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Résumé

Résumé

Ce travail a pour objectif la valorisation d’une espéce médicinale, Inula viscosa, par
la mise en évidence des propriétés antimicrobienne et antioxydante de son huile
essentielle. Cette derniére extraite par hydrodistillation, a partir des feuilles séchées a
donné un rendement de 0,12%. L’analyse phytochimique qualitative réalisée sur les
feuilles d’Inula viscosa a mis en évidence la présence des flavonoides, des tanins, des
coumarines et des saponosides. L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle testée
par la méthode de diffusion sur milieu gélose a démontré un effet inhibiteur sur les
souches de bactériennes notamment Pseudomonas aeruginosae et Staphylococcus
aureus avec des diamétres des zones d’inhibition de 13mm et 15mm, respectivement.
Elle a, également, manifesté un effet antifongique particulierement Candida
dubliniensis avec une zone d’inhibition de 14mm. Le pouvoir antioxydant a été évalué
par la technique de piégeage du radical libore DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl).
Les résultats montrent que cette huile essentielle possedent une activité antioxydante

modérée en comparaison avec le produit de référence 1’acide ascorbique.

Mots clés: Inula viscosa, huile essentielle, feuilles, activité antioxydante, activité

antimicrobienne, hydrodistillation.
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Résumé

Abstract

This work aims to increase the value of medicinal species Inula viscosa, by
highlighting the antimicrobial and antifungal properties of essential oil. The latter
extracted by steam distillation from the dried leaves gave a yield of 0.12%. The
qualitative phytochemical analysis performed on the leaves of Inula viscosa showed the
presence of flavonoids, tannins, coumarins and saponins. The antimicrobial activity of
the essential oil tested by diffusion method on agar medium showed an inhibitory effect
on bacterial strains including Pseudomonas aeruginosae and Staphylococcus aureus
with diameters of zones of inhibition of 13mm and 15mm, respectively. She, too,
expressed antifungal effect particularly Candida dubliniensis with a 14mm zone of
inhibition. The antioxidant capacity was evaluated by trapping technique of free radical
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). The results show that essential oils have

moderate antioxidant activity in comparison with the reference product ascorbic acid.

Keywords: Inula viscosa, essential oil, leaves, antioxidant activity, antimicrobial

activity, steam distillation.
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Glossaire

Akeéne : Fruit sec a une seule graine qui se n’ouvre pas a maturité,
Analgésique : Combat la douleur,

Anthelminthiques : Vermifuge,

Anti-inflammatoires : Soulage des inflammations,

Antioxydant : Prévient I’oxydation et 1’altération des tissus,
Antipyrétiques : Lutte contre la fiévre,

Antiseptique : Détruit les microorganismes responsables des infections,

Astringentes : Renforce les muqueuses et la peau, réduisant ainsi les sécrétions et les

saignements,
Emeétique : Provoque le vomissement,
Vermifuge : Elimine et évacue les vers intestinaux,

Vulnéraires : Cicatrise les blessures,
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Introduction

Introduction générale

Le stress oxydatif est la principale cause initiale de plusieurs maladies: cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme
pulmonaire, vieillissement accéléré, le diabéte, et les rhumatismes, maladie de
Parkinson et les inflammations gastro-intestinales (Georgetti et al, 2003; Atawodi,
2005 ; Favier, 2003).

Le stress oxydant serait également impliqué dans les maladies neurodégénératives,
notamment la maladie d’Alzheimer ou la mort neuronale qui pourrait étre liée a un
phénoméne d’apoptose impliquant les radicaux libres qui semblent également jouer un
réle non neégligeable dans la cancérogenése, puisque ces espéces peuvent étre
responsables de mutations dans I’ADN, ce qui constitue un facteur de risque dans

I’initiation et le développement du cancer (Desport et Couratier, 2002 ).

Plusieurs antioxydants synthétiques sont utilisés en cosmétiques et dans les huiles
végétales (Guo et al, 2006). Le gallate de propyle et le butylhydroxyanisole sont des
antioxydants phénoliques synthétiques hautement actifs qui agissent en inhibant la
chaine de réactions d'initiation et en réduisant de la peroxydation des acides gras
insaturés (Xiang et al, 2007). Malgré leur grand pouvoir antioxydant, I'excés de ces
antioxydants peut étre toxique, responsable de mutagénicité et peut méme présenter un

danger sur la santé humaine (Williams., 1994).

La recherche d’antioxydant naturels comme source alternatives aux antioxydants de
synthése a émergé et ’exploitation des différents métabolites secondaires de la plante a
été mis en évidence. Ces substances sont capables de reduire les radicaux libres comme

superoxyde, peroxyle, alcoxylate et hydroxyle (Benhamou et al, 2008).

De méme, plusieurs questions se sont soulevées concernant la sécurité et I’efficacité des
produits chimiques utilisés en médecine .En effet, durant les 20 derniéres années, il a été
prouvé que I’efficacité des antibiotiques a fortement diminué. Les bactéries en sont
devenues de plus en plus résistantes. L’usage général 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 (Al-Dissi et al, 2001).
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Introduction

De ce fait, le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avére indispensable
pour lutter contre les phénomenes de la résistance bactérienne et I’oxydation des
aliments. Dans ce but, I’investigation des plantes représente un potentiel inestimable
pour la découverte de nouvelles substances a pouvoir antimicrobien et antioxydant.
Ainsi les huiles essentielles commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives (Bruneton, 1999; Teuscher et al, 2005).
Elles font ’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation comme alternative pour le
traitement des maladies infectieuses (Chalchat et al, 1997; Baser et al, 2001) et pour la

protection des aliments contre 1’oxydation (Deans et al, 1994 ; Miguel et al, 2003).

Des études approfondies sur les composants chimiques des espéces végétales ont
conduit a l'identification de plusieurs substances, y compris les huiles essentielles, avec
une activité antibactérienne et antioxydante intéressante. Notre choix est porté sur une
plante de la famille des Asteraceae : Inula viscosa.

