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter

les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (lgor, 2002).

% Les Tanins:

Sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire (PM) compris
entre 500 et 3000 Da (Brunet S,2008). Sont des macromolécules qui se divisent en deux
groupes selon leur structure : les tannins hydrolysables et les tannins condensés (Lucchesi M.
E,2005).

% Les anthocyanes :

Anthocyane (du grec antho, fleur et kuanos, bleu violet)terme général qui regroupe
les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés ou anthocyanosides. La formation
des anthocyanes est favorisée par la lumiére ce qui correspond a leur réle anti UV. L’action
de la lumiére, jointe a celle des basses températures, explique par ailleurs la pigmentation
éclatante des fleurs de montagnes (Guignard J,1996). Ils sont trés répandus dans le regne
végétal sous forme d’hétérosides. On les trouve dans nombreuses fleurs, fruits murs, parfois

dans les feuilles, auxquels ils conférent leur couleur (Ghestman C et al., 2001).
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1.1. Inflammation :

L’inflammation est un processus physiologique complexe de défense utilisée par
I’organisme, aprés une agression étrangére, vasculaire et tissulaire, vis a éliminer ou isolé
I’agresseur et maintenir 1’intégrité des tissus infectés. L’inflammation est un état morbide
caractérisé par les signes cardinaux suivants : chaleur, douleur, rougeur et tuméfaction
de la partie malade (Sarkhel S, 2015).

1.2. Les causes de ’inflammation :
Les principaux causes de 1’inflammation sont :

o L’infection par des agents pathogénes : toxines bactériennes, virus, parasites
et champignons (Revillard J.P, 2001; Rousselet M.C et al., 2005).

o Les agents physiques : chaleur, froid, traumatisme et 1’irradiation par les rayons UV, X,
ou Y (Revillard J.P, 2001; Rousselet M.C et al., 2005).

o Les agents chimiques et meétaboliques : minérales, organiques ou biologiques
(Revillard J.P, 2001).

1.3. Symptdémes :
Il existe des différents symptomes de 1’inflammation :
o les symptomes locaux (rougeur, chaleur, tumeur, douleur).
o les symptdmes généraux (fievre, asthénie, anorexie, myalgies, torpeur (Muster M,
2005).

1.4. Les type de I’inflammation :
1.4.1. Inflammation aigué :

Une réaction inflammatoire immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques
jours ou semaines), caractérisée par l’adhérence des plaquettes, de neutrophilespuis
les monocytes a 1’endothélium (Revillard J.P,2001). Elle est la réponse typique dusystéeme
immunitaire inné (Espinosa E et chillet P,2006), résidente a la guérison complete de la lésion
initiale (Genetet N,1997). L’inflammation aigué peut étre divisée en trois grandes phases
(Weill B et al.,2003) :

e Phase vasculaire (initiation) : elle se caractérise par la vasodilatation, transsudation

plasmatique, cedeme et fibrinoformation (Franco De et al.,2009).
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e Phase cellulaire (amplification) : faite d’un afflux extravasculaire interstitiel de
leucocytes, principalement des polynucléaires neutrophiles, puis des cellules
mononuclée dans un deuxiéme temps (Franco De et al.,2009).

e Phase de résolution (réparation) : lorsque neutrophiles et macrophages ont terminé
leur travail de phagocytes, la réponse inflammatoire s’amenuise par 1’élimination des
neutrophiles apoptotiques et ’arrét de ’afflux de neutrophiles (Blétry O et JEK
A,2006). Cela permet la cicatrisation et la régénération tissulaire (Weill B et al.,2003;
Medzhitov R,2010).

1.4.2. Inflammation chronique :

Est une inflammation aigué persistante, conduit a la formation de lésions focalisées
(Cavaillon  J,1993), formées par les cellules endothéliales, les fibroblastes
et les macrophages (Revillard J.P,2001) ou la production accrue des médiateurs qui

maintient le processus inflammatoire (Genetet N,1997).

1.5.Les anti-inflammatoires :

[JLes anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) : leur mécanisme d’action repose sur
I’inhibition compétitive de la cyclo-oxygénase, qui est une enzyme qui permet la production
de prostaglandines (importants médiateurs de I’inflammation) a partir de [’acide
arachidonique. Cette caractéristigue conduit a une diminution de la production
des prostaglandines (Delatour P et al.,1993).

O Anti-inflammatoires stéroidiens (Glucocorticoides)(AlS) : ils constituent une vaste
famille de médicaments derivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien qui est
I’hormone naturellement fabriquée par les glandes endocrines situées au-dessus du rein
(Ferradji A,2011). Ils agissent sur de nombreux métabolismes : augmentent la production
de la lipocortine, inhibant ainsi la phospholipase, donc la libération de I’acide arachidonique,
et diminuent fortement la production d’autres médiateurs comme 1’histamine, la sérotonine,
les cytokines, les ions superoxydes(Mezzoug N et al.,2007).

CJAnti-inflammatoires d’origine végétale : certains des composés photochimiques
des plantes ont des propriétés anti-inflammatoires. Beaucoup sont présumés agir en bloquant
les voies de la cyclo-oxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes
(Govindappa M et al., 2011).
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2.1. Définition :
Le terme "agent antimicrobien™ désigne toute substance utilisée pour détruire les micro-
organismes ou empécher leur croissance, y compris les antibiotiques et autres agents

antibactériens, antiviraux, antifongiques et antiparasitaires (Cowan M.M, 1999).

2.2. Les micro-organismes :
Un microbe ou micro-organisme est un organisme vivant autonome, généralement
unicellulaire, invisible a I’ceil nu. Les protozoaires, les champignons microscopiques, les

bactéries et les virus sont des microbes (Prigent-Combaret C et lejeune P,1999).

2.3. Les infections microbiennes :

Les maladies infectieuses représentent la cause majeure de mortalité dans le monde; ce sont
des affections provoquées par des micro-organismes pathogénes telles que les bactéries,
les virus, les parasites ou les champignons et touchent des millions de personnes dans le
monde (Alwash et al.,2013).

2.4. Les antibiotiques :

Du grec anti, "contre" et bios, "vie", les antibiotiques sont des composés chimiques ayant
la propriété de tuer ou d'empécher la prolifération des micro-organismes pathogenes. Certains
sont des substances produites naturellement par les moisissures et bactéries (SalboniéreB,
2006).

2.5. La résistance microbienne aux antibiotiques :

Elle est définie comme une résistance d'un micro-organisme a un médicament
antimicrobien auquel il était précédemment sensible (Alwash M.S et al., 2013). Cette
résistance provient de 1’utilisation intensive d'antibiotiques a des fins humaines, vétérinaire
et agricole, causant leur libération continue dans I'environnement et I'évolution des génes
résistants (Rizzo L et al., 2013; Sahu M.C et al., 2012), les maladies d’immuno-suppression

peuvent causer aussi le développement de cette résistance (Sivananthan M, 2013).

2.6. Antimicrobiens naturels :
Depuis quelques années, les recherches sont orientées vers la caractérisation de nouveaux

agents antimicrobiens d’origine naturelle comme les peptides bactériens, les bactériophages
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et les molécules bioactives des plantes qui peuvent substituer les antibiotiques classiques ou

agir d’une manicre synergique avec ces derniers (Kordali et al., 2008).

2.7. Les méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne :
Selon le Comité national des normes du laboratoire clinique, deux méthodes différentes

ont été utilisées pour la détermination de I’activité anti-microbienne, in vivo :

e Ladiffusion en disque dans un milieu gélosé.

e Ladilution en milieu liquide

2.8. Les activités antimicrobiennes des polyphénols :

Les polyphénols sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des micro-organismes (Cowan,
1999).Plus les composes phénoliques sont oxydés et plus ils sont inhibiteurs des micro-
organismes (Scalbert A,1999).

2.8.1. L’activité antibactérienne :

D’aprés Daglia M (2012), les composés phénoliques possédent des activités
antibactériennes. Les composés appartenant aux acides phénoliques les plus représentatifs
de ces activités sont les acides cinnamiques et caféiques, lesquels sont particulierement

efficaces contre de nombreuses souches de bactéries (Rezaire A,2012).

