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INTRODUCTION



Introduction générale

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes medicinales furent le principal,

voire I’unique recours de la médecine.

La phytothérapie est la science qui étudie le traitement par les plantes. Malgré 1’industrie
pharmaceutique, les plantes ne furent jamais abandonnées. Pour mieux expliquer d’ou
provient I’effet thérapeutique, il faut procéder a une étude phytochimique. C’est une pratique
basée sur les avancées scientifiques qui recherchent et identifient les extraits actifs des plantes
et qui sont moins agressifs pour 1’organisme. On estime que 10 a 20% des hospitalisations
sont dues aux effets secondaires des médicaments chimiques. Cette pratique conduit au
phytomédicament.

Les plantes possédent des métabolites dites « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composes différent en fonction
des especes a 1’autre (Krief, 2003).

Les composes phénoliques, les huiles essentielles et autres métabolites secondaire
représentent des molécules de fortes valeurs, utilisés dans les industries pharmaceutique
cosmétiques et agroalimentaire. Les activités anti oxydantes de ces produits ont été rapportées
dans des tres nombreux travaux dans le monde (Bouzouita et al., 2008).

L'Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vu sa position
biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et I'Afrique sub-saharienne
(Pereira et al, 2003).

Dans le cadre de la valorisation des espéces végétales algériennes,, nous sommes intéressés a
I'extraction des extraits d’inula viscosa provenant de la région de Ain Temouchent. L inula
viscosa, herbe aromatique de la famille respectivement (Astéracées), appréciée pour ses
propriétés aromatiques, antioxydants, antimicrobiennes, antibactérienne, largement utilisée
dans les produits pharmaceutiques et en médecine traditionnelle. 1l nous semble donc,

intéressant d’inscrire notre travail dans ce contexte de recherche (Mouhammedi, 2009)




Ce travail sera présenté comme suit

Une partie relative a [’étude bibliographique qui se compose en deux chapitres:
L’état des connaissances des plantes médicinales et les métabolites secondaires sera présenté
dans un premier chapitre. Dans un deuxieme chapitre, nous aborderons un apergu général et

botanique sur I’espéce Inula viscosa.

Une autre partie réservée a 1’étude expérimentale subdivisée en deux : ’un présente les
méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail et I’autre consacré a la
présentation des resultats obtenus et la discussion. Enfin, une conclusion générale qui portera

sur une lecture attentive des différents résultats obtenus.




Partie |
Synthese
bibliographique



Synthese bibliographique chapitre 01 : métabolites secondaire chez la plante

1. Définition des métabolites secondaires
1.1 Définition

Les métabolites secondaires sont des composés non essentiels au métabolisme basique des
champignons. Ces composés sont généralement produits au cours de I’idiophase et peuvent
sont trés diversifié au niveau de leur structure chimique. Quelques métabolites sont
spécifiques a une ou deux especes alors que d’autres peuvent étre produits par différents
genres. Les métabolites secondaires ont pour a partir de précurseurs originaires du
métabolisme primaire (acétyl-CoA, acides aminés...). Les enzymes responsables de la
synthése des métabolites secondaires sont trés diversifiées suite a 1’évolution de genes
impliquées, a D’origine, dans les fonctions métaboliques fondamentales (Steyn, 1980;

Gaitatzis et al. 2002).

2. Les classes des métabolites secondaires

A premiére vue, les structures des métabolites secondaires peuvent paraitre diverses.
Cependant, la majorité de ces composés appartient a une méme famille, et ont des
caractéristiques structurelles particulieres issues de leur voie de biosynthése. Les classes des

métabolites secondaires sont:

Les polykétides et les acides gras
Les terpenoides et les stéroides
Les propanoides phényles

Les alcaloides

Les acides aminés spécialisés et les peptides

o o~ w -

Les hydrates de carbone spécialisés




Synthese bibliographique chapitre 01 : métabolites secondaire chez la plante

€Oy
lPhotosynthése
Métabolisme primaire du carbone
Enthrose-4-phosphate / \ .
; 3phosphoglycérate
Ph h I t Pyruvate
osphoénolpyruvate y (3.PGA)
Cycle des acides |4 Acéty-
tricarboxyliques coenzyme A
Acides aminés
aliphatiques
¥ k4 ¥
Voie de l'acideg Vioie de 'acide | | Voie de l'acidgmVoie du méthyl-
shikimigque malonique énthritol phosphatg
Acides aminés
aromatigues
1' ¥
Produits secondairef
azZotés
¥ ¥ ¥ A4
—E R Terpénes
__»| phenoliqgues P

Métabolisme secondaire du carbone

Figure 01 : Voies du métabolisme secondaire des plantes qui produisent les trois types
généraux de composés secondaires : produits azotés, composés phénoliques et terpénoides. La
relation avec le métabolisme primaire est également indiquée. Dessiné d'aprés Taiz, Lincoln
& Eduardo Zeiger, Secondary Metabolites and Plant Defense in: Plant Physiology, Fourth
Edition, Sinauer Associates, 2006, chap. 13.

3. Polyphénols

Le terme polyphénol ou composés phénoliques remplace I'ancien terme de tanin végétal:
présence d'un ou plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles.

Polyphénols : Habituellement utilisés pour I'ensemble de ces composés.

— Métabolites secondaires




Synthese bibliographique chapitre 01 : métabolites secondaire chez la plante

— Go(t et couleur

— Effets protecteurs (Sarni-Manchado & Cheynier 2006)

Figure 2 : Polyphénol Composé

3.1.1-Classification

La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides
phénoliques simples vers les molécules les plus hautement polymérisés (tanins condensés)
(Harnly et al., 2007).

3.1.2.1.1 Acides Phénoliques
Acides phénols dérivés d'acide benzoique

IIs ont une structure générale de base de type (C6-C1).lIs existent fréqguemment sous forme
d’esters ou de glucosides (Macheix et al. 2005).