L’inule visqueuse est une plante médicinale traditionnelle trés utilisée du bassin
méditerranéen, a multiples usages, dont les traces sont retrouvées dans de tres anciens
écrits romains (Pline), hébreux ou arabes. Les inflorescences, les feuilles sont utilisées

séchees en tisanes ou des huiles essentielles en sont extraites (Reeb, 2010).

L’objectif de notre travail consiste a valoriser Inula viscosa sur le plan médicinal, en
mettent en évidence ’efficacité de son huile essentielle comme agents antioxydant et

antimicrobien.

Page 2



/\/

Ftude
bibliographique

/\/




Etude bibliographique

1. Inulaviscosa L. (Dittrichia viscosa L.)

Inula viscosa appartient a la grande famille des composeées, cette famille est I'une des
plus distribuées dans le regne vegétal et représentée principalement dans les régions
tempéreées et froides du globe.

Cette grande famille comprend plus de 13 tribus répartis en 1500 genres et 23000
espéces. En Algérie, il en existe 109 genres répartis en 408 especes. Parmi les genres
appartenant a la famille compositae, le genre Inula comprend une variété d'environ 90

especes. Il est largement distribué dans le bassin méditerranéen.(Reeb, 2010).

1.1. Etymologie
Inula viendrait du grec «Inéo» qui signifie «je purge», faisant allusion a une propriété
thérapeutique de la plante (Fauron et Moati, 1983) d’ou le nom d’Aunée visqueuse
(Fournier 1947).

1.2. Systematique

D’aprés Ciccarelii (2007), Inula viscosa a été rattacher au genre Ditrichia (Ditrichia
viscosa) car elle possede des poils glanduleux sur 1’ovaire, ce qui n’est pas le cas des
autres especes du genre Inula. Bock et al. (2015), notent que 1’ inule visqueuse est
classée comme suit:

Regne : Plantae.

Embranchement : Spermaphytes.

Classe : Dicotylédones.

Ordre : Astérales.

Famille : Asteracees (Compositeae).

Genre : Dittrichia.

Espéce : Dittrichia Viscosa.

1.3. Noms vernaculaires
e Frangais : Inule visqueuse. (LEGER, 2007).
e Anglais: Woody fleabane. (LEGER, 2007).
e Arabe: Magramane, Bagramane.

e Berbere: Amagramane ou bayraman.
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1.4. Description botanique

Quezel et Santa (1963), décrivent Inula viscosa comme étant une plante annuelle
herbacée, pérenne ou vivace chez laquelle les branches ligneuses bourgeonnent a
chaque printemps (figurel).

C’est une plante pouvant atteindre 120 cm de hauteur avec des tiges de 5-10 cm (Haoui
et al, 2011).

D’apres Kaddem (1990), les feuilles sont oblongues, sessiles, alternes, dentées,
glanduleuses sur les deux faces et visqueuses, dégagent pendant la phase végétative une
forte odeur caractéristique, avec une racine pivotante lignifiée pouvant atteindre 30 cm

de long.

Figure 1. Les feuilles d’Inula viscosa de la région de Tipaza.

Reeb (2010), mentionne que les fleurs d’l. viscosa sont regroupées en capitules,
d’environ 10-20 mm de diamétre. Les capitules sont groupés eux-mémes en pannicule
assez dense; ils sont portés par des ramifications nombreuses de la tige principale,
I’ensemble ayant une forme grossierement pyramidale. L’ensemble est rassemblé en
inflorescences en longues grappes pyramidales entourées par un involucre de bractées,
qui peuvent étre en partie membraneuses et ciliées. L’inule porte deux types de fleurs:
des fleurs ligulées a pétales soudés en languettes jaunes, qui dépassent assez
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franchement I’involucre et se situent a I’extérieur du capitule, et des fleurs tubulées
jaune orangé, au centre du capitule et sont caractérisées par une forte odeur rayonnante
(figure 2). Les étamines sont accolées par leurs anthéres. L’ovaire infére, se trouve sous
les piéces florales.

Les fruits secs, un peu ovoides, sont surmontés par une petite aigrette jaunatre de soies
denticulées.

Inula viscosa fleurit a la fin de I'été et au debut de I'automne (Al-Dissi et al, 2001)

Figure 2 : Les fleurs d’Inula viscosa L.

1.4. Répartition géographique et écologie

Cette espece est présente dans les Alpes-Maritimes, aux Pyrénées-Orientales
(Bensegueni-tounsi, 2001), dans certains pays d’Europe comme 1’Espagne, la
France, I’ltalie...etc. (Al-Dissi et al, 2001). Elle se trouve aussi dans les pays de I’ Asie
tels que: La Chine, le Japon, la Korée...etc. Elle est commune dans 1I’ensemble des pays
du Maghreb: la Tunisie, le Maroc et largement répandue dans le nord de I’Algérie et
dans tout le pourtour méditerranéen jusqu’au cceur du Sahara. Elle se trouve aussi en
Egypte (Reeb, 2010).

L’inule visqueuse pousse sur les sols salés, les prairies humides et les bords de cours

d’eau, les rocailles, terrains argileux un peu humide et les bords des routes.
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1.5. Composition chimique

Les travaux de Benayache et al. (1991), rapportent que les parties aériennes d’Inula
viscosa contiennent des Flavonoides, des acides sesquiterpéniques et des triterpenes et
des esters. Elle est riche en huile essentielle dont les constituants majoritaires sont :

y- terpinene (36,9 %), a-pinéne ( 18 ,9%), - pinene (8,9 %), p-cyméne (7,5 %),
limonene (18,9%), B- maaliéne (7,4%), B-phellandréne (7,3%), isocomene (6,2 %), 2,5-
dimethoxy-p-cymene (21,2%), B-caryophyllene (16,58%), & - caninéne (5,9%) et o—
cadinol (4,2%). La plante contient un acide gras (Remli, 2013).