2.8.2. L’activité antifongique :

Parmi les composés phénoliques ayant une activité antifongique on cite les tanins. Ces
derniers possédent une activité toxique contre les champignons filamenteux et les levures
(Dixon R.A et al., 2005; Engels C et al.,2011).
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L’utilisation intensif des insecticides chimiques conduire a la pollution de la biosphere
et desequilibre de la chaine alimentaire, ainsi que 1’apparition d’insectes résistants.Ces dangers
ont conduit 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) a interdire 1’usage de certains
insecticides chimiques, d’autres vont étre prohibés dans un futur proche (VarmaA, 1999;
KogelK.H, 2005).11 est donc nécessaire de prolongés la recherches pour trouve autres molécules
naturelles actives, non polluantes , moins nocive et plus raisonnée, ce recherche oriente vers

la lutte biologiques.

3.1. Utilisation d’inula viscosa en lutte biologique :

L’inule visqueuse est réputée étre un "insecticide végétal" (Bouchelta et al., 2005).
Des observations faites en Gréce montrent que dans une oliveraie "rénovée", 1’arrachage
de I’Inule a été suivi d’une attaque de mouche de 1’Olive sans précédent. Apres réintroduction
de I’Inule, il faut compter 4 a 5 ans pour que le cycle de la plante relais s’amorce avec 1’Olivier
(Bssaibis et al.,2009).

3.2. Présentation de la mouche méditerranéenne des fruits Ceratitis capitata :
3.2.1. Nomenclature et position systématique :

Dans le langage commun, I’espéce se nomme Cératite ou encore mouche méditerranéenne

des fruits, et pour les anglo-saxons "Mediterranean fruit fly, medfly" (Fellah, 1996).

D’aprés Balachowsky et Mensil (1935);Dyck et al. (2005), la position systématique
de Ceratitis capitata est la suivante :
Classe - Insecte
Ordre : Diptére

Sous ordre : Brachycéres

Division : Cyclorraphes
Groupe : Schizophores
Famille : Tephritidae

Sous famille : Trypetinae

Genre - Ceratitis Figure 06 :Ceratitis capitata (adulte)
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3.2.3. Biologie de la cératite :

Son cycle de développement est caractérisé par la présence de quatre stades :

(Euf : est de couleur blanche nacrée, brillant, de forme allongée et arquée en son milieu, convexe
du c6té dorsal et concave du coté ventral. Il a une longueur de 0.9 al.1 mm et une largeur de 0.2

a 0.25 mm. Ce stade dure environ 2 a 4 jours (Balachowsky et Mensil, 1935).

Larve : est communément appelée asticot est acéphale, apode, lisse et de couleur blanc creme.
Elle mesure environ 1 mm a I’éclosion. La larve passe par trois stades larvaires L1, L2 et L3.

Elle atteint 7 a 8 mm a la fin de son développement c’est a dire au stade L3 (Jerraya, 2003).

Pupe :le troisieme stade larvaire (L3) ne rejette pas son exuvie larvaire qui va lui servir d’une
enveloppe a I’intérieur de laquelle il se nymphose formant le puparium. La pupe est de 4 a 5 mm
de longueur, a la forme d’un petit tonnelet elliptique, lisse et résistant. Elle change
progressivement de couleur pour devenir brun foncé (Jerraya, 2003).

Adulte : est une mouche qui mesure environ 5 a 6 mm de long, il est caractérisé par un thorax
noir luisant portant des ailes transparentes a larges bandes jaunes serties de brun (Balachowsky
et Mesnil, 1935).

Pupe Adulte

Figure 07 : Les étapes de développement de Ceratitis capitata
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Matériels et Méthode

Ce travail a été réalisé dans une période de cing mois de novembre a mars 2019/2020.
Le travail expérimental, ayant pour objet d’évaluation de I’activité antimicrobienne, anti-
inflammatoire et insecticide des polyphénols et d’hydrolat de la plantes médicinale « inula

viscosa ». La partie expérimentale a été réalisée au sein de différents laboratoires :

- Laboratoire de Biotechnologie et de Recherche des plantes médicinales et aromatiques
(Faculté des Sciences de la Nature et de Vie -Université Saad Dahlab de Blida 1-) pour
I’extraction des huiles essentielles et hydrolat.

- Laboratoire d’agro-alimentaire 301 (Faculté des Sciences de la Nature et de Vie -
Université Saad Dahlab de Blida 1-) pour réaliser le screening phytochimique, extraction
des polyphénols et préparation des milieux de culture.

- Laboratoire de Controle Qualité Site de Production GDC(SAIDAL) pour la réalisation

de ’activité antimicrobienne.

Caractérisation du lieu de récolte :
Les coordonnées et la situation géographique du site de récolte de la plante Inula viscosa sont

notées dans le Tableau 02 et la fig. 08.

Tableau 02 : Les coordonnées du lieu de récolte (ONS).

Nom arabe 45 slunal)

Pays Algéria

Région Basse Kabylie

Wilaya Médéa

Daira Tablat

Code postal 26680

Code ONS 2605

Altitude 754m

Les coordonnées géographiques en Latitude :36.4191,Longitude :3.216 36°
DMS (Degrés, minutes, secondes) 25’09 Nord,3° 12” 58’ Est
Superficie 70 Km?

Climat Climat méditerranéen avec éte chaud
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Figure 08 : Situation géographique du site de collecte d’Inula viscosa Aissaouia
(Médea)

Lieu d’étude :
Notre étude a été réalisée eu laboratoire de Contrdle Qualité Site de Production GDC
(SAIDAL) « leader dans la production des médicaments en Algérie ».

1. Matériels :
1.1. Matériels biologiques :
1.1.1. Materiel végétal :

Une plante aromatique et médicinale a été utilisée dans cette étude : Inula viscosa.

Figure 09 : Photographie de plante étudiée Inula viscosa
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1.1.2. Les souches microbiennes pathogenes :

Les souches microbiennes pathogenes

sont d’une collection de culture type Américaine

(ATCC). Ces souches ont été fournies par le laboratoire de Controle Qualité Site de Production

GDC (SAIDAL). Le Tableau 03 montre les souches testées + Annexe .

Tableau 03 : Les souches testées et leurs références.

Nature dgs micro- Souches Références Origine
organismes
Bacillus subtillis ATCC 6633
Staphylococcus ATCC 6538
aureus
Bactériennes Escherichia coli ATCC 8739 Institu Pasteur (Paris)
Pseudomonas ATCC 9027
aeruginosa
Salmonella ATCC 14028
Candida albicans ATCC 10231
Fongiques Aspergillus ATCC 16404
brasiliensis

1.1.3. Matériel animal :

Deux insectes ont été choisi pour réaliser I’activité insecticide : la mouche mediterranéenne

des fruits Ceratitis capitata et 1’insecte Armadillidium vulgare.

1.2. Matériels non biologiques :

L’ensemble du matériel utilis¢ pour réaliser cette étude est composé d’appareillage,

de réactifs, de produits chimique,les antibiotiques et de verrerie (Annexe Il —I11).

21




Matériels et Méthode

2. Méthodes :
Méthodes d’étude :

L’étude est essentiellement axée sur :

Extraction des huiles essentiels et I’hydrolat par Clevinger.

Préparation de 1’extrait éthanolique brut d’Inula viscosa .

Un screening phytochimique de I’extrait aqueux et de la poudre végétale des feuilles
d’l. viscosa.

Evaluation de I’activité antimicrobienne et insecticide d’extrait éthanolique et hydrolat.

Production de produit phytothérapeutique.

2.1. Récolte et identification du matériel végétale :

Les parties aériennes (feuilles et tiges) d’Inula viscosa ont été récoltées au début de mois

de novembre 2019 (02 novembre, aprés-midi 14h) sur les montagnes de la région d’Aissaouia

(Médea). La récolte a été faite manuellement et au hasard. Les feuilles récoltées sont murs et ne

présentent aucun signe de blessure.

La plante collectée (4 Kg) a subi un nettoyage et lavage a 1’eau pour éliminer tous les traces

de poussiere puis séchée a température ambiante a 1’air libre, a 1’abri de la lumiére

et de I’humidité pendant trois mois.

L’étape de séchage a pour but d’abaisser la teneur en eau des feuilles récoltées a fin d’éviter

toute réaction d’altération et la prolifération des micro-organismes.