R R Rl R2 R3 R3 Acides phénoliques

V \\\ H H OH H Acide p hydroxy
R—/ \—cooH
\\:/

/ Benzoique
R# HOH OH H Acide protocatechique
4

Figure 3 : principaux acides hydroxybenzoique (Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).
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Acides phénols dérives d'acide cinnamique

Il représente une classe trés importante dont la structure de base est (C6-C3) grace a des
substitutions au niveau du cycle aromatique (Psotova et al, 2003). Ils entrent dans la
composition de nombreux végétaux (surtout les fruits) et existent sous forme d’esters
hydrosolubles (acide caféique) ou insolubles, associés aux fibres (acide férulique) (Sarni-
Manchado et Cheynier , 2006).

3.1.2.1.2 Flavonoides

Les flavonoides sont des dérivés benzo- pyrrones constitués d'anneaux phénoliques et
pyraniques (figurel) et sont classés selon les substitutions et d’apres leur structure chimique.
les flavonoides sont classes en déférent classes : flavanols, flavones, flavonols, flavanons,

isoflavones et anthocyanines.

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune, par conséquent, il posséde tous un
méme squelette de base a quinze atomes de carbone, constitué de deux noyaux aromatiques
(noyaux A et B) et d’un hétérocycle central C (Erdman et al. 2007)

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Medi-Saricet al., 2004).

3.1.2.2.1 Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques végétaux naturels, qui caractérisées par leur
solubilité dans 1’eau (Reed, 1995).

lIs sont solubles dans I’eau (Akiyama et al. 2001). Le terme tannin vient de la source de

tannins utilisée pour le tannage des peaux d’animaux en cuire (Khanbabaee et Ree, 2001).
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Les extraits végetaux contenant des tanins sont largement utilisés en médecine naturelle
asiatique comme : astringents, antidiarrhéiques, anti-inflamatoire, antiseptique, hémostatique

et contre les tumeurs gastriques et duodénales (Khanbabaee et van Ree, 2001).

a-Tanins hydrolysables

Ce sont des esters du D-glucose et de I’acide gallique ou de ses dérivés en particulier 1’acide
ellagique. Ces substances sont facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique
(tannase) (BRUNETON, 2009).

b-Tanins condensés

Les tanins condensés également appelés proanthocyanidines sont des métabolites secondaires
synthétisés par l'intermédiaire de la voie biosynthétique des flavonoides et sont largement
répandu dans I’alimentation (fruits, vin, thé...etc.) et jouent un role important dans la défense

contre les herbivores (Bogs et al. 2005 ; Holderness et al. 2008).
c-Les tanins complexes

Sont construits par une unité gallotanin ou ellagitanin comportant une liaison a une catéchine.

(Karamali et van Ree 2001)

3.1.2.2.2 Lignines

Ce sont des molécules complexes, accumulées dans les parois végétales avec des
polysaccharides comme la cellulose et les hémicelluloses. Les lignines constituent un
polymere amorphie et hydrophobe qui, en se déposant dans les parois cellulaires
cellulosiques, leur confére une grande rigidité et une importante résistance mécanique.Leur
synthése résulte de la polymérisation d’unités monomériques, appelés monolignols. Les
lignines dérivent de [D’acide para-coumariques, qui se convertit monolignol
(MOROTGAUDRY et PRAT, 2012).

La distribution botanique est large, Ils ont été découvert dans toutes les parties des plantes :

les racines, les feuilles, les fruits est les graines (Midoun., 2011).




Synthese bibliographique chapitre 01 : métabolites secondaire chez la plante

Lignin

Figure5 : Structures chimiques de lignine (Scalbert et
Williamson, 2000).

3.1.2.2.2 Les Coumarines et les stilbenes
Les Coumarines

sont des molécules largement répandues dans tout le regne végétal, sont des 2H-1-
benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-7cinnamiques
(Benayache, 2005)

Ces composés sont connus pour leurs propriétés anti-coagulantes (COLLIN et al., 2011).

L’intérét pharmacologique des drogues a coumarines est limité. L’esculoside est présenté
comme étant veinotrope et vasculoprotecteur, parfois qualifié de facteur vitaminique P
(Bruneton, 1987).

Les stilbenes

Ont une structure en C6-C2-C6 : deux cycles benzéniques reliés par un pont éthyléne. 1l existe
deux (E)-1,2-diphényléthylene  ((E)-stilbéne) (2)-1,2-
diphényléthylene ((Z)-stiloéne) (Figure 6 ). La forme cis (Z) est obtenue par

formes isomériques et
photoisomérisation ou par 1’action de la chaleur. La forme trans (E) étant la forme la plus
stable et bioactive (Mérillon et al., 1997), elle est en général plus abondante dans les

différentes espéces végétales productrices de stilbénes (Hart, 1981).
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Figure 6 : Structures chimiques des (E)- et (Z)-resvératrols.

Le mot stiloéne dérive du grec stilbos, signifiant « briller », un nom donné suite a
I’observation d’une forte fluorescence bleue sous 1’action de rayonnements ultraviolets (UV).
Cette propriété physico-chimique fait des stilbénes des molécules facilement caractérisable en
chromatographie en couche mince (CCM), en chromatographie en phase liquide (CLHP) par
I’utilisation d’un détecteur UV ou d’un détecteur a barrettes de diodes, ou méme directement

par fluorescence en lumiére UV (Poutaraud et al. 2007).

Les stilbénes présentent une forte absorbance a des longueurs d’onde comprises entre 220 et
307 nm. A DI’exception des formes glycosylées, les stilbénes sont faiblement solubles dans
I’eau, mais sont généralement solubles dans des solvants organiques comme 1’éthanol, le

méthanol, I’acétate d’éthyle, 1’acétone ou I’acide acétique (Hart, 1981)

3.1.3 Biosynthése des polyphénols
On distingue deux grandes voies d’aromagenése des composés phénoliques :

1) La voie de I’acide acétique, conduit a des poly-p-cétoesters (polyacétates) de longueur
variable, qui engendrent par cyclisation ou condensation, des composés souvent
polycycliques : les flavonoides et les tanins condensés.