1.6. Usages thérapeutiques

Selon Ulubelen (1987) et Cafarchia et al. (1999), les parties utilisées d’Inula viscosa
sont les parties aériennes, feuilles et tiges séchées réduites en poudre ou les feuilles
fraiches de la plante.
L’inule visqueuse est une plante médicinale traditionnelle majeure du bassin
méditerranéen, a multiples usages, dont on retrouve les traces dans de tres anciens écrits
romains (Pline), hébreux ou arabes. Les inflorescences, les feuilles sont utilisées
séchees en tisanes ou des huiles essentielles en sont extraites (Reeb, 2010).
Elle a été utilisée dans la médecine traditionnelle pour ses propriétés anti-
inflammatoires, astringentes et vulnéraires (Benhammou et al, 2005). Elle est aussi
utilisée comme antiseptique au niveau de I’appareil génital, améliore 1’appétit et est
aussi antiémétique (Benguerba, 2008). Elle posséde des propriétés antipyrétiques
(Reeb, 2010). Elle est connue dans le traitement les troubles gastriques (Kattouflet al,
2011).

Il a été rapporté aussi que la poudre d’Inula viscosa de la partie aérienne est utilisée
dans le traitement des mycoses cutanées (Benguerba, 2008). La plante est aussi dotee
de propriéetés: antioxydante, anti-gale et du pouvoir cicatrisant (Haoui et al, 2011).

Dans le Nord de I’Afrique et le pourtour méditerranéen, I’Inule visqueuse occupe une
place appréciable dans la médecine traditionnelle. Elle est connue pour ses propriétés
anthelminthiques, vermifuge. Elle est largement présente dans la pharmacopee
traditionnelle marocaine pour traiter la bronchite, le diabéte, les blessures et les troubles

gastriques et intestinaux (Al-Dissi et al, 2001).
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En Algérie, elle était utilisée sous forme de suc de feuilles fraiches, pour arréter les
hémorragies, prévenir les inflammations et activer la cicatrisation. Elle aurait d’autres
propriétés encore en usage externe, comme analgésique (contre les céphalées et les

douleurs abdominales) et anti rhumatismale (Kaddem, 1990).

L’huile essentielle d’Inula viscosa peut étre utilisée dans le traitement de l'ulcere
gastrique et I’extrait aqueux (EA) des feuilles d’Inula viscosa est utilisé pour le

traitement de I’hypertension artérielle (Reeb, 2010).
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2. les huiles essentielles (HE)
2.1. Généralités
Les huiles essentielles se rencontrent dans tout le regne végétal, cependant, elles sont
particulierement abondantes chez certaines familles: Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae,
Lamiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae et Piperaceae (Talbaoui
et al, 2012).

Elles sont tres recherchées, car elles sont généralement dotées de propriétés biologiques
intéressantes. Certaines ont des propriétés pharmaceutiques reconnues, d’autres sont
utilisées comme bases de parfums ou comme additifs alimentaires (Marghache et al,
2009).

Selon Endrias (2006), les essences peuvent étre localisées des organes secréteurs
spécialement différenciés et variables suivant les familles botaniques, tels que: les poils
sécréteurs des Lamiacées, les poches sécrétrices des Rutacées et les canaux sécréteurs
des Coniferes. Elles peuvent étre, également, retrouvées dans des cellules sécrétrices
isolées (cas des Lauracées et Magnoliacées).

Elles peuvent étre stockées dans tous les organes de la plante, par exemples: dans les
sommités fleuries (menthe, lavande), les feuilles (eucalyptus, laurier), les rhizomes
(gingembre), les fruits (agrumes, badiane, anis), les racines (vétiver), les graines
(muscades), bien que cela soit moins habituel dans des écorces (cannelier) (Yahyaoui,
2005).

2.2. Définition

La norme AFNOR T75-006 (1998), définit I'huile essentielle comme «un produit
obtenu a partir d'une matiére premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit
par des procédés mécaniques a partir de I'épicarpe des citrus, soit par distillation séche »
(Bruneton, 1999).

2.3. Composition chimique

D’aprés Teisseire (1991), L'étude de la composition chimique des huiles essentielles
montre qu'il s'agit d’un mélange complexe et variable de constituants appartenant
exclusivement a deux groupes, caractérisés par des origines biosynthétiques distinctes,

Les terpénoides et les composés aromatiques dérivés du phenylpropane. On y trouve en
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plus, des hydrocarbures, des esters, des lactones, des aldéhydes, des alcools, des acides,

des cétones, des phenols, des oxydes et autres.

2.4. Procédés d’extraction

2.4.1. L’hydrodistillation

L’hydrodistillation est la technique de référence dans 1’étude des composés volatiles
d’une plante dans le domaine de la recherche. C’est la méthode normée pour
I’extraction des huiles essentielles a partir des épices seches, ainsi que pour leur
contrdle de qualités au laboratoire.

Teisseire (1991), indique que cette technique consiste & immerger la matiére végétale
dans un bain d’eau, ensuite 1’ensemble est port¢é a ébullition sous pression
atmosphérique. La chaleur permet 1’éclatement et la libération des molécules odorantes
contenues dans les cellules végetales. Ces molécules aromatiques forment avec la
vapeur d’eau un mélange azéotropique «eau + huile essentielle». Ce dernier est
condense, refroidi et récupéré dans un essencier ou vase florentin.(Figure 4).

L’huile essentielle étant plus légeres que 1’eau (sauf quelques rares exceptions) elle
surnage au dessus de I’hydrolat cette technique a été appliquée dans des nombreuses

travaux (Lagunez Rivera, 2006).
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Figure 4. Dispositif de hydrodistillation, le clevenger (Lamamra, 2007).
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2.4.2. Entrainement a la vapeur d’eau

Le matériel végétal est soumis a 1’action d’un courant de vapeur sans macération
préalable, qui traverse les végétaux et emporte avec elle les molécules aromatiques. La
vapeur chargée de I'ardme se condense alors en traversant une cuve réfrigérante pour
étre récupérée en phase liquide dans un vase florentin (ou essencier) ou 1’huile

essentielle est séparée de 1’eau par décantation (Smadja, 2009).(Figure 5).