Figure 10 : La plante étudiée Inula viscosa dans sa région de récolte (Médea).
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2.2. Extraction des huiles essentielles et hydrolat :
« Extraction

Les huiles essentielles (HES) ont été obtenues par hydrodistillation en utilisant un montage
inspiré de celui de Clevenger (Clevenger, 1928). La chaleur provoque 1’évaporation de 1’eau
et la libération de I’huile essentielle.Cette dernicre est entrainée par la vapeur d’eau et condensée
puis séparee de la phase aqueuse par différence de densité dans une ampoule a déecanter.

Le matériel végétal séché est soumis a une hydrodistillation au moyen d’un dispositif
d’extraction type Clevenger (Fig. 11). Cette technique se base sur le pouvoir que possede
la vapeur d’eau a transporter les huiles essentielles. L’opération consiste a introduire 40 g
de masse vegétale séchée dans un grand ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante
d’eau distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter les débordements de 1’¢bullition.
Le mélange est porté a ébullition a 1’aide d’une chauffe ballon sous 1’action de 1’humidité
et de la chaleur. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers le tube vertical puis
dans le serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation et retournent a 1’état liquide.

Ce liquide, mélange d’eau et d’huile essentielle.

/,
A ’
- «. ;,\\__ . Entree_d eau
‘L‘ ) 1 froide
D g o o i i
I ;" o ;:,i‘:\;\i_J |
Appareil de < Tub ! l \*w‘\‘
Clevenger ue _y |1 i
verticale = || I
| i b Disposition de
' B I’huile
5 | { . ¢—Sortie d’eau froide
Ity ' Eau distillée
Ballon —p~
Systéme de Chauffe —-b _ Récupération de
chauffage ballon et ’huile

Figure 11 : Montage d’hydrodistillation utilisé dans 1’extraction des huiles essentielles
(Clevenger) (Lamara,2007).
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Figure 12 : Hydrodistilateur (Clevenger) utilisé dans 1’extraction.

Au cours d’extraction des huiles on a récupéré I’hydrolat formuler dans une bouteille

recouverte par papier cartonné a fin d’évité la pénitration de la lumiére (fig. 13).

Figure 13 : L’hydrolat récupéré.

Dans ce travail, nous avons collecté cette plante de quatre régions différentes (montagnes
de Médéa, Matidja, Tipaza et Oran) afin de savoir laquelle de ces zones donne le meilleur

rendement des huiles essentiels (observation a I’ceil nu).

+« Détermination du pH d’hydrolat:
Le pH d’hydrolat a été mesuré a température ambiante a 1’aide d’une électrode de Phéquipée

sur un PH-metre.

Figure 14 : Un PH-meétre original.
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2.3. Extraction des polypheénols :

% Séchage de la plante :
Apres la récolte,les feuilles sont séparées de la plante, puis séchées a I’ombre et a température
ambiante pendant trois moins.De temps en temps, I’échantillon est pesé jusqu’a la stabilisation

du poids.

Figure 15 : Séchage de plante étudiée Inula viscosa (original).

«+ Détermination de la teneur en eau des feuilles fraiches :

Poids de I’échantillon apres la récolte (plante fraiche) est 500 g.
Le calcul des résultats se fait selon la formule suivante :
H % = (M1 -M2) / M1 x100
Ou : H%:Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
M1 : Poids de I’échantillon en gramme apres la récolte (plante fraiche).

M2 : Poids de I’échantillon en gramme apres le séchage (plante seche).

% Broyage et tamisage des feuilles :

Apres le séchage, la plante est réduite en poudre grace a un broyeur électrique puis tamisée
pour éliminer toutes les grandes particules (cette étape a pour but d’obtenir une taille homogéne
des particules des échantillons broyés).Le broyat de la plante constitue le matériel végétal final,
prét a étre utilisé pour la préparation des extraits. Ce broyat est séché aussi dans une étuve
(0° humidité) aprés est stocké dans un flacon en verre, hermétiqguement fermés et couvert par
papier aluminium, qui porte le nom de I’espéce, la date et le lieu de récolteet conservés a sec
(température ambiante) a l'abri de 1'humidité en attendant 1’analyse.Le broyage de la plante
permet d'augmenter la surface de contact solvant-échantillon, une meilleure filtration du solvant
au sein du matériel végétal ce qui a pour conséquence une augmentation de I'extraction (solide-

liquide).
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Broyage des Tamisage de Séchage par Stockage dans des
feuilles poudre étuve flacons

Figure 16 : Les étapes de préparation de poudre.

R/

% Extraction par macération dans I’éthanol aqueux (extraction solide/liquide) :

L’extraction par macération sous agitation permet d’accélérer le processus d’extraction
et de minimiser le temps de contact d’eau avec 1’extrait tout en préservant la bioactivité de ses
constituants. De méme, le déroulement de cette extraction a température ambiante ainsi que
I’épuisement d’extrait a pression réduite permet d’obtenir le maximum des COMpPOSES
et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux températures élevees utilisées
dans d’autres méthodes d’extraction.

La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser séjourner
la matiere végétale (broyat) dans I’éthanol aqueux pour extraire les principes actifs (composés
phénoliques et flavonoides). Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit
par Hamia et al. (2014), avec quelques modifications.

Le protocole de la macération de cette plante est le suivant :
- Peser 100 gramme de la matiére végétale.
- Chauffer 600ml d’éthanol aqueux (70:30) dans un bécher de 500 ml jusqu’a 40°C.

- Mettre la mati¢re végétale (100 g) sur 1’éthanol aqueux Chauffer (v : 70:30), laisser ensuite

maceérer sous agitation continue jusqu’a parfaite refroidissement.

- Laisser macérer pendant 24 h, ensuite filtrer sur un papier filtre, pour éliminer la matiere

insoluble.

- Récupérer le filtrat dans un flacon.
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- Répéter la procédure trois fois pour le filtrat (fraction retenue par le filtre) dans 200 ml

d’éthanol aqueux chaud (le 2°™ jour et 3°™ jour).
- Les macéras hydroalcooligue de 3 jours sont mélangé et placés dans un seul récipient.
% Evaporation :

Les trois solutions obtenues ont été évaporés a I’aide d’un évaporateur rotatif, ou rotavap

(ROTADEST type : 2108) qui permet a éliminé le solvant sous vide a 70°C.
Le protocole d’évaporation est le suivant :

- Peser le ballon d’évaporation vide.

- Placer la solution dans le ballon.

- Procéder a I’évaporation jusqu’a disparition complete du solvant

- Retirer le ballon du rotavap et attendre qu’il soit froid .

- Peser le ballon afin de calculer le rendement d’extraction.

- Recueillir I’extrait a I’aide d’un produit DMSO (I’intérét de I'utilisation de DMSO c’est pour

assurer la récupération des composés restés accolés a la paroi du ballon d’évaporation).

- Récupération d’extrait brut dans un boite de pétris en verre stérile bien fermé par papier film

et recouvert par un papier aluminium.
¢+ Détermination du rendement :

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein (apres

évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation) (Mohammedi Z, 2006).

Le taux d’extraction est le rapport entre le poids de I’extrait sec obtenu apres évaporation
du solvant et le poids de la plante a traiter (poudre) (Carre, 1953). Le rendement a été calculé

par la formule suivante :
Rendement d’extraction % = (Pe/Pp) x100

Ou : Pe : Poids de I’extrait sec (g).
Pp : Poids de la poudre végétale (g).
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5 6 7 8
1- Macération 5- Pesage de ballon d’évaporation vide
2- Agitation magnétique 6- Evaporation du filtrat
3- Filtration de I’extrait 7- Pesage de ballon aprées I’évaporation
4- Mélange des 03 macéras dans un 8- Récupération d’extrait brut
flacon 9- Calcul de rendement d’extraction

Figure 17 : Les étapes d’extraction des polyphénoles (extrait éthanolique).

2.4. Test phytochimique (screening chimique) :

Le but de ces tests est de connaitre la composition en métabolites secondaires, ils sont
effectués soit sur la poudre de broyat, soit sur un infusé (Bouyer T, 1996).

+ Préparation de I’infusé :
10 g de poudre végétale ont peses puis additionné a 100 ml d’eau distillée bouillante, laissé
infuser pendant 15min avec agitation de temps en temps,apres filtrés pour éliminer la matiere
insoluble.