2) La voie de I’acide shikimique, conduit des oses aux amino-acides aromatiques
(phénylalanine et tyrosine) puis, par désamination de ces derniers aux acides
cinnamiques et a leurs dérivés. BRUNETON (2009).

La voie de I’acide shikimique, précurseur des composés aromatiques. permettent
I’¢élongation de la chaine isoprénique conduisant a I’éventail des composés terpéniques

a 10, 15, 20 et 30 atomes de carbones. (Lamarti et al., 1994).
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3.2- Les Alcaloides

Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractére alcalin et

présentant une structure moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga, 2011).

D’aprés RELOUZAT et THIOLLET (2002), un alcaloide est une substance organique
azotée d’origine vegetale a caractére alcalin, présentant une structure complexe. Leur atome
d’azote est inclus dans un systeme hétérocyclique. Ils possedent une activité pharmacologique

significative.

On trouve des alcaloides, en tant que métabolites secondaires, principalement chez les
vegétaux, les champignons et quelques groupes animaux peu nombreux. Habituellement les

alcaloides sont des derivés des acides aminés (Bruneton, 1999 ; Paris, 1976).

IIs sont généralement salifiés par les acides organiques (tartrates, malates...) ou combinés a

des tanins (Guignard et al., 1985). On les classe sous trois groupes:

1- Les alcaloides vrais: 1’azote inclus dans un hétérocycle, ce groupe représent la
majorité des alcaloides.

2- Les proto-alcaloides: ils ne possedent pas un azote intra-cyclique, ils ont une structure
proche des amines (Guignard., 2000).

3- Les pseudo-alcaloides: ils présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés (Bruneton., 1999).

3.2.1 Propriétés

Les alcaloides sont des corps de masses moléculaires faibles et de fonction basique (Facchini
et Pierre., 2005).

IIs peuvent étre fixés sur certains agents adsorbants tels que les charbons actifs ou les argiles
du type bentonite (Fabre et Truhaut., 1961).

Ils se combinent avec les acides et forment des sels, généralement solubles dans 1’eau

(Badiaga., 2012).

Les procédés d’extraction des alcaloides sont basés sur la solubilité différentielle dans divers

solvants (Awa., 2003).
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R=H céphéline (Spermacoce verticillata)
R=CH;s émétine (Spermacoce verticillata)

Figure 7 : Structures des alcaloides : céphéline et émétine (Bruneton, 1999)

3.2.2 Biosynthése des Alcaloides

La biosynthese des alcaloides a lieu au niveau du réticulum endoplasmique, la basicité de la
plupart de ces alcaloides impose leur compartimentation dans les vacuoles cellulaires. Leur
synthése s’effectuent le plus souvent au niveau de sites précis, ils sont ensuite transportés dans

leurs sites de stockage. (Breneton, 1999 ; Rios et al., 2005)
3.2.3 Classification

On estime actuellement que plus de 15 000 alcaloides différents ont été isolés. Trois types de

classification des alcaloides ont été proposés suivant
1. leurs activités biologiques et écologiques,

2. leurs structures chimiques,

3. leurs voies de biosynthese.

Une autre classification a été rapportee par (Bennett et Wallsgrove, 1994) ou les alcaloides

ont été divisés en trois grandes classes en fonction des précurseurs et la structure finale :

1- Alcaloides vrais : ils sont des dérivés des acide aminés, basique et contiennent 1’azote

dans I’hétérocycle, par exemple la nicotine et I’atropine.
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Figure 08 : Structure chimique de la nicotine (Rodney et al. 2000)

2- Les proto-alcaloides : sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un
systéme hétérocyclique, ils ont un caractére basique et sont ¢laborés in vivo a partir d’acides

aminés.

L-Phenylalanine \
OY

cycloheptatrienone
ring \_/’ (e}
OMe

colchicine

Figure 09 : Exemple d’un proto-alcaloide : la colchicine dérivée du L-phenylalanine

3- Pseudo-alcaloides : ne sont pas derivés d'acides aminés. Ils peuvent cependant étre
indirectement liés a la voie des acides aminés par l'intermédiaire d'un de leurs précurseurs, ou
d'un de leurs postcurseurs (dérivés). lls peuvent aussi résulter d'amination, ou de réaction de

transamination dans une voie connectée avec les précurseurs ou les postcurseurs d'acides

GH3
N o
N
N CH;
cHY o

Figure 10 : Structure chimique de la caféine (Rodney et al. 2000)
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4-Les alcaloides isoquinoleiques : Selon leur composition chimique et surtout leur structure

moléculaire, les alcaloides peuvent étre divisés en plusieurs groupes.

5-Les alcaloides isoquinoléiques : forment une classe importante des métabolites
secondaires, ce sont de grands et divers groupes d'alcaloides avec 2500 structures définies
(Shakil, 1998 ; Grycova et al. 2007 ; Sato et al. 2007).

6-Les alcaloides quinoleiques : (2 a 15%, parfois 20% de la drogue). Ces alcaloides sont des
dérivés du noyau quinoléique relié, par une fonction alcool secondaire, a un noyau

quinuclidique porteur d'une chante vinylée.
7-Des phénylalanines : capsaicine du piment, colchicine du colchique.
8-Des alcaloides indoliques: ergométrine, ergotamine, ergotoxine de I'ergot des céeréales.

9-Des alcaloides pyridiques et pipéridiques: ricinine du ricin, trigonelline du fenugrec,

conine (poison violent) de la cigué.
10-Des alcaloides dérivés du tropane : scopolamine et atropine de la belladone.

11-Des alcaloides stéroides: racine de veératre, douce-amere ou aconite. (Mamadou B. 2011)
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Figure 11 : Les principaux cycles azotés des alcaloides (GONZALEZ et al. 1984). Indole (a),
Quinoline (b), Isoquinoline (c), Tropane (d), Pyridine (e), quinolizidine (f), la morphine (g) et
solanidine (h) (stéroide)
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3.3 Les terpenoides

Les terpenoides constituent une famille de composés largement répendues dans le régne
végetal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leurs squelettes
d’une unité isoprénique a 5 atomes de carbones (C5 H8). Fig (X) reconnue par Wallach des
1887 in (Lamarti et al., 1994).