.-’.

|
vapeur d'eau saturée en
composés aromatique o
LTS N —

refrigérant

serpentin a
eau

—_—

e d . o
arrny 7 . A il . .

et vapeurd'eau i .| huile essentielle
vapeur d'cau recondensé i (=S

Figure 5. Dispositif de 1’extraction par entrainement a la vapeur d’eau (El haib,
2011)

2.4.3. Expression a froid

Ce mode d’obtention ne s’applique qu’aux fruits d’agrumes (Citrus sp.) par des
procédés mécaniques a température ambiante. L'expression a froid consiste a soumettre
la substance végétale a une forte pression a l'aide d'une presse hydraulique (Desmares
et al, 2008).
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2.5. Domaines d’utilisation
Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans

I’industrie, cosmétique, alimentaire et médicinale (Grysole, 2004).

+ Domaine agroalimentaire
En ce qui concerne I’industrie alimentaire, les huiles essentielles sont utilisées pour
rehausser le gol(t des aliments, pour parfumer et colorer. Le nombre de produits
augmente et le consommateur recherche d’avantage les produits avec des ingrédients
naturels, telle que I’huile essentielle d’orange qui est la plus utilisée dans le monde
(Confédération Suisse, 2009).

+ Domaine cosmétique
L’utilisation des huiles essenticlles comme base dans la fabrication des parfums et des
savons constitue une pratique courante depuis des siécles dans la plupart des
civilisations. Leur consommation dans ce secteur se caractérise par le besoin d’une trés
grande variété de produits, de quantités relativement faibles et de prix souvent élevés.
La parfumerie technique a également recours aux huiles essentielles pour ’image de
propreté a laquelle elles sont associées, mais aussi parfois pour leurs propriétés
antiseptiques, come par exemple, la Citronnelle dégage un parfum qui indique au

visiteur que I’endroit a été fraichement lavé (Elhaib, 2011).

¢+ Domaine pharmaceutique

Les HE a utilisations médicinales peuvent étre vendues en petits flacons ou sous forme
de vaporisateurs, de pastilles, de bonbons. Ces huiles peuvent également étre utilisées
comme inhalant pour soulager les difficultés respiratoires, comme dentifrice (dans
I’eau), ainsi que pour rafraichir ou soulager la gorge (Turgeon, 2001). L'homéopathie et
I'aromathérapie sont des exemples courants d'usage des huiles essentielles en médecine
douce, et leur popularité s'est accrue d'une fagon considérable ces derniéres années
(Elhaib, 2011).

3. Activités biologiques

3.1. Le pouvoir antioxydant

3.1.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un électron non

apparié, extrémement instable, donc tres réactifs. Par conséquent, leur durée de vie est
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généralement trés courte, de I’ordre de 10-4 secondes, ce composé peut réagir avec les
molécules les plus stables pour apparier son électron (André, 1998; Beckman et Ames,
1998).

Les radicaux libres semblent jouer un réle non négligeable dans la cancérogenese,
puisque ces espéces peuvent étre responsables de mutations de I’ADN, ce qui constitue
un facteur de risque dans I’initiation et le développement du cancer (Desport et

Couratier, 2002).

3.1.2. Le stress antioxydant

Un antioxydant est toute substance capable de retarder ou d’inhiber 1’oxydation des
substrats biologiques (Al-Mamary et al, 2002; Boyd et al, 2003; Karou et al, 2005).
Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi
inoffensifs (Vansant, 2004). Ces antioxydants ont de deux origines, I’une apportée par
I’alimentation sous forme de fruits et de Iégumes riches en vitamines C, E, caroténoides,
ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique. Tandis que ’autre est endogéne
représentée par des enzymes, tels que les superoxydases dismutases (SOD) et la catalase
(r6le de protection), les glutathion peroxydases (GSH-Px) (r6le de détoxication) ou des
protéines comme la ferritine, I’albumine...etc. (Curtay et Robin, 2000). Pincemail et
Defraigne (2004), ajoutent aussi quelques oligo-éléments comme le sélénium, le cuivre
et le zinc qui sont des cofacteurs importants pour ’activité de certains enzymes

antioxydants.
3.2. Activité anti bactérienne

La résistance aux antibiotiques est un probléme qui continue a défier le secteur de la
sante. La decouverte de nouveaux antibiotiques et de nouvelles stratégies thérapeutiques
est nécessaires pour relever ce defi. Les progres dans l'identification de nouvelles
sources d'antibiotiques naturels et I'expansion de la diversité chimique des antibiotiques
fournissent des pistes chimiques pour les nouveaux médicaments (Wright et
Sutherland, 2007).

Les antibiotiques a base de plantes représentent une grande source inexploitée de
médicaments. Les antibactériens d'origine végétale ont un énorme potentiel
thérapeutique. Les infections humaines en particulier celles impliquant des micro-

organismes: bactéries, champignons ou virus, provoquent des infections graves dans les
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pays tropicaux et subtropicaux du monde. En général, les bactéries ont la capacité

génétique a transmettre et a acquérir une résistance a des médicaments, qui sont utilisés
comme agents thérapeutiques

(Girish et Satish, 2008).
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Matériel et méthodes

Notre travail a été réalisé sur une période de 3 mois, allant du mois de Mars jusqu’au
mois de Mai 2016, au niveau de 1’unité Antibiotical de Saidal- Médéa et le laboratoire

d’Hygiéne de la wilaya de Blida,

1. Matériel

1.1. Matériel VVégétal

Les feuilles d’Inula viscosa ont été récoltées dans la région de Damous, wilaya de
TIPAZA, au mois de mars 2016 durant la période printaniére. Cette période correspond
au stade feuillaison de la plante. La récolte a été effectuée dans une matinée, ensoleillée

ou la température variait entre 20 et 22°C.

Apreés les avoir débarrassé des impuretés et séchées a ’ombre a température ambiante
pendant plusieurs jours, les feuilles de I’inule sont réduites en poudre au moyen d’un
broyeur électrique puis passées au travers d’un tamis afin de récupérer une poudre fine.
La poudre ainsi obtenue est conservée a 1’abri de la lumiére et de I’humidité dans des

sacs en papier.