L’extrait aqueux d’Inula viscosa est d’une couleur marron.
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e Recherche des flavonoides : a 5 ml d’infusé on additionne 5 ml de HCI, un coupeau
de magnésium et 1 ml d’alcool isoamylique. La réaction positive donne une coloration

rouge orangée en présence des flavonoides (Debray et al., 1971; Paris et al., 1969).

e Recherche des glucosides : on rajoute quelques gouttes de H2SO4 a 2 g de poudre
végétale. La formation d’une coloration rouge brique ensuite violette indique la présence

des glucosides (Paris et al., 1969).

e Recherche des anthocyanes : on rajoute quelques gouttes de HCl a 5 ml d’infuse.
La réaction positive donne une coloration rouge en présence des anthocyanes (Debray
etal., 1971).

e Recherche des tanins : a 2 ml de la solution & tester, 2 & 3gouttes de la solution de FeCl3
a 2 % sont ajoutés. Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleu-noire

et un précipité (laissé reposer quelques minutes).

Les tests de (Tona et al.,1998; Longaga et al.,2000) :

e Recherche des irridoides : 2 ml de I’infusé + quelques gouttes de HCL. Puis chauffé

le mélange. Coloration bleu.

e Recherche des saponosides: 2 ml de [I’infusé + quelques gouttes d’acétate

de plomb. Précipitation blanc.

e Recherche des proanthocyanidols : 2 ml de I’infusé + 2 ml de HCI. Laissé 5 min au bain

marie. Coloration rouge.

e Recherche des alcaloides: 5ml de I’infusé + quelques gouttes de dragen Droff.

Coloration rouge ou précipitation rouge orangée.

e Recherche d’amidon : 2 g de poudre + quelques gouttes d’iode. Coloration bleu violette.
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2.5. Etude des activités biologiques :

2.5.1. Etude de ’activité antimicrobienne :

Le terme "agent antimicrobien” désigne toute substance utilisée pour détruire les micro-
organismes ou empécher leur croissance. Les agents antimicrobiens sont utilisés depuis
des décennies pour traiter les maladies transmissibles et prévenir les infections (CCE, 2001).

Les souches ont été tastées par différentes concentrations de I’extrait éthanoliques brut
et I’hydrolat d’Inula viscosa et leur dilutions, ainsi qu’avec un antibiotique (PRIMAZOL)
et antifongique (LAMIDAZ).

% Préparation des dilutions d’extrait :

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne d’extrait éthanolique et 1’hydrolat d’Inula viscosa,
on a préparé les dilutions présenté dans les Tableaux 04 et 05.

Cette méthode a pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrices (CMI).
Elle consiste a déterminer la plus faible concentration inhibitrice d’un agent antimicrobien,

nécessaire pour inhiber la croissance d’un micro-organisme (Oussou et al., 2008; Derwich

Figure 18 : Préparation des dilutions d’extrait brut.
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Tableau 04 : Les différentes concentrations des polyphénols.

extrait Solution
éthanolique mere C2 C3 C4
brut C C1
1g d’extrait 5% de 50% de C2
Concentrations éthanolique | solution dans50% | 50 % de
100% brut+9 ml | mere dans d’eau solution
d’eau 95% d’eau physio- mére (C1)
physio- physio- logique (0.59)
logique logique (0.0259)
(0.059)
Tableau 05 : Les différentes concentrations d’hydrolat.
Concentrations C C1 C2 C3
Hydrolat pur 50% pur 25% pur 12.5% pur

7
*

- LAMIDAZ (pour les champignons):
2 comprime (250mg) + 5ml de solution Ph7.

Figure 19 : Antifongique "LAMIDAZ"

% Préparation d’antibiotique et antifongique par dilution :

- PRIMAZOL (pour les bactéries):

1 comprimés (400mg-80mg) + 4ml de solution
Ph7.

Figure 20 :Antibiotique "PRIMAZOL"
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% Préparation des disques :
Les disques sont préparés a partir de papier filtre, avec un diamétre de 6 mm. Ensuite ils sont
mis dans un tube a essai, et stérilisés a I’autoclave et conservés jusqu’a I’utilisation.
+« Préparation de milieu de culture :
Les milieux de culture utiliseés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les suivants :
e La gélose Mueller-Hinton(M.H) pour I’¢tude de la sensibilité des bactéries au 1’extraits
de plante.
e La gélose Sabouraud pour I’isolement et ’entretien des suspensions fongiques et 1’étude
de leur sensibilité aux extraits.
» Gélose Mueller Hinton (M.H) :
Suspendre 38.0 g dans 1 litre d’eau distillée.Chauffer et agiter jusqu’a la dissolution totale.
Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes.
» Gélose Sabouraud :
Suspendre 65.0 g dans 1 litre d’eau distillée.Chauffer et agiter jusqu’a la dissolution totale.

Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes.

Figure 21 : Les étapes de préparation de milieu de culture.

+ Préparation de I’inoculum :

La méthode consiste a préparer une suspension en prélevant 2 a 3 colonies bien isolées
et identiques de chacune des souches bactériennes et fongiques a tester d’une culture de 18h
a 24h; les Introduire dans des tubes a essais de 5 ml d’eau physiologique (NaCl a 0.9 %) stérile.
La suspension est bien homogénéisée dont 1’opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Farland
ou a une DO de 0.08 a 0.10 pour les bactéries et de 1 a 2 pour les levures et moisissures
a 625 nm qui correspondant & une concentration de 10°-10° UFC/ml (Standardisation
de I’antibiogramme selon 1’OMS,1999).
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% Technique par écouvillonnage (Kirby-Bauer recommandée par ’OMS) :
L’ensemencement est réalis¢ a 1’aide d’un écouvillon stérile; imbibé de la suspension
bactérienne ou fongique puis I’essor sur la paroi interne du tube et faire des stries serrés
a la surface de la gélose préalablement solidifiée dans des boites de pétris stériles. Répéter
I’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois. Finir I’ensemencement en
passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose. Laisser imprégner les boites pendant

05 minutes a température ambiante. Les convenables des boites doivent étre fermé.

% Dép6t des disques imprégnés :
La méthode de diffusion a partir d’un disque solide a été utilisée pour mettre en évidence
I’activit¢ antimicrobienne de ces germes vis-a-vis des antibiotiques et des extraits bruts

et hydrolat.

% Test de sensibilite :

- Test de sensibilité au extrait ethanolique brut et hydrolat de plante Inula viscosa
(test d’inhibition):

e La gélose appropriée est coulée dans des boites de pétri de 90 mm de diametre
(’épaisseur du milieu doit étre de 04 mm car une couche plus fine augmente la taille

de la zone d’inhibition ce qui peut donner un résultat erroné).
e Inoculée avec une suspension microbienne pure fraichement préparée (ensemencement
a ’aide des écouvillons stériles). Deux boites sont utilisées pour chaque souche.

® A I’aide d’une pince stérile,des disques de papier filtre stérile de 06 mm de diametre est
imbibé par les quatre concentrations de 1’extrait éthanolique a tester et quatre
concentrations de I’hydrolat, puis les déposé a la surface de la gélose ensemencée,
appuyer doucement sur le disque imbibé pour assurer un contact uniforme avec le milieu.

e Laisser les boites pendant quelques instants (15 minutes) a la surface de la hotte
(a température ambiante) pour permettre la diffusion de 1’échantillon étudié.

e Incuber a 35C° pendant 18 a 24h pour les bactéries et a 25C° pendant 48h pour

les champignons (la levure et moisissure).

e De¢s I’application des disques imprégnés, 1’extrait diffuse de maniére uniforme.
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- Test de sensibilité aux antibiotiques ""antibiogramme"" :

Ce test a ¢été réalis¢é pour étudier I’antibiogramme standard des germes utilisés
et le comparer avec ’effet de nos extraits. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface
d’un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier.
La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole qu’avec

les disques de papiers imprégnés d’extrait.

% Lecture des résultats :
La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition (DZI) autour

de chaque disque en mm a I’aide d’une régle en mm ou d’un pied a coulisse.

% Interprétation des résultats :

L’interprétation des résultats se fait selon I’échelle d’estimation de 1’activité antimicrobienne
donnée par Meena et Sethi (1994), ces derniers mentionnant que ces diamétres des zones
d’inhibition de la croissance microbienne sont divisés en quatre classes (pour les disques 6 mm).

e Non inhibitrice (souche résistante) : diametre de la zone d’inhibition < 7 mm.

e Légérement inhibitrice (souche sensible) : 7 mm < diameétre de la zone d’inhibition
<13 mm.

e Modérément inhibitrice (souche trés sensible) : 13< diamétre de la zone d’inhibition
<25 mm.

e Diametre de la zone d’inhibition >25 mm fortement inhibitrice (souche extrémement

sensible).
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Figure 22 : Les étapes de détermination d’activité antimicrobienne.