Figure 12 : Molécule d’isopréne (Nsemi muanda, 2010).

3.3.2 BIOSYNTHESE

L’existence des motifs isopréniques est suggérée pour la premiére fois par Wallach en 1887.
11 fut le premier a proposer I’hypothése que des condensations successives d’unités isoprénes
de maniére « téte-a-queue » donnent des composés chimiques a n fois cing atomes de carbone
(Wallach, 1887; Jens et Pederson, 2000).

En réalité, I’1sopentényl diphosphate (IPD ou IPP) et le diméthylallyl diphosphate (DMAPP),
équivalents biologiques de I’isopréne, constituent les deux précurseurs communs pour tous les
isoprénoides. Ces molécules précurseurs peuvent s’isomériser grice a une enzyme, 1I’IPP

isomérase (Ramos-Valdiva et al., 1997).

D’une maniere générale, il est indispensable d’insister sur le fait que ’existence de tous les

terpenes est conditionnée par trois séquences réactionnelles fondamentales:
- Formation de I’isoprene actif.

- Couplage «téte-a-queue» des unités en C5 justifiant ’existence des monoterpénes, des

sesquiterpenes, des diterpénes, des sesterpenes et des polyterpenes.
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-Couplage «queue -a -queue» des unités en C15 ou C20 justifiant I’existence des triterpénes.
Hormis ces trois séquences capitales, le reste de la biosynthése sera facilement interprété
comme une suite de réactions tres classiques (Bruneton, 1987).

3.3.2.2 Voie du méthylérythritol phosphate

La voie du méthylérythritol phosphate, également appelée voie du MEP/DOXP pour 2-C
méthylérythritol-4-phosphate (MEP) / 1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate (DOXP) ou encore «
voie non mévalonique » par anglicisme (de lI'anglais non-mevalonate pathway), est une voie
métabolique de biosynthése de Il'isopentényl-pyrophosphate (IPP) et du diméthylallyl-
pyrophosphate (DMAPP) alternative a la voie du mévalonate chez les plantes, certains
protozoaires et la plupart des bactéries ; I'lPP et le DMAPP sont des métabolites qui

conduisent notamment a la synthese des terpénoides. (Hartmut K. Lichtenthaler, 1999)

3.3.3 Classification

Ils sont distingués dans des différentes classes selon le nombre d’unités isopréniques qu’ils
contiennent. L’unité de numération est basée sur le premier terpénoide isolé en 1850 qui était

un C10. Selon le nombre d’unités isoprénique qui constitue les terpenes on distingue :
1-Monoterpenes : association de deux isoprenes (10C).

2-Sesquiterpénes : association de trois unités isoprénique (15C).

3-Diterpénes : association de deux monoterpenes ou quatre isoprénes (20C).

4-Triterpenes, tetraterpenes, pentaterpénes............... polyterpénes




Synthese bibliographique chapitre 01 : métabolites secondaire chez la plante

Nombre d’atomes  de | Unité d’isoprénes Nomenclature
carbone

10 2 Monoterpenes (C10)
15 3 Sesquiterpenes (C15)
20 4 Diterpene (C20)

25 5 Sesterpene (C25)

30 6 Triterpene (C30)

Tableau 01 : Classification des terpénes d’aprés MARIOTTA et al (2001).

3.3.3.1 Les Monoterpenes

IIs sont les plus simples constituants des terpenes, ils sont odorants, trés volatils et majoritaire
dans la composition d’une HE. Ils peuvent étre acycliques (ex : myrceénes, ocimenes),
monocycliques (ex : a ety terpénes, p-cymene) ou bicycliques (ex : pinémes) et sont porteurs
de groupements fonctionnels variés (BONNAFOUS, 2013).

3.3.3.2 Les Sesquiterpenes

Ce sont des composés volatils et fortement odorants. Ils sont classiques dans les HEs. Leur
squelette de base est constitué de 15 atomes de carbones. Selon BRUNETON (2009), c’est la

classe la plus diversifiée des terpénes, vu qu’elle renferme plus de 3000 molécules.

Les sesquiterpénes se divisent en plusieurs catégories structurelles : acycliques,
monocycliques, bicycliques, tricycliques et polycycliques. lls peuvent se trouver sous forme

d’hydrocarbures oxygénés comme les alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les

lactones (BRUNETON, 2009).
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Figure 13 : B-Cadinene

3.3.3.3 Les Diterpénes

Les diterpénes représentent une large famille d’isoprénoides. Ils sont largement répandus et
peuvent étre trouves dans les météorites, les huiles, les sédiments, ainsi que dans le milieu
vivant terrestre et marin, végétal et animal. Leur structure est assez variable, ils peuvent étre
cycliques ou non. Ces molécules, qu’on retrouve aussi sous le nom de phytanes. Dans la
nature, ils sont souvent sous forme d’alcools ou de leurs dérivés glycosylés, d’éthers,

d’aldéhydes, de cétones, d’acides carboxyliques ou d’esters (Emmanuelle, 2011).
3.3.3.4 Les Triterpénes

Les triterpenes forment un groupe important de produits naturels contenant dans leur squelette
une trentaine d’atomes de carbones. il existe plus de 1700 triterpénes dans la nature, dont la
majorité est sous forme tétracyclique ou pentacyclique, la forme acyclique étant rare. Parmi
les triterpénes acycliques, il citera le squaléne, qui est le précurseur des autres triterpénes, tout
affirmant que la plupart des triterpenes sont des alcools, sous forme libre ou glycoside.
(MALECKY ,2008)

Figure 14 : Structure chimique de squaléne (Ayad, 2008)
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3.3.3.5 Les Tétraterpénes

Ce sont des molecules tétraterpéniques, constituées de I'enchainement de 8 unité
sisopréniques, possédant un chromophore caractéristique (au moins 10 doubles liaisons

conjuguées) expliquant leur couleur jaune-orangée et leur sensibilité a I'oxydation.

Les caroténoides sont employés en industrie agro-alimentaire principalement pour leur
pouvoir colorant (Krief, 2003).