1.2. Micro organismes
Les souches microbiennes référencées consistent en trois bactéries et trois souches

fongiques. Elles proviennent de 1’unité Antibiotical de Saidal —-Médéa (Tableau 1).
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Tableau 1. Les souches microbiennes testées ainsi que leurs références.
Souche microbienne ATCC Gram Moreira et al, (2005)

Escherichia coli

11105 -
Staphylococcus aureus
6538 N Résistante : D <8mm
Pseudomonas aeruginosa sensible: 8 mm < D < 14mm
9027 i . _
Tres sensible : 15mm < D < 19mm
Aspergilus bna siliensis
i Extrémement sensible : D > 20mm
Candida dubliniensis
10231

Candida albicans

2. Méthodes

2.1. Test phytochimique (screening chimique)

Ce test qualitatif a pour but de connaitre la composition en métabolites secondaires des
feuilles d’Inula viscosa, basé sur les changements de couleur. 1l est effectué, soit sur la

poudre, soit sur I’infusé, selon les méthodes décrites par Ghrib (1988).

» Préparation de I’infusé
Mettre a infuser 20g de la poudre séche dans 100ml d’eau distillée bouillante, pendant
15min. L’extrait obtenu est filtré par un papier filtre.

v' Les tanins
La présence des tanins et mise en évidence en ajoutant a 1ml de I’infusé, 1ml d’eau
distillée et 1 a 2 gouttes de solution de FeCls a 10%. L’apparition d’une coloration verte

foncee ou bleu vert indique la présence des tanins.

v’ Les saponosides
A 2ml de I’infusé ajouter 3ml d’une solution d’acétate de plomb. L’aspect mousseux de

la solution indique la présence des saponosides.
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v Les coumarines
Faire bouillir a reflux 2g de poudre dans 20ml d’alcool éthylique pendant 15 min puis
filtrer. A 5ml du filtrat, sont rajoutées 10 gouttes de la solution alcoolique de KOH a
10% et quelques gouttes de HCI a 10%. La formation d’un trouble indique la présence

des coumarines.

v" Les glucosides
L’essai effectué consiste a ajouter quelques gouttes de H2SO4 a 96% (acide sulfurique) a
29 de poudre végétale. La formation d’une coloration rouge brique qui vire vers le

violet indique la présence des glucosides.

v Les alcaloides
5ml de I’infusé sont rajoutés a 3ml de HSO4 a 96% et 5ml d’une solution d’iodo-
mercurate de potassium. L’apparition d’une coloration bleue indique la présence des

alcaloides.

v Les anthocyanines
5ml de I’infusé sont mélangés avec 4ml d’hydroxyle d’ammoniac a 30%. L’apparition

d’une coloration rouge indique la présence des anthocyanines.

v Les flavonoides
Introduire 10g de la poudre seche dans 150ml de HCI a 37%, dilué a 1%. Laisser
pendant 24h puis filtrer et procéder au test suivant :
A 10ml du filtrat rajouter 5ml de NH4sOH & 30%, le milieu est ainsi basique. Un test
positif est révélé par 1’apparition d’une coloration jaune dans la partie supérieure du

tube a essai.

2.2. Extraction de I’huile essentielle
Le matériel végétal séché est soumis a une hydrodistillation au moyen d’un dispositif
d’extraction de type Clevenger. Cette technique se base sur le pouvoir que posséde la

vapeur d’eau a transporter les huiles essentielles.

L’opération consiste a introduire 100 g de masse végétale dans un ballon de 1000 ml,
auxquels sont ajouté 700ml d’eau distillée. Le mélange est porté a ébullition a 1’aide
d’un chauffe ballon. Les vapeurs chargées en huile essentielle, en traversant le

réfrigérant, vont se condenser et s’accumuler dans la burette graduée. L’opération
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d’extraction dure trois heures a partir du début de I’ébullition. Cette opération a été

répéter 16 fois.

L’huile ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un déshydratant, le sodium Anhydre,
afin d’éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans 1’huile essentielle.
Cette derniére est conservée dans un flacon opaque bien scellé a température basse (4
Co).

2.3. Calcul du rendement en huile essentielle

Le rendement en HE est le rapport entre la masse de I’huile récupérée (Mue) en (g) et la
masse de la matiére végétale (Mmv) séche utilisée en (g) multiplié par 100 (Lucchesie,
2005).

R% = (Mue/Mwmv) X 100

Avec:

R: Rendement en huile essentielle en pourcentage (%).
Mre: Masse de I’huile recueillie en (g).

Mwmv: Masse de la matiére végétale en (g).

2.4. Propriétés physico-chimiques de I’huile essentielle
2.4.1. Propriétés physiques

v Indice de réfraction (1SO 280 :1999(75-112))
L’indice de réfraction (IR) a la température de référence (T=20°C) est mesuré a ’aide
d’un réfractometre, selon le protocole suivant:
Nettoyer soigneusement le prisme du réfractométre pius mettre quelques gouttes de
I’HE sur le prisme, tournez les vis de réglage en regardant dans la lunette jusqu'a
I’obtention de deux plages égales, 1’une étant sombre, 1’autre claire et enfin lire le

résultat dans 1’échelle qui se trouve au dessous des deux plages.
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v Densité (AFNOR, 2000)
C’est le rapport de la masse d’un certain volume d’une huile essentielle a 20°C, a la
masse d’un volume égale d’eau a 20°C. Elle constitue un point de repere important. Sa
valeur permet d’avoir une idée sur la composition chimique de 1°‘HE.
Mode opératoire et calcul :
Nous pesons une fiole vide d’une capacité de 5 ml a I’aide d’une balance. Remplir la
fiole avec de I’eau distillée, peser la fiole pleine. Effectuer les mémes opérations, en
remplagant I’eau par notre HE.