% Détermination des CMI :
La CMI est déterminée par la plus petite concentration d’antibiotique donnant une inhibition

de la croissance aprés un temps de contact avec 1’antibiotique de 18 a 24 heures (Michel Briand,

1986).

2.5.2. Etude de Pactivité insecticide :

L’activité insecticide a été réalisée au printemps au mois de mars sur les larves de la mouche
méditerranéenne des fruits Ceratitis capitata , que nous avons extraite de fruit d’orange.

L

Figure 23 : Fruit d’orange attaqué par Ceratitis capitata.
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% Préparation des doses :
Pour les traitements des insectes on a réalisé :

» 03 doses différentes pour I’extrait éthanolique.
% La dose pure, il s’agit de traiter directement avec 1’extrait polyphénolique pur.
% Ladose SM, il s’agit de diluer d’abord 1’extrait pur, prenant 50% de I’extrait pur et rajouter
50% d’eau distillée.
% La dose D50%, il s’agit de diluer d’abord la solution mére, en prenant 50% de ’extrait

et rajouter 50% d’eau distillée.

= 02 doses différentes pour I’hydrolat :

% La dose pure,il s’agit de traiter directement avec 1’hydrolat pur.

% La dose D50%, il s’agit de diluer d’abord I’hydrolat, en prenant 50% de 1’hydrolat et rajouter
50% d’eau distillée.
= (01 dose pour le traitement chimique : DECIS 25 EC.

% Réalisation des essaies :
Traitement sur les larves de la cératite :

Soixante (60) larves de C. capitata sont traités par dépdt des disques imprégnés dans
les boites de Pétri (05 larves par boite) (fig.24). A I’aide d’une pince on imprégné les disques par
les différentes doses des traitements et les poser dans les boites. Le témoin est traité par un
traitement chimique. Deux répétitions sont appliquées pour chaque traitement. Apres le dépot
des disques, toutes les boites sont fermées, afin d’éviter I’évasion des individus et éviter
I’intervention d’insectes ravageurs.

Des observations quotidiennes sont effectuées apres 24 heures, 48 heures et 72 heures, afin

de déterminer le taux de mortalité provoquées par les traitements sur 1’insecte.
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il

T ILSRL

Figure 25 : Insecticide chimique (DECIS 25 EC)

s L’efficacité d’extrait brut :

Traitement sur I’insecte Armadillidium vulgare :

Pour confirmer I’efficacité d’extrait éthanplique et assurer leur propriété comme un
insecticide, on a réalisé un essai sur un insecte non nuisible : Armadillidium vulgare, sous-ordre
des Onisidea dans ’ordre isopoda, d’embranchement Arthropoda et de sous-embranchement

Crustacea.

Figure 26 : Insecte Armadillidium vulgare.
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Pour le traitement on a appliqué I’extrait brut, hydrolat pur et 1’eau physiologique
(pour le témoin).
Trente insectes d’Armadillidium vulgare sont traités par dép6t des disques imprégnés dans

les boites de Pétri (05 insectes par boite) (fig.27). Deux répétitions sont appliquées (par la méme
méthode précédente).

Figure 27 : Traitement d’Armadillidium vulgare.

Des observations quotidiennes sont effectuées apres 24 heures, 48 heures et 72 heures, afin

de déterminer le taux de mortalité provoquées par les traitements sur 1’insecte.

+« Exploitation des résultats :

v’ Calcul du pourcentage de mortalité :

Le pourcentage de mortalité observée est calculé a I’aide de la formule suivante (Acheuk
et Doumandji-Mitiche, 2013) :

Nombre d’individus morts
Taux de mortalité = X100

Nombre total d’individus
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2.6. Formulation de produit phytothérapeutiques :
Ingrédients :

e 10 ml d’huile de noix de coco (forme liquide): utilisée pour la phase huileuse
de nombreuses cremes.

e 03 boites de 45¢g de vaseline naturel : constitue la phase solide de la creme.

e 20gouttes d’huile essentielle de camphre.

e 20 gouttes d’huile essentielle de menthe.

La menthe est utilisée pour soulager les douleurs et pour ses bienfaits sur les problémes

musculaires et articulatoires.

e Poudre d’inule visqueuse de 02 concentrations de : 20 g et 40g.

e Vitamine EetC.

Donc on adeux pommades pour I’essai sur des personnes qui ont des problémes d’arthrose

et douleurs des articulations.

Méthode :

v’ Faire fondre I’huile de noix de coco et la vaseline naturel ensembles. VVous pouvez
le faire dans le micro-ondes ou bien au bain-marie.

v' Remuez jusqu’a ce que le tout soit bien fondu.

v’ Laissez le mélange refroidir un peu pendant quelques minutes, puis ajoutez la poudre
végétale d’inule visqueuse et laissé chauffer pendant 30 minutes, mélangez bien.

v' Filtrez le contenu a I’aide d’un tissu de filtration.

v' Ajoutez 20 gouttes d’huile essentielle de menthe et 20 gouttes d’huile essentielle
de camphre.

v’ Ajoutez les vitamines E et C.

v Mettre dans des flacons en verre et laissez refroidir complétement puis fermer.

Quand c’est completement refroidi, cela redeviendra solide ¢’est normal, mais dés qu’elle sera

en contact avec la chaleur de la peau, elle se liquéfiera a nouveau.
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Figure 28 : Formulation de pommade anti-inflammatoire.
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Résultats et Discussion

1. Rendement des huiles essentielles et hydrolat :

Nous avons remarqué que I’huile essenticlle s’est accumulée en petites masses sur les parois
du Clevenger, a cause de sa viscosité importante. Ci pour cela que sa récupération est tres
difficile, cette caractéristique est responsable de la récupération d’une tres faible quantité d’huile

méme apres 15 opérations d’extraction.

Figure 29 : Formation de quelques gouttes d’huile essentielle dans 1’hydrolat.

Les résultats des rendements des huiles essentielles de quatre régions par estimation visuelle,
ont montré que, la plante issue des montagnes de Médea possede un meilleur rendement en
huiles essentielles suivi de celle de la région d’Oran ensuite celle de Tipaza et en dernier celle
de la Matidja.

Ces différences sont dues a plusieurs facteurs :

Le degré de maturité, I’interaction avec 1’environnement (type de climat, sol) et le moment
de la récolte (apres la floraison, 70 % des huiles essentielles s’évaporent dans 1’air) (Besombes
C, 2008; Lee et al.,2003), ont signalé que lerendement en HE varie beaucoup selon la plante
utilisée, la partie de la plante utilisée, le matériel employé pour I’extraction et la méthode
d’extraction et aussi bien et les conditions d’environnement (sol, climat)et 1’origine de la plante
(Chalchat et al.,1997; Mansouri et al., 2011).

2. Détermination du pH : Ph = 6.27 sa signifi¢é que I’hydrolatde plante Inula viscosa est
Iégérement acide.
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3. Taux d’humidité :
Apres séchage des échantillons a Iaire libre a 1’abri de la lumiére et de température jusqu’a
atteindre un poids constant, le taux d’humidité est déterminé et le résultat obtenus est notée dans
le Tableau 06 :

Tableau 06 : Teneur en eau des feuilles d’Inula viscosa (Médea).

La plante Poids des feuilles Pois des feuilles Taux d’humidité
fraiches Séches
Inula viscosa 5009 92¢g 81,6 %

Les analyses des feuilles d’Inula viscosa de la région de Médea ont révélé un taux important
d’humidité 81,6 %, ce qui signifie que plus de la moitié du poids des feuilles fraiches d’l.viscosa

est constituée par I’eau, le reste représente la maticre séche.

Taux d'humidité

B Taux d'humidité  m Teneur en matiére seche

Figure 30 : Taux d’humidité des feuilles d’Inula viscosa

Selon Paris et Moyse (1965), les plantes fraiches renferment une teneur en eau allant de 60%
a 80 %. Donc notre espéce est plus riche en eau. En comparaison, Remli (2013) a trouvé un
pourcentage important d’eau dans les feuilles de la plante inula viscosa d’Oran qui est de 85 %
par contre Kheyar (2009) souligne un taux de 81.66% & Bejaia. Egalement Al-Dissi (2001)
a Al-Hommer (nord d’Amman)et Benayache (1991) a Constantine ont trouvés un pourcentage
environ 80%.