Figure 15 : Structure chimique de B-carotéene
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1. Famille des Astéracées

C’est la famille la plus importante et perfectionnée des phanérogames c’est pourquoi son
¢tude détermine le plus souvent celle du régne végétal, c’est une famille répandue dans le

monde entier, mais principalement dans les régions tempérée.

Elle est considérée comme la famille la plus évoluée du régne végétal ou seulement comme
une famille trés perfectionnée, les Astéraceas sont, est I’une des plus belles réussites de

I’évolution. Les Astéraceas sont caractérisées par :
- L’inflorescence en capitule.

- Les fleurs, trés particuliéres, a anthéres soudées (d’ou le nom de Synanthérées également

donné a la famille).
- Le fruit, un akéne généralement surmonté d’un Pappus (J.L. Guignard 1983)
1.1 Définition

Le nom du genre Inule, est di a Carl Von Linné (1753), terme qui vient du nom de I’espéce
Helenium. Le nom Helenium découlerait du grec "helen". La légende antique raconte que la

fleur serait née des larmes de la belle Héléne de Troie.

Les Inules appartiennent a la famille des Astéracées. C’est une importante famille de plantes

dicotylédones qui regroupent 20000 espéces.

Les Inules sont largement utilisées dans la médicine traditionnelle. En Espagne, 1’Inule est
utilisé dans le traitement de désordre Gastroduodénal (Besombes, 2008). Au Japon, cette
plante est utilisé comme un remede familial (tisane); En Europe, il est employé comme une
diaphorése, et en Talwan et Chine comme un agent thérapeutique pour la tuberculose et
I'entrogastrique chronique. Elle a aussi des propriétés antiseptiques, antibiotique,

antispasmodique, anti inflammatoire et anti diabéetique (Lastra, Lopez, Motilva,1983).

3
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1.2 Description de la famille des Asteraceas

Elle est considérée comme la famille la plus évoluée du regne végétal ou seulement comme
une famille trés perfectionnée, les Astéraceas sont, est I’une des plus belles réussites de

I’évolution. Les Astéraceas sont caractérisées par :
- L’inflorescence en capitule.

- Les fleurs, trés particuliéres, a anthéres soudées (d’ou le nom de Synanthérées également

donné ala famille).

- Le fruit, un akéne généralement surmonté d’un Pappus (.J.L. Guignard 1983)

1.2.1 Description du genre Inula

C’est une plante annuelle a tige entierement herbacée, de 20 a 70 cm de hauteur, qui contient
des feuilles entieres ou peu denticulées, les inférieures linéaires-oblongues, obtuses,
longuement atténuées a la base, les caulinaires supérieures linéaires sessiles et aigues, non
amplexicaules. Bractées externes de 1’involucre herbacées, les intérieures scarieuses au bord.
Capitules petits, pédonculés, terminaux et latéraux, groupés en panicule pyramidale lache.
(P.Quezel, S.Santa, 1963.)

L’Inula viscosa (L) est une plante annuelle, herbacée, visqueuse et glanduleuse, a odeur forte
qui appartient & la famille des Astéracées. Elle peut atteindre 50 cm & 1 m de hauteur et
présente des capitules a fleurs jaunes tres nombreuses au sommet de la tige. (P.Quezel,
S.Santa 1963)

Chez I’inule, on trouve deux types de fleurs : des fleurs a pétales soudés en languettes jaunes
(fleurs ligulées), a I’extérieur du capitule, et des fleurs en tubes (fleurs tubulées), jaune

orange, au centre du capitule. (Djedioui.A 2010)

Les fruits sont des akénes de un a 2 mm de long. Ils sont rassemblés sur le réceptacle du
capitule. Apres la fécondation, I'ovaire infere se développe pour donner une graine hirsute
surmontée d'un Pappus (une aigrette de poils rigides et rugueux en une seule rangée).
(Catherine. Reeb ,2010).
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1.3 Répartition de la famille des Asteraceas

La distribution géographique des Astéracées montre une structuration cohérente avec sa
phylogénie. Les premiéres lignées divergentes sont sud-américaines et, de maniere
concomitante a une modification d’organisation chromosomique, des lignées ont colonisé¢
I’Amérique du Nord, 1’Australie et la Nouvelle-Zélande, 1’Asie, 1’Afrique du Nord et la

Méditerranée, ainsi que 1’ Afrique sub-saharienne. (Chauvet, 2019)

1.4 Sous-familles des Asteraceas

Les Asteroideae sont une sous-famille de plantes dicotylédones de la famille des Asteraceae, a
répartition cosmopolite, qui comprend une vingtaine de tribus regroupant environ 1135 genres

et 17200 espéces.
Les genres les plus importants sont Helichrysum (500 a 600 espéces) et Artemisia (550).

Les Asteroideae seraient apparues il y a approximativement 46 a 36,5 millions d'années. (C.
Zhang 2016)

2- La plante
Inula viscosa

Inula viscosa est une plante annuelle, herbacée, visqueuse et glanduleuse, a odeur forte qui
appartient a la famille des Astéracées (Quezel et santa, 1963). Elle est appelée aussi
Dittrichia viscosa et elle est connue sous le nom d’inule visqueuse. Ses feuilles alternes sont
allongées et lancéolées et ces fleurs sont linguiformes jaunes (figure x), on la trouve souvent

sur les jachéres humides, bords des chemins en formant des populations (Kattouf et al, 2009)
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chapitre 02 : La presentation de la plante

Figure Photographie  d’Inula

2.1 Place dans la systématique

La classification botanique de I’espéce Inula viscosa L. selon Guignard. (2001) est :

Régne

Embranchement

Sous

embranchement

Classe

Sous classe

Ordre

Famille

Genre

Espéce

- Noms vernaculaires

Végétal
Spermaphyte

Angiospermes

Dicotylédones
Astérides
Astérales

Astéracees,
composeées

Inula

Inula viscosa L.

Frangais : Inule visqueuse (Baba Aissa, 2000).

Anglais : Stichky fleabane (Wang et al., 2004)
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Berbere : Amagramane (Baba Aissa, 2000).