La densité est calculée d’apres la formule suivante :

Mo : masse en gramme de la fiole vide.
mz1 : masse en gramme de la fiole remplie d’eau.

mz : masse en gramme de la fiole remplie d’HE.

2.4.2. Propriétés chimiques
v Indice d’acide (AFNOR 2000)
L’Indice d’acide (la) est le nombre en milligramme de potasse (KOH) nécessaire pour

neutraliser les acides libres renfermés dans 1g d’HE.

lg d’HE est mélangé a 5ml d’éthanol a 96%, rajouter 5 gouttes de phénophtaléine
(indicateur coloré). La solution est introduite dans un erlenmeyer et est titrée par une
solution alcoolique de potasse (0,1 N) jusqu’a ce que la solution vire au rose. L’Indice

d’acide (Ia) est calculé comme suit:

la=V.C.56, 11/m

ou:
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la: Indice d’acide.

V : le volume en ml de la solution de KOH utilisée pour le titrage.
C : la concentration en mol / | de la solution de KOH.

m : la masse en gramme de I’HE.

56,11 : masse molaire de KOH.

v Indice d’ester (pharmacopée européenne, 2001)
L’indice d’ester (le) est le nombre en milligramme de potasse (KOH), nécessaire pour
neutraliser les acides libérés par hydrolyse en milieu basique (saponification) des esters

contenus dans 1g d’HE.

Dans un ballon, introduire 1g d’HE et ajouter a 1’aide d’une burette 25 ml d’une
solution alcoolique de KOH 0,5 N et des fragments de pierre de ponce. Adopter le tube
en verre au ballon et le placer sur un bain d’eau bouillante et laisser pendant 15 min. Par
la suite, laisser refroidir, démonter le tube et ajouter 20ml d’eau puis 5 gouttes de
phénophtaléine. Enfin, titrer I’excés d’hydroxyde de potassium avec la solution d’acide
chlorhydrique (HCI).

L’indice d’ester (Ie) est calculé selon la formule suivante :

[ le = 28,05/m. (Vo— V1) - la ]

avec:
Vo: le volume en ml de la solution de HCL (0,1N) mesuré pour I’essai a blanc.
V1. le volume en ml de la solution de HCL (0,1N) mesuré pour le calcul de le.
m: la masse en gramme de la prise d’essai.

Ia: indice d’acide.

v Indice de saponification (ISO 3657, 2002)
L’indice de saponification (Is) est le nombre en milligramme de potasse (KOH),
nécessaire pour saponifier la matiere grasse dans les conditions opératoire spécifiées

dans la présente Norme international.
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Selon la pharmacopée européenne (2001), Is est calculé a partir de I’indice d’acide et

de I’indice d’ester :

Is=le + la

2.5. Evaluation des activitées biologiques

2.5.1. Activité antimicrobienne

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne d’une plante peut étre réalisée par plusieurs
méthodes, parmi ces méthodes la technique utilisée dans notre cas est la diffusion en
milieu gélosé « antibiogramme ».

e Technique de diffusion en milieu gélosé « antibiogramme »
Le test de sensibilité antibiogramme est avant tout un outil de décision thérapeutique en
classant les bactéries : sensibles, intermédiaires ou résistantes (Caron, 2012).
Dans cette méthode, des disques de 6mm de papier filtre sont imprégnés d’échantillon
puis déposés a la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé, en surface d’une
suspension bactérienne. La lecture des résultats se fait apres incubation a 37°C pendant
18h par la mesure de diametre de la zone d’inhibition (DZI) en millimetre de la
croissance bactérienne.

» Préparation des milieux de culture

Les milieux gélosées solides, Muller Hinton (MH) pour les bactéries et Sabouraud
(SAB) pour les levures ont été mis dans un bain Marie. Par la suite, ils ont été coulés
dans des boites de Pétri de 9mm de diamétre et laisser a température ambiante sans

couvercle jusqu’a solidification.

» Préparation de I’'inoculum
Les suspensions microbiennes ont été réalisées par prélevements de 3 a 4 colonies
isolées d’une culture pure et jeune de 18h pour les bactéries et de 48h pour les levures.
Elles sont diluées dans 10ml d’eau physiologique stérile, puis agiter au vortex pour
obtenir une suspension légérement opaque. Par la suite, leurs densités optiques (DO) ont
été lues a 625 nm. La densité optique des suspensions est fixée a 0,1, qui représentent
I’équivalent de 0.5Mc Farland.
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» Ensemencement et dép6ts des disques
Tremper un écouvillon stérile dans les solutions bactériennes et fongiques et étaler les
suspensions microbiennes sur les surfaces gélosees.
Des disques stériles de 9 mm de diametre, imbibés d’huile essentielle, sont déposés sur
la surface gelosée. Laisser pendant 30min a température ambiante.
Aprés diffusion de ’HE dans la gélose les boites sont incubées a 37°C, pendant 24
heures pour les bactéries et a 25°C pendant 48 heures pour les levures.
La lecture s’effectue par la mesure du diamétre des zones d’inhibition de la croissance

microbienne (ZI) a I’aide d’une régle graduée.

2.5.2. Activité antioxydante

Pour évaluer I’activité antioxydante, nous avons utilisé la méthode du DPPH (2.2-
dipheényl-1-picrylhydrazyl) selon le protocole décrit par Ammar et al. (2009), qui
permet de mesurer le pouvoir réducteur par le calcul de la Clso des substances

antioxydantes contenues dans un extrait.

Le DPPH est un radical libre de couleur violette qui devient jaune quand il est réduit par
un donneur de proton H+.
DPPH+AH ——— DPPH-H+A.