4. Taux d’extraction des polyphénols:
Apreés extraction et évaporation des filtrats, le taux d’extraction est déterminé et le résultat

obtenu est notée dans le Tableau 07 :
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Tableau 07 : Taux d’extraction des polyphénols (Médea).

Résultats et Discussion

Poids du ballon | Poids du ballon | Poids de plante Taux
La plante plein (aprés vide (avant (poudre) d’extraction
évaporation) évaporation)
Inula viscosa 257.304 g 271.542 g 100 g 14,24 %

Le rendement d’extraction dépend de plusieurs facteurs a savoir la durée d’extraction,
la température ainsi que la localisation géographique, la durée de stockage, la génetique,

le climat et aussi la période de récolte qui semble avoir un impact direct sur le rendement (Faten

etal., 2012).

Les résultats de Mohsen et Ammar (2009) ont prouvé que 1’éthanol était le meilleur solvant

pour I’extraction des composés phénoliques, suivi du méthanolet enfin I’cau.

5. Screening phytochimique :

L’analyse phytochimique effectuées sur I’extrait des feuilles de 1’espece Inula viscosa

de la région de Médea a permis d’identifier les différents groupes chimiques. Les résultats sont

regroupés dans le Tableau 08 :
Tableau 08 : Résultats de screening phytochimique (Médea).

Molécules
recherchées Résultat Observation Réaction
Flavonoide Coloration rouge +
orange
Tannin totaux Bleu noir +
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Coloration rouge
Glucosides brique

Saponosides
Précipité blanc

Coloration marron
claire
Proanthocyanidols

Alcaloides Coloration vert foncé
Anthocyanes Coloration marron
Irridoide Coloration beige
(orange claire)
Amidon Coloration vert
NB : (-) : Absence de substance (+) : Présence de substance
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D’aprés les résultats obtenus, on constate que les feuilles d’Inula viscosa présentent
une diversité moléculaire en métabolites secondaires, riches en flavonoides,en tanins totaux, en
glucosides et en saponosides. Par contre, une absence totale des alcaloides, des irridoides,
des anthocyanes, de 1’amidon et des proanthocyanidols est révélee.

Cafarchia et al. (2002) ont marqués une richesse des feuilles d’inula en flavonoides, tanins
et glucosides par contre un manque total de I’amidon est noté. Egalement Boumaza (2011)
a Oran a aussi apercue une abondance importante des flavonoides et saponosides. Benhammou
(2006) a classé Dittrichia viscosa de la région de Tlemcen comme étant une espéce a usage
antidiabétique et antioxydant vu sa richesse en flavonoides. En comparant nos résultats avec
ceux obtenus par Khalil et al. (2007) sur les feuilles de la méme espece récoltées dans la région
de Tlemcen au mois de novembre, il ressort que les composants de cette plante présentent

des similitudes pour certains composés et des dissimilitudes pour d’autres.

NB : la présence ou I’absence de ces éléments varie d’une espéce a une autre selon les
différentes parties de la plante (feuille, fleur, racine), lieu et période de récolte et les conditions

climatiques (Lee et al.,2003).
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6. Activité antimicrobienne:

Les résultats de I’activité antimicrobienne de ’extrait éthanolique, d’hydrolat d’Inula viscosa
et des antibiotiques ainsi que des antifongiques sont notés dans le Tableau 09 et I’Annex V.
Tableau 09 : Diamétre des zones d’inhibition (mm) de I’extrait brut et de I’hydrolat pur
(avec des dilutions), des antibiotiques et des antifongiques sur la croissance de différentes

souches testées.

Concentrations des Concentrations d’hydrolat Anti-
polyphénoles biotiques/fon
Résultats de deux giques
repetitions Solu-
brut tion Cc2 C3 C C1 C2 | C3 Pri- | Lami
C mere ma- | -daze
C1l zol
Pseudo- 30 23
monas 29.5 - - - - - - - /
aeroginosa
Echerichia 36 - - - - - - - 45 /
Souches coli 34
bacte- Salmonella 33 - - - - - - - 40 /
riennes 32.5
Bacillus 42 30 - - - - - 44 /
subtillis 33 20
Staphylo- 30 14 13 - 11 11 8.5 - 37
coccus aureus | 31.5 13.5 12 12.25 09 /
Souches Condida 25 9.25 8 - 08 7.25 - - / 38
fon- albicans 24 09 8.75 9.25 09
giques Aspergillus 21 - - - - - - - / 47
brasiliensis 24
Concentrations des Concentrations d’hydrolat Anti-
polyphénoles biotiques/fon
Résultats de la moyenne giques
(de deux répétitions)
brut Solu- C2 C3 C C1 CcC2 | C3 Pri- | Lami
C tion ma- | -daze
mere zol
C1
Pseudo- 29.75 - - - - - - - 23 /
monas +++
aeroginosa
Echerichia 35 - - - - - - - 45 /
coli +++
Souches Salmonella 32.75 - - - - - - - 40 /
bacté- +++
riennes Bacillus 37.5 25 - - - - - - 44 /
subtillis +++ ++
Staphy- 30.75 | 13.75 | 125 - 11.62 10 8.5 - 37 /
lococcus +++ ++ + + + +
aureus
Souches Condida 24.5 9.12 8.37 - 8.87 8.12 - - / 38
fon- albicans ++ + + + +
giques Aspergillus 225 - - - - - - - / 47
brasiliensis ++
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Bacillus subtillis : 50 % de solution mere (C4 = 0.5g) donne 9 mm, 25 % de solution mere ne

donne aucun résultat.

+++ : Fortement inhibitrice (souche extrémement sensible).
++ : Modérément inhibitrice (souche tres sensible).
+ : Légerement inhibitrice (souche sensible).

- 2 Non inhibitrice (souche résistante).

Dans cette partie, nous avons évalué¢ in vitro I’activité antimicrobienne de 1’extrait

éthanolique brut et de 1’hydrolat pur d’Inula viscosa et les dilutions (C1, C2, C3) pour chaque

extrait.

A. Action antibactérienne :

Pour D’extrait brut : toutes les bactéries sont sensible, classé respectivement comme
suite selon la sensibilité : Bacillus subtillis (37.5 mm), Echerichia coli (35 mm),
Salmonella (32.75mm), Staphylococcus aureus (30.75 mm) aprés Pseudomonas
aeroginosa (29.75 mm).

Pour les dilutions d’extrait brut : sauf deux bactéries sont sensible : Bacillus subtillis
(solution mere (C1), 50% de solution mére (0.5g) et Staphylococcus aureus (solution
meére C1, solution C2), avec des diametres (25 mm, 9mm), (13.5mm ,12.5 mm) classé
respectivement.

Pour I’hydrolat et ces dilutions : une seule bactérie est sensible : Staphylococcus aureus
(pour C=11.62 mm, C1=10 mm, C2=8.5 mm). Les autres bactéries sont réesistantes aux
biomolécules végétales contenues dans 1’hydrolat de la plante Inula viscosa.

Pour les antibiotiques (Primazol) : se sont révélés trés actifs vis-a-vis des souches

bactériennes de référence avec des diameétres d’inhibition variant de 23 a 44 mm.

On remarque une sensibilitétrés élevée de Staphylococcus aureus par I’extrait éthanolique

et I’hydrolat.

L’hypersensibilité de Staphylococcus aureus ATCC peut s’expliquer par la probabilité

de la sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux externes, tels que

la température, le pH et I’extraits naturels due a l'absence de la membrane externe (Balentine

et al.,2006). Aussi Bensegueni tounsi (2001) a indiqué que les extraits hydroalcooliques

et chloroformiques des parties aériennes d’Inula viscosa de la région de Constantine ont

une légere activité antibactérienne sur la croissance de Staphylococcus aureus.
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Pour I’ensemble on remarque que Bacillus subtillis et Staphylococcus aureus (Gram+) sont
plus sensibles que Pseudomonas aeroginosa, Echerichia coli et Salmonella (Gram-).
Selon Turkmen et al.(2007), les bactéries Gram (+) sont plus sensibles que les bactéries
Gram (-), cette sensibilité peut s’attribuer a la différence dans les couches externes des bactéries.
Les bactéries Gram (-) possedent une couche additionnelle a la membrane externe; qui se
compose de phosphpholipides, des protéines et des lipopolysacharides, cette membrane est
imperméable & la plus part des molécules. Pour cette raison, Masibo et son collaborateur
(2009) considere  E. Coli Gram négatif renferme une paroi qui limite I’accés des agents
antimicrobiens a leurs cibles ; tandis que les bactéries Gram positif qui sont moins protégées
contre les agents externes. Okoro et al. (2010) a confirmé aussi que les extraits de plantes sont
habituellement plus actifs contre les bactéries Gram positif que les bactéries Gram négatif.
Mohamedi (2006) et Smith (2001), ils confirment que les bactéries Gram positif sont plus
sensibles que Gram négatif ceci peut s’expliquer par la différence de la structure de la paroi

constituant les différentes bactéries Gram+ et Gram-.