2.2 Répartition géographique Inula viscosa

Répandue dans tout le bassin méditerranéen, sur les sols sales, les prairies humides et le bord
de cours d’cau (Quezel et Santa, 1963), largement répandue en Algérie dans les rocailles et

les terrains argileux (Benayache et al., 1991)

Les habitats typiques d’Lviscosa sont les riviéres assechées et les champs abandonnés, les
bords de routes, sentiers de randonnée, ou méme des zones urbaines. Elle apparait aussi sur
les sols argileux et sableux (Bensegueni, 2001), les cbtes rocheuses ou dans des marécages
naturels et autres zones humides. Elle exige de la lumiére. L’inule visqueuse se produit
également dans des surfaces ou les sols ont de hautes concentrations en magnésium et en
azote (Parolin et al . ,2014).

_ Présent

Figure 17 : Carte géographique de I'Inule (Benyahia ,2014)

2.3 Description botanique

Il s'agit d'une plante sauvage, vivace, a racine pivotante, d'assez grande taille (jusqu'a 1,50 m
de hauteur). Ses tiges sont assez ramifiées et pourvues d’un feuillage dense. Les feuilles,

alternes, allongées a lancéolées, sont insérées directement sur la tige, sans pétioles. Avec

=)
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I’age, elles deviennent ligneuses et foncées a la base. Les fleurs sont regroupées en capitules,
soit a pétales soudés en languettes jaunes, ou en tubes jaune orangé. Toute la plante est
couverte de poils glanduleux qui libérent une résine odoriférante et collante, a odeur de

camphre. (Lecomte, 2015)

Figure 18: Photo originale d’Inula
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MATERIELS ET METHODES

Notre travail a été effectué au laboratoire pédagogique du Département de Science
de la Nature et de la Vie - Centre Universitaire Belhadj Bouchaibe - Ain
Témouchent pendant une durée de 4 mois (28 février - 12 mars 2020)(21 juin —
juillet 2020)

Chapitre | : Préparation des extraits

1. Matériels

1.1. Matériel végétale

Notre travail consiste en une ¢étude phytochimique, suivie d’une évaluation de
I’activité ~ antimicrobienne de 1’extrait méthanolique brut d’Inula viscosa récoltée

dans la région de Terga (Ain Temouchent)

Figure 19 : La plante d’/nula Viscosa

Figure 20 : Région de la récolte

=)
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2. Méthodes

2.1.Séchage de la plante
Le matériel végétal d’lnula viscosa (partie aérienne) a été séché dans une
température ambiante et a 1’abri de la lumiére solaire pendant une période de 10
jours, afin de préserver au maximum I’intégrité des molécules. Aprés séchage,

les échantillons sont récupérés dans des sacs en plastique.

Figure 21 : Parties aériennes séche de « Inula Viscosa »

2.2.Préparation des extraits
Les extraits utilisés au cours de notre étude sont préparés selon le mode
d'extraction en macération. Les échantillons séchés d’Inula Viscosa sont broyes
a laide d’un moulin a café électrique jusqu’a leur réduction en poudre. Apres
broyage, les extraits préparés sont : l'extrait organique (Ether de pétrole,
Méthanol, Dichlorométhane et 1’Acétone) ; extrait aqueux et extrait d’huile

totale.

Figure 22 : Broyage de la plante « Inula Viscosa » seche
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4. Extraction par les solvants organiques a polarité croissante

Suivant le protocole d’extraction décrit par (Diallo, Sanogo et al. 2004) une prise
d’essai de 40g de poudre de la matiere végétale a été mélangée avec 200ml de
chaque solvant (EP, MoTH, DCM, Acétone) sous agitation magnétique durant 24h a
une température ambiante.

Une filtration sur papiers whatman nl du macérat est ensuite réalisé, le filtrat est

alors évaporé a sec a l’aide d’un rotavapore est séché a poids constant. (Khedidja,
2015)

1-Macération sous

2-Filtration sous

3-Evaporation

Figure 23 : Extraction par les solvants organiques a polarité croissante

)
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5. Extraction aqueuse

50 g de poudre du matériel végétale a été portés a reflux dans 500 ml d’eau distillée

et mis a macérer a température ambiante pendant 24h sous agitation, puis filtrés. Ce

filtrat a ensuite été séché a 50 °C jusqu’a I’obtention du poids constant (Falleh et al,
2008 ; Moroh et al, 2008).

~

-/

La série d’extraction permet d’obtenir cinq extraits: un extrait aqueux (AQ),

quatre extraits organique : extrait éther de pétrole (EP), extrait dichlorométhane
(DCM), extrait méthanolique (MtOH), et 1’Acétone (Ac) Les extraits secs sont

conservees a I’obscurité jusqu’a utilisation.

Ak Ethéer de Méth I D méth
ton .

Figure 24 : Les extraits obtenus
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6. Détermination du rendement

Le rendement est la quantité d’extraction obtenue a partir d’une matiere végétale,
la détermination de cette quantité est exprimé en % par rapport & la matiere séche

initialement utilisée (Bssaibis et al, 2009).

R (% MS) =M1x104 / [MO (100-H%)]

R (% MS) : Rendement en extraits en g/100 de matiére seche
M1 : Quantité d’extrait récupérée en g
MO : Quantité utilisée pour I’extraction exprimée en g

Ms : Matiere seche (MS=100-H%) H : humidité

Chapitre 11
1. Etude des tests phytochimiques

L’extraction des différents composants des feuilles de la plante est réalisées dans les

mélanges eau / acétones a chaud et sous agitation continue.