Ou AH est un composé capable de céder un H+ au radical DPPH.

e Mode opératoire
La solution de DPPH est préparée avec 4mg de DPPH dissout dans 100 ml de méthanol
absolu, nous obtenons une solution mére d’une concentration de 0.004%.
En paralléle, nous avons préparé une solution mere de 0.5 g de I’'HE dans 1 ml de
méthanol. Par la suite des dilutions sont réalisées a différentes concentrations (4mg/ml,
2mg/ml, 1 mg/ml ,0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml et 0.125 mg/ml).1 ml de la solution DPPH est
rajouté aux différentes solutions a tester. Aprés agitation, les tubes sont placés a
I’obscurité et a tempeérature ambiante pendant 30 min.
Le témoin positif est une solution de ’acide ascorbique (100 mg/ml). Des dilutions sont
réalisées a différentes concentrations (4mg/ml, 2mg/ml, 1 mg/ml ,0.5 mg/ml, 0.25
mg/ml et 0.125 mg/ml).
La lecture de I’absorbance des échantillons est faite contre un blanc & 517 nm, a I’aide

d’un spectrophotometre UV-visible.
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e Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH est exprimé par la formule

Suivante (Ammar et al., 2009):

19%= [(AbSc — AbSe) | Abs c] x 100

AVec:
Absc : Absorbance du blanc.

Abse : Absorbance de 1’échantillon testé.

Nous avons déterminé la valeur de la concentration inhibitrice a 50% (Clso) de 1’huile
essentielle. Elle représente la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de
I’activité du DPPH.
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Résultats et discussion

1. Le screening chimique
Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les feuilles d’Inula viscosa sont

regroupés dans le tableau 2 :

Tableau 2. Différents groupements chimiques retrouvés dans les feuilles d’Inula

viscosa
Substances testées Réaction
Les tanins +
Les saponosides +
Les coumarines +
Les flavonoides +

Les anthocyanines -

L’amidon -

Les glucosides -

Les alcaloides -

(-): absence; (+): présence

Le tableau 2, nous permet de constater que les feuilles d’Inula viscosa renferment les
tanins, les saponosides, les coumarines et les flavonoides avec absence des alcaloides,

des glucosides, de I’amidon et des anthocyanines.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Ulubelen et Goun (1986) et
Benayache (1991), qui indiquent la présence des flavonoides, des tanins, des
saponosides, des coumarines, en plus d’une vingtaine de molécules sesquiterpéniques

et des triterpenes.
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2. Rendement en HE
Le rendement en huile essentielle obtenu des feuilles d’Inula viscosa est de 0.12%. Ce
résultats est faible comparativement a celui rapporté par Haoui et al. (2011) et Kheyer

et al. (2014), qui notent des rendements de 0,148% et 0,22% respectivement.

Cette différence est due a plusieurs facteurs : 1’origine géographique, les facteurs
écologiques notamment climatiques (la température et I’humidité), la durée de
I’éclairage I’espéce végétale, 1’organe végétal, le stade de développement, la période de
cueillette, la conservation du matériel végétal et la méthode d’extraction. (Granger et
al., 1973 ; Rosua et Granados, 1987; Fournier et al., 1989; Haeckel et Omar, 1993;
El-Zakhem, 2003; khajeh et al., 2004; khajeh et al., 2005; Viljoen et al., 2006;
Sefidkon et al., 2007).

3. Caractéristiques physico-chimiques de I’huile essentielle
Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 3.

Tableau 3. Propriétés physico-chimiques de I’huile essentielle d’Inula viscosa.

Densité Indice de Indice d’acide Indice Indice de

(d20) réfraction (1A) d’ester saponification
a20°C (IE) (15)

HE d’lnula BoE:E] 1,501

viscosa

Le tableau3, montre que I'HE d’Inula viscosa présente une densité égale a 0,8 et un

indice de réfraction égale a 1,501.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Boumaza (2011) et Ben Amor (2013) qui
mentionnent que la de I’HE d’Inula viscosa varie entre 0,651 et 0,857 et que I’indice de
réfraction varie de 1,506 a 1,472.

D’aprés PAFSSAPS (2008), les HE sont plus ou moins colorées et leur densité est en
général inférieure a celle de I’eau. Elles ont un indice de réfraction supérieur a celui de

I’eau a 20°C (1,333) et la plupart dévient la lumiere polarisée.
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A partir du tableau 3, nous remarquons que I’indice d’acide, I’indice d’ester et ’indice
de saponification de I’'HE d’Inula viscosa montrent des valeurs respectives de 12.34,
20.9 et 31.33.

Ces résultats se rapprochent de ceux obtenus par Boumaza (2011), pour I’HE de I’inule
visqueuse et qui note un indice d’ester de 24,31 et un indice de saponification de 30,85.

Toute fois, I’indice d’acide est nettement inférieur a celui mentionné par 1’auteur (6,54).

D’apres le méme auteur, le contréle des propriétés physico-chimiques de I’HE, pourrait

favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques.

4. L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle
Le tableau 4, regroupe les résultats obtenus pour I’effet antimicrobien de I’HE de

I’inule.

Tableau 4. Diameétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne et fongique

obtenus par I’huile essentielle d Inula viscosa.

Souche microbienne Z1 (mm)
Escherichia coli 10mm
Staphylococcus aureus 15mm
Pseudomonas aeruginosa 13mm
Aspergilus bna siliensis 11mm
Candida dubliniensis 14mm
Candida albicans 10mm

L’observation du tableau 4, nous permet de constater que I’HE posséde un effet

inhibiteur sur toutes les souches bactériennes et fongiques. Les diamétres des zones
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d’inhibition varient entre 10mm et 15mm pour les bactéries avec 10mm pour E. coli,

13mm P. aeruginosa et 15mm pour S. aureus.

Kheyer et al.(2014), ramenent des valeurs comparables & nos résultats. l1ls montrent que
cette huile a une activité sur ces souches. Escherichia coli (10.5mm), Pseudomonas

aeruginosa (15,5 mm) et Staphylococcus aureus (14mm).

Russel (1991); Burt (2004); Holley et Patel (2005) et De Souza et al. (2005),
indiquent que les bactéries a Gram™ présentent une plus grande sensibilité, vis-a-vis des

HE, par rapport aux bactéries a Gram ~

D’aprés Nikaido (2003), la membrane externe des bactéries a Gram’, constitue une
barriére de perméabilité efficace, grace aux charges négatives des lipopolysaccharides
de surface, qui empéchent la diffusion des molécules hydrophobes. Cependant, les
bactéries a Gram® sont moins protégées parce que leur paroi est formée uniquement
d’une couche de peptidoglycanes qui n’entravent que la diffusion des poids
moléculaires a 50 KD (Hogan et Kolter, 2003; Perry et al., 2004).