D’aprés Abdoune (2012) a Bab-Ezzouar (Alger) et Benhammou (2006) a Tlemcen, cette
plante est Iégérement inhibitrice sur E.coli et fortement inhibitrice sur Staphylococcus aureus.

Les diametres des zones d’inhibition obtenues avec les bactéries gram positifs sont plus
importants que ceux obtenus avec les bactéries gram négatifs (Al-Bakri A et Afifi F.U, 2007).

On conclusion, les souches bactériennes testées a Gram positif étaient plus sensibles que
les gram négatif. En effet les résultats obtenus par tous ces auteurs sont compatibles avec
les résultats de notre étude.

On a noté précédemment que I’extrait est riche en flavonoides; Xiao et ses collaborateurs
(2014) ont montré que les flavonoides sont parmi les plus communs des produits naturels qui

présentent un large spectre d’activité antibactérienne.

B. Action antifongique :
= Pour Pextrait brut : les deux souches fongiques sont sensibles: Condida albicans
(24.5 mm) et Aspergillus brasiliensis (22.5 mm).
= Pour les dilutions d’extrait brut : seulement Condida albicans est sensible (solution
mére (C1l) et solution C2) avec des diametres classé respectivement (9.12 mm
et 8.37 mm).
= Pour I’hydrolat et ces dilutions : seulement Condida albicans est sensible

(pour C=8.87 mm et C1=8.12 mm).
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= Pour les antifongiques (Lamidaze) : se sont révélés trés actifs vis-a-vis des souches

fongiques de référence avec des diameétres d’inhibition variant de 38 et 47 mm.

D’apreés les résultats obtenus, on remarque que les substances naturelles de la plante Inula
viscosa sont de bons agents antimicrobiens, on peut déduire donc, que ’extrait éthanol/eau

de cette plante agit comme un antibiotique.

A la lumiére de tous ces résultats, nous pouvons dire que les effets antibactériens
et antifongiques obtenus seraient dus a I’action des flavonoides existants au niveau des parties
aériennes de notre plante (Remli, 2013). Cette activité antimicrobienne est associée aussi avec
I’origine de I’extrait (feuilles, fleurs ou racine), les conditions climatiques, la souche testée

et la nature du solvant.

Les résultats de notre travail d’activité antimicrobienne peuvent varier selon plusieurs

facteurs :

e La composition des extraits de cette plante en composés phénoliques.

e La méthode et les conditions d’extraction.

e Les conditions de conservation, de stockage et de transport.

e La concentration en extrait utilisée.

e Ladiffusion des extraits a travers la gélose.

e | ’état physiologique de micro-organismes.

e Lanature du matériel d’extraction (risque d’oxydation).

=  Détermination des CMI :

Le CMI de chaque traitement vis-a-vis des micro-organismes est représenté dans le Tableau 10.

Tableaul0O : CMI de chaque traitement vis-a-vis les micro-organismes.

Souches bactériennes Souches fongiques
Pseudo- | Echerichia Bacillus Staphylo- Condida Aspergillus
monas coli Salmonella subtillis COCCUS aureus albicans brasiliensis
aeroginosa
CP | H CP |H| CP H | CP H CP H CP H CP H

CMI | brut | / | brut | / | brut / C4 / Cc2 C2 C2 C1 brut /
0.59 0.059g | 25% | 0.05 | 50%

pur g pur

CP : composé phynolique H : hydrolat

49



Résultats et Discussion

Pour pouvoir comparer les CMI de différents micro-organismes, il est indispensable
de travailler sur des cellules a des stades de croissance (de 18 a 20 h d’incubation)
et a des concentrations similaires. Selon les résultats des CMI des différentes concentrations,
nous avons remarqué que :

» Les CMI d’extrait éthanolique des souches microbiennes sont comme suite :

- Pseudomonas aeroginos, Echerichia coli, Salmonella et Aspergillus brasiliensis ne
présente aucune sensibilité vis-a-vis les dilutions mais montre une sensibilité avec
I’extrait brut, alors ce dernier est leur CMI.

- Bacillus subtillis montre une sensibilité vis-a-vis les dilutions et leur CMI est C4= 0.5 g
(50% d’extrait brut).

- Staphylococcus aureus et Condida albicans révélé aussi une sensibilité vis-a-vis
les dilutions et leur CMI est C2=0.05 g (5 % de solution mere).

» Pour les CMI d’hydrolat :

Staphylococcus aureus et Condida albicans les seules souches qui réagirent avec 1’hydrolat.

- CMI de Staphylococcus aureusest : C2= 25 % d’hydrolat pur.

- CMI de Condida albicans est : C1= 50 % d’hydrolat pur.

7. Activité insecticide sur les larves de la C. capitata et Armadillidium vulgare:

7.1. Effet desdifférentes doses des traitements sur les larves de la cératite :

L’effet desdosesdifférentes des traitementssur les larves est mentionné dans la figure suivante :

B
)
= m 24h
£
IS m 48h
€
g 72h
x
35
T
|_

Doses des traitements

Figure 31 : Taux de mortalité moyen des larves de la cératite traités par différente doses de

traitements (naturels et chimiques).
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D’aprés la figu. 30, nous remarquons que le taux de mortalité évolue selon la période, le taux
le plus élevé atteint 100 % pour la dose chimique et aucune mortalité n’a été signalée pour
toutes lesdifférentes doses des extraits naturels (I’extrait d’inule visqueuse ne montre aucun effet

sur les larves de la cératite).
7.2. Effet des différentes doses des traitementssur Armadillidium vulgare :

L’effet desdifférentes dosesdes traitementssur Armadillidium vulgare mentionné dans

la figure suivante :
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Figure 32 : Taux de mortalité moyen d’Armadillidium vulgare par différente doses de

traitements (naturels et chimiques).

Concernant 1’autre insecte Armadillidium vulgare, les résultats ont montréla morte totale
des insectes traité par 1’extrait brut apres 48 h,par contre, les insectes traité par 1’hydrolat et I’eau

physiologique aucune résultat n’a été remarquée (aprées 72 h).

Les résultats montrent que 1’extrait brut est efficace pour certains insectes comme un
insecticide mais pas pour les autres. L’absence d’efficacité sur le ciratitis capitata peut étre
expliqguée par la tolérance physiologique de cet insecte pour les biomolécules actives
de I’inule. La sensibilité peut différer pour un insecte donné d’un stade a un autre (Gueye et al.,
2011).
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Conclusion

Le présent travail a porté sur 1’étude des activités biologiques (antimicrobienne et insecticide)
d’extrait éthanolique et d’hydrolat d’Inula viscosa préparés apres extraction par maceration
et hydrodistilation. Ces extraits sont fréquemment utilisésdans la médecine traditionnelle en
Algérie grace a ses propriétés thérapeutiques.

La teneur en eau de cette plante a révélé un taux élevé d’humidité81,6 %, ce qui signifie que
plus de la moitié du poids des feuilles fraiches d’l.viscosa sont constituées de 1’eau.

Le screening phytochimique a révélé la richesse des feuilles d’Inula viscosa en composants
actifs (les flavonoides, les taninstotaux, les glucosides et les saponosides), ainsi que 1’absence
totale des alcaloides, irridoides, anthocyanes, amidon et proanthocyanidols.

L’extraction des HEs par la méthode d’hydrodistillation a permis de donner une tres faible
masse difficile a récupérer a cause de sa forte viscosité, mais I’hydrolattrés aromatisé a été
récupéré. Le rendement en polyphénols est de 14,24%.