Pour cela, dans un ballon surmonté d’un réfrigérant, en place 5g de notre matiere
végetale séchée et broyée avec 50 ml du solvant utilisé. L’ensemble est porté sous

reflux pendant 30min (Trease et Evans 1987).
1.1 Préparation de I’échantillon

5 g de la matiere végétale (Inula viscosa) sont mises en contact avec 100mL du
mélange acétone/ eau distillée (70/30: V/V) L’ensemble est laissé macérer durant
24 h sous agitation continue. L’opération est répétée 2 fois avec renouvellement du
solvant toutes les 24 heures. Les trois fractions sont réunies et filtrées puis stockés

sous forme liquide a 4°C pour les analyses ultérieures (tests phytochimiques)

1.1.1 Les tanins (Karumi et al. 2004)
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3 gouttes de FeCI3 a 1% est ajoutées a 1ml de chaque extrait apres 2min
d’incubation, un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleue ou vert

foncée
1.1.2 Les flavonoides ( karumi et coll, 2004)

L’évaporation de 2ml de chaque extrait, le résidu est repris dans S5ml d’alcool
chlorhydrique dilue 2,2. et on ajoute 2 a 3 copeaux de magnésium, la présence des

flavones aglycones est confirmé par 1’apparition d’une couleur rouge ou orange.
1.1.3 Les terpenoides

On ajoute a 25 ml de notre extrait 1ml de chloroforme et 15 ml de
H2SO4concentré. La présence des terpeénoides est révélée par 1’apparition de deux

phases et une couleur Marron en interphase
1.1.4 Stérol (réaction de Libermann-Burchard)

On traite 1 ml d’extrait avec 2,5 ml d’analyse acétique et 10 gouttes d’H2SO4
concentrée. Les stéroides donnent avec cette réaction une coloration violacée virant

au vert.
1.1.5 Coumarine

Mettre 1g d’extrait de la plante dans un tube a essai recouvert de papier imbibé de
NaOH qu’on met dans un bain marie pendant quelques minutes a laquelle on ajoute

0.5ml de NH40H a 10%. Le test réalisé (Bruneton, 1999).
1.1.6 Alcaloides
Le réactif de Mayer et le réactif de Wagner sont utilisés et préparés comme suit :

Réactif de Mayer : 5g de KI et 1.358g de HgCl2 solubilisés dans 100ml d’eau

distillée.
Réactif de Wagner : 2g de KI et 1.27g d’12 solubilisé dans 100ml distillée.

Pour 2ml de chaque extrait, on ajoute 1ml de réactif de Wagner ou Mayer Cette
expérience donne lieu a la présence de turbidité ou de précipitation confirme la

présence des alcaloides (Bruneton, 1999).
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1.1.7 Quinone libre

A un volume de 1 ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH a 1%.
L’apparition d’une couleur qui vire aux jaune, rouge ou violet indique la présence

des quinines libres (Oloyede, 2005).
1.1.8 Saponosides

A 2ml de chaque extrait on ajoute 1ml d’eau distillée, on agite la solution pendant 1

minute

L’apparition d’une mousse qui persiste durant 15 minute, le teste est positif si

I’épaisseur de la mousse dépasse 1cm (Daira et al., 2016).
1.1.9 Les composés réducteurs

On ajoute 1ml de notre extrait 0,5 ml de liqueur de Fehling, aprés on chauffe les
tubes au bain marie a 40°C. Un test positif est indiqué par I’apparition d’un précipité

de couleur rouge brique (Trease et Evans, 1987)

2 Etude de P’activité antimicrobienne

2.1 Matériel biologique

a. Souches microbiennes pathogénes

L’activité antimicrobienne des extraits d’Inula Viscosa sera testée sur des
souches de collection internationale ATCC qui ont toutes été fournis par le
laboratoire de microbiologie du Centre Universitaire d’Ain Témouchent.

Les germes qui ont été testés sont les suivants :

-Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
-Escherichia coli ATCC 25922.
-Staphylococcus aureus ATCC 25923.
-Staphylococcus aureus ATCC 43300.

b. Les extraits
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Les extraits testés sont les suivants : (EP) , (DCM), (MtOH), (Ac), (AQ)

2.1.3. Milieu de culture

- Milieu de culture liquide :

- Bouillon Muller-Hinton (BMH)

- Bouillon Saboureau (BS)

- Milieu de culture solide :

-Gélose Mueller Hinton (MH) Gélose PDA

2.1.4. Réactifs chimiques et autres matériel
Antibiotiques : Gentamycine « GEN »

2.2 Méthodes

2.2.1 Conservation des souches étudiées

Les souches référentielles sont conservées a 4 °C dans des tubes stériles contenant

10 ml de milieu de culture incliné gélose de M-H pour les bactéries.

2.2.3 Ensemencement des souches conservées

Dans un endroit stérile et a partir de la souche conservée, un ensemencement a été
faite sur des boites pétri contenant de la gélose de M-H pour les bactéries, puis
incubation de 24h a 37°C.

2.2.4 Preparation des suspensions microbiennes

Des colonies bien isolées des cultures pures ont été repiquées dans le BMH
(Bouillon Muller-Hinton) puis incubées a 37 °C pendant 18h, pour conserver le

maintien de la culture et favoriser leur croissance bactérienne.
2.2.1 Meéthodes d’étude de I’activité antimicrobienne des extraits végétaux

L’évaluation de Deffet antibactérienne de différents extraits d’Inula Viscosa

comprend deux méthodes différentes : - L’aromatogramme « méthode de diffusion
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sur disque » (Essawi et Srour, 2000) a pour but de mettre en évidence I’activité

antibacterienne des différents extraits ;

Essais de sensibilitté a la dilution par les micro-dilutions (Billerbeck et al. 2002)
afin de déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) couplée a
I’étalement sur milieu solide pour la détermination de la concentration minimale

bactéricide (CMB) des différents extraits de la plante étudiées

1.4.1. Souches microbiennes Pour tester Dactivité antimicrobienne des extraits

d’Inula Viscosa, quatre souches bactériennes.

Tableau 02 : Souches bactériennes

Famille Genre et Espece Code Caractéristiques
de la
souche
Bacille pyocyanique gram
négatif. Clest un micro-

Pseudomonadacées Pseudomonas ATCC | développer dans les  milieux
aeruginosa 27853 | pauvres.(Henri, 2002 ; Ochoa et

al, 2013)
les infections dues a

P.aeruginosa sont difficiles

ainsi que de leur capacité

acqueérir une résistance

et al, 2013)

organisme aérobie considére
comme un agent pathogéne

opportuniste,  capable de se

éradiquer en raison de leur

résistance intrinseque élevée

différents antibiotiques. (Ochoa

a

a

a
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Bacille gram  négatif  assez
typique, mesurant 1 um de long
par 0,35um de largeur.