Concernant les souches fongiques, les valeurs varient entre 10mm et 14mm pour les

Candida. Le diametre est de 11mm pour A. bnasiliensis.

5. Evaluation de I’activité antioxydante (test au DPPH)
Les résultats obtenus pour I’activité antioxydante de I’HE en comparaison au produit de
référence, 1’acide ascorbique sont représentés dans les figures 5 et 6 et les tableaux 5 et

6 (annexe 3).
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Figure 6. Pourcentages de réduction du radical libre (DPPH) par I’'HE d’Inula viscosa.
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Figure 7. Pourcentages de réduction du radical libre (DPPH) par 1’ Acide Ascorbique.

D’apres les figures 5 et 6, nous remarquons que 1’effet antiradicalaire de I’HE est plus
faible que celui de ’acide ascorbique. Il atteint 87,85% pour la concentraction 4mg/ml
de I’HE. Alors que pour la méme concentration du produit de référence, 1’inhibition du

radical libre atteint 98,58%.

Page 28



Résultats et discussion

Nous pouvons dire que I'HE d’Inula viscosa posséde une activité antioxydante

modérée.

Détermination de la concentration inhibitrice a 50%
La CI 50 a été déterminée pour les deux produits, I’'HE et la vitamine C (acide

ascorbique). La figure 7 et le tableau 7 (annexe 3), regroupent les résultats.

2,28

1,28

HE Vit C

Figure 8. Concentrations inhibitrices a 50% du radical libre (DPPH) de I’'HE d’Inula

viscosa ainsi que 1’Acide Ascorbique.

D’apreés la figure 7, nous constatons que I'HE d’Inula viscosa inhibe 50% du DPPH a
une Clso de 2,28mg/ml. Alors que le produit de référence (vitamine C) I’inhibe a une
concentration de 1,28mg/ml.

L’activité antiradicalaire manifestée par ’HE est plus faible que celle de I’acide

ascorbique.

Nos résultats ne concordent pas avec ceux obtenus par Chahmi et al. (2015), qui
indiquent que tous les extraits d’/nula viscosa montrent un effet antioxydant important

et contiennent des niveaux importants de phénols.

Ces mémes auteurs ont constaté qu’il y avait une corrélation entre le potentiel de
I’activité antioxydante et la quantité de composé phénolique dans la plante. Il serait

probable que le contenue phénolique soit responsable de I’activité antiradicalaire libre
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de ’espéce ce qui suggére que Inula viscosa constitue une bonne source de composés
naturels antioxydants qui pourraient avoir des avantages pour la santé.

Les travaux d’Danino et al. (2009), ont permis d’isoler et d’identifié plusieurs
antioxydants polyphénolique chez Inula viscosa.
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Conclusion

Conclusion générale

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés therapeutiques. Une étude des propriétés antioxydante et
antimicrobienne a concerné une plante appartenant a la famille des Astéracées, Inula

viscosa, employée en Algérie grace a ses effets thérapeutiques.

L’hydrodistillation, méthode de choix pour I’extraction de I’HE a partir des feuilles
nous a permis de montrer que la plante donne un faible rendement (0,12%).

De plus, I’étude phytochimique des feuilles de I’inule visqueuse a permis de mettre en
évidence la présence de quelques métabolites secondaires tels que: les tanins, les

saponosides, les coumarines et les flavonoides.

Le potentiel antiradicalaire des extraits a été déterminé par la méthode de DPPH. Les
résultats montrent que cette HE posséde une activité antioxydante peu importante,

comparée a celle de 1’acide ascorbique.

Au cours de cette étude nous avons réalisé également un test antimicrobien vis-a-vis 3
bactéries et 3 champignons pathogenes a savoir: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida. Albicans, Candida dubliniensis et
Aspergilus bnasiliensis. Les résultats ont démontré 1’effet inhibiteur de 1’huile
essentielle vis-a-vis des champignons, avec des zones d’inhibition allant de 10mm a
14mm. Aussi, ’effet antibactérien a été constaté, en particulier contre Pseudomonas

aeruginosa (ZI= 13mm) et Staphylococcus aureus (ZI= 15mm).
Il serait intéressant, pour la continuité de ce travail de:

v" Procéder a I’extraction de I’'HE par d’autres techniques pour avoir la méthode
optimale qui donne le meilleur rendement en huiles essentielles.

v Réaliser des tests antimicrobiens sur une large gamme de microorganismes.

v" Isoler et identifier les molécule (s) bioactive (s) de I’'HE par les techniques
chromatographiques et spectrales.

v' Evaluer d’autres activités comme: antidiabétique, anticancéreuses, anti-

inflammatoire ... etc.
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Annexel

Figure 09. Résultats du screening chimique :

a :les saponosides, b :les coumarines, c : les flavonoides, d: Les tanins .
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Annexe 2

Figure 10. Zones d’inhibition de la croissance microbienne,

a: Staphylococcus aureus; b: Pseudomonas aeruginosa; ¢ : Escherichia coli ;

d : Aspergilus bnasiliensis; e : Candida albicans; f : Candida dubliniensis.
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Annexe 3

Tableau 5. Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de I’HE.

[HE] 4 2 1 0,5 0,25 0,125
mg/ml

AA%  87,4841866 45,3487391 @ 32,0148436 | 18,5460066 | 4,73981614 @ 1,79640719

Tableau 6. Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de I’acide ascorbique.

[Ac Ascorbique] mg/ml | 4 2 1 0,5 0,25 0,125

AA% 98,58 77,86 42,86 26,74 10,23 9,18

Tableau 7. Concentration d’inhibition de 50% des radicaux libres.

IC 50 de ’HE 2,28

ICs deVitC 1,28