L’activité antimicrobienne selon la méthode de diffusion sur disques,a révéléque tous
les micro-organismes sont sensibles vis-a-vis I’extrait éthanolique brut. Pour 1’hydrolat,

seulement Staphylococcus aureus et Condida albicans étaient sensibles.

Les substances naturelles d’Inula viscosa sont de bons agents antimicrobiens, on peut deduire

donc, que ’extrait éthanol/eau de cette plante agisse comme un antibiotique.

L’activité insecticide a été réalisée sur les larves de Ceratitis capitata; une résistance
des larves de Ceratitis capitata a été observée avec toutes les doses par contre 1’insecte non

pathogéne a montré une grande sensibilité vis-a-vis 1’extraits éthanolique brut.
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Perspective

Etant donné que notre pays posséde une biodiversité spontanée immense, son exploitation

dans le domaine de phytothérapie par les recherches est trés demandé, et en perspective il est

recommandé de proposer :
» D’étudier Dactivité anti-inflammatoirein-vivo des polyphénols et d’hydrolat d’Inula

viscosa.
» D’appliquer le produit phyto-thérapeutique formulé sur les souris et les rats.

Ce travail n’a pas été possible de la réaliser pour les problemes du confinement du COVID19.

Nous proposons une étude pratique sur cette partie restante dans les années prochaines en

raison de son importance.
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Annexes

Annexe | : Les souches microbiennes utilisées.

Salmonella

Bacillus subtillis

Pseudomonas aeroginosa Echerichia coli

Condida albicans Aspergillus brasiliensis



Annexe Il : Matériels non biologiques.

Annexes

Tableau I : Verreries, petits matériels et appareillages.

Verreries et les petits matériels

Appareillages

Ballon Agitateur magnétique
Béchers Appareil d’hydrodistillation(Clevenger)
Boites de pétris Autoclave
Bouteille Bain marie
Burette graduée Balance
Entonnoir Bec bunsen
Ecouvillon Broyeur électrique

Fioles jaugées

Chauffe ballon

Flacons

Distillateur

Gans stériles

Etuve

Micropipettes

Evaporateur rotatif

Papier filtre

Ph meétre

Papier aluminium

Plaque chauffante

Pied a coulisse

Réfrigérateur

Pince Thermometre
Pipettes graduées Vortex
Porteur /
Seringues /
Spatule /
Tubes a essais /
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Annexe |11 : Produits et réactifs.

Tableau 11 : Produits et réactifs utilisés.

Réactifs et produits Formule chimique
Acétate de plomb Pb
Acide chlorhydrique HCI
Acide sulfurique H2S04
Alcool isoamylique C5H120
Chlorure ferrique FeCl3
Coupon de magnésium Mg
Cristaux de camphre /
Cristaux de menthol /
Eau distillé H202
Eau physiologique /
Ethanol /
Granulés de cire d'abeille /
Huile de noix de coco /
Huile de tournesol /
Hydroxyde de potassium KOH
infusé d’Inula viscosa /
lode 12
Poudre d’Inula viscosa /

Réactif de Dragen Droff /
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Annexe 1V: Résultats de I’activité antimicrobienne de ’extrait éthanolique et d’hydrolat d’Inula

viscosa et des antibiotiques sur la croissance de différentes souches testées.

Echerichia coli

Bacillus subtillis

Staphylococcus
aureus

Pseudomonas
aeroginosa

Salmonella

Condida albicans

Aspergillus
brasiliensis
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Condida albicans Aspergillus brasiliensis Bacillus subtillis

Echerichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeroginosa

/)

Salmonella Primazol Amidaz

Annexe V : Préparation des réactifs.

Tableau 111 : Les fiches techniques des réactifs et solutions utilisées.
Fiche technique 1 :FeCI3 a 2% e FeCl3.............. 29
o Eau distillé.....100ml
Fiche technique 2 : 1 g (comprimé) e 10Q.ciiiiiininns 90 ml Ph7
LI T 9ml
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Annexe VI : Caractéristiques des souches utilisées.

Famille Genres Gram | Formes Caracteres Habitat Pouvoir
et espéces et biologiques pathogene
mobilité
Aérobie facultatif Infection
Micro- Staphylo- Cocci catalase+ Peau et pyogeénes
coccaceae coccus + Immobile oxydase- mugueuses graves,
aureus coagulase+ intoxications
alimentaires
Aérobie facultatif Infection
Entero- Echerichia - Bacille | oxydase-,lactose+ | Tube digestif | urinaires des
bacteriaceae coli Mobille indole+ gastro-entérites
infantiles
Commensale Infection
des nosocomiales,
Pseudo- Pseudo- Aérobie stricte | téguments et | occupant le 1°°
monadaceae monas - Bacille oxydase+ des rang pour les
aeroginosa Mobille mugueuses infections
de I’homme pulmonaires
et des basses
animaux
Peut donner
Aéro-anaérobie lieu a de
facultatif Sol,poussiére redoutables
Bacillaceae Bacillus + Bacille oxydase- ,eau,air et infections dans
subtillis Mobille catalase+ plantes certains casou
encore étre a
I’origine d’une
infection
alimentaire
Bacille Aéro-anaérobie
Mobille facultatif
Entero- pour la oxydase- nitrate Les milieux Fievre
bacteriaceae | Salmonella - plupart, réductase+, aquatiques typhoides et
mais fermentative du pollués paratyphoides
certains glucose ,lactose-
sont im- indole-uréase-
mobiles
Candidoses
Forme Non pigmentées, | Tube digestif | superficielles.
variable | fermentation+ou - | de I’homme Infctions
Saccharo- Condida / rondesa | ,uréase -inositol et et des fongiques au
mycetaceae albicans allongées créatin non mamiféres et niveau des
assimilés des oiseaux mugueuses
digestive et
gynéco-logique
Une espece Sol, plantes, Mycoses
Asper- Filament mésophile aliments, pulmonaires
Moniliaceae gillus / colonies Un condiophore matériaux chez
brasiliensis sous possédant une divers. I’homme et
forme exytaimité renflée les oiseaux ,
duveteuse I’aspergillose
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Annexe VII : Présentation des pathogénes sur leurs milieux sélectifs.

Nom de pathogéne Milieu sélectif Aspect des colonies

Colonies de formes
irréguliéres,translucides
Agar cas€ine soja Couleur :blanc,créme ou jaune
Bacillus subtillis Nutrient agar Elévation :bousse

Surfacebrillante

Marge dentelée
Consistance gluante

Colonies blanches,puis jaunes et

Aspergillus brasiliensis Agar Sabouraud enfin granuleuse

noires,veloutées a revers
cotonneux

Condida albicans Agar Sabouraud Colonies de tailles moyennes
crémeuses

Pseudomonas aeroginosa Agar cetrimide Colonies bleues ou bleues vertes
avec fluorescence

Agar VVogel Johnson Petites colonies noires avec halo

Staphylococcus aureus Agar Chapman jaune

Colonies jaunes/blanches avec
halo jaune

Echerichia coli Agar MAC Conkey Colonies rouges,non mucoides

Agar XLD Colonies rouges bien
Salmonella développées avec ou sans centre
noir

Annexe V111 : Techniques d’ensemencement.

L’ensemencement consiste a déposer dans un milieu neuf des germes prélevés dans un milieu
de culture mere. Le transport est en général effectué avec une anse ou une pipette Pasteur.
Prendre les précautions nécessaires pour travailler dans de bonnes conditions d’aseptie

( nettoyage paillasse, mains par un désinfectant).

-Veiller a travailler dans la zone stérile autour du bec Bunsen,

-Tenir le tube contenant la culture mére dans la main gauche, deboucher pres de la flamme et
garder le coton dans la main,

-Flamber I’ouverture du tube.

-Stériliser 1’anse en la portant au rouge dans la flamme du bec bunsen, la laisser refroidir dans
la zone stérile.

- Prélever et repiquer rapidement dans le tube contenant le milieu de repiquage :

Repiquage sur milieu solide :

Repiquer en déplacant en zig zag 1’aiguille sur la surface de ’agar, du fond du tube vers
I’ouverture, en prenant soin de ne pas érafler la gélose, repasser dans la flamme 1’aiguille a
ensemencer en la portant au rouge. L’aiguille est préte pour un nouvel ensemencement.

- Flamber I’ouverture des tubes, flamber légérement les cotons, bouche