ATCC | C’est un aérobie facultatif le plus
Enterobacteriacées Escherichia coli 25922 | courant dans [Dintestin inferieur
des ~mammiferes peuvent étre
pathogenes en provoquant de
graves maladies : les
entérohémorragies et les

péritonites. (Zachary, 2015.)

S. aureus ou staphylocoque doré
est une Cocci gram positive.

ATCC |1l mesure de 0,5 a 1 pum de
Staphylococcus 43300 | diametre, ne sporule pas, est
aureus immobile, aeroanaérobie

facultatif, possede un coagulase-

Staphylococcacées positif. Est un agent pathogene
majeur responsable de diverses
ATCC |infections  apparus  dans la
Staphylococcus 25923 | communauté et a 1’hopital. Elle
aureus provoque des infections
osseuses, des pneumonies, des
bactériémies, des endocardites et
des infections articulaires
(Anses, 2011 ; Robert, 2013).

2.2.2 Méthode de diffusion sur disque (Aromatogramme)

L’¢tude est réalisée par la méthode de diffusion, qui est initialement congue pour les
antibiotiques (antibiogramme), mais en substituant les disques d’antibiotiques par

d’autres imprégnés par de I’extrait (aromatogramme).

Les disques sont confectionnés a partir de papier filtre (Whatman n° 3), a raison de

6mm de diametre. Pour éviter tous risques de contamination aux germes exogenes
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au cours de I’expérimentation les disques sont stérilisés a 120°C pendant 15 minutes
dans un autoclave. Une colonie de chaque espéce du milieu gélosé spécifique apres
activation est ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif ; ce mélange constituera la

solution mere.

L’ensemencement des boites de Pétri contenant le milieu (MH) selon 1’espece
microbienne est effectué par écouvillonnage, a partir de [I’inoculum fraichement
préparé. Il consiste a tremper un écouvillon de coton stérile dans la suspension puis
le frotter, aprés 1’avoir essoré a l’intérieur du tube, a trois reprises sur la totalit¢ de la
surface gélosée de facon a former des stries serrées. Des disques de papier filtre de 6
mm de diametre, préalablement stérilisés sont déposés a la surface de gélose
ensemencée aprés imbibition pendant 5 minutes dans I’extrait obtenu, ainsi que dans
une solution contenant un puissant antibiotique dont la Gentamicine, seront ensuite
déposés successivement a la surface de chague boite de Pétri contenant le milieu

gélosé spécifique (Prescott et al. 2003).

La lecture des diameétres d’inhibition se fera aprés incubation des boites de Pétri a

37°C pendant 24heures a 1’aide d’un pied a colis (Guignar, 1998)

Figure25 : Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

2.3 Lecture des résultats

Apres la culture, I’effet des extraits se traduit par 1’apparition autour du disque
d’une zone circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance et
donc la zone d’inhibition du principe actif (Choi et al, 2006).La mesure de la

distance millimétrique de la zone est reportée sur 1’échelle de concordance afin

*)



Matériels et méthodes

que la souche soit interprétée comme eétant : sensible, intermédiaire ou résistante
Vvis-a-vis au principe actif étudie

Les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité (Ponce et Al. 2003)

Souche résistante (D < 8 mm)

Souche sensible (9mm <D < 14mm)

Souche tres sensible (15mm < D < 19 mm)

Extrémement sensible (D >20 mm)

2.4 Test de sensibilité a I’antibiotique

L’¢tude de [D’antibiogramme s’est limitée a tester 1'un des plus utilisé en

antibiothérapie la Gentamycine « GEN ».

Ce test a ¢été réalis¢ pour étudier I’antibiogramme standard des germes et le
comparer avec l’effet de nos extraits bruts. 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.

2.5 Essais de sensibilité a la dilution

La technique de dilution mesure la concentration minimale inhibitrice (CMI). lls
peuvent également étre utilisés pour mesurer la concentration minimale bactéricide
(CMB) qui est la plus faible concentration antibactérienne nécessaire pour tuer les

bactéries.

2.6 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) «Les

microdilutions »
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La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration en antibiotique

et /ou en principes actifs nécessaires pour inhiber la croissance d’un microorganisme

(Denis et al. 2011).

Des microplaques a fond en U sont utilisables pour la détermination des CMI. Une
plague de 96 puits permet la détermination de la CMI des souches vis-a-vis d’un
extrait. Dans les cupules d’une méme ligne, 100 pl de Bouillon « BMH pour les

bactéries »a été déposé, puis 100 pl de dilutions (Eloff ,1998)

Incuber les plagues inoculées a 37°C pendant 16 a 20h, la CMI est la concentration

minimale d’extrait qui inhibe complétement la croissance des microorganismes dans

les puits de micro-dilution telles que détectées par I’ceil nu (Clsi, 2012).

Figure 26: Méthode des micro-dilutions

2.7 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Pour la détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) un
prélevement a 1’anse est réalis€ autour de chacun des disques ne présentant aucune
culture visible. Chaque préléevement est deéposé en strie sur geélose Mueller Hinton.
La boite ensemencée est incubée 24 heures a 37°C. La plus petite concentration qui
ne laisse que 0,01% de bactéries survivantes aprés un temps d’exposition a

I’antibiotique de 12 a 18 heures correspond a la CMB (Michel Briand, 1986).
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3 Evaluation d’activité antioxydante
3.1 Activité du radical DPPH

le DDPH (2,2 diphenyl-1-picryl hydrazyl) est un radical instable qui posséde un
¢électron célibataire sur ’atome d’azote (Maisuthisakul P et al.,, 2008), c’est un teste
colorimétrique qui repose sur la mesure par spectrophotométre de la capacité d’une
substance antioxydante a réduire le radical DPPH de couleur violette en solution de
couleur jaunatre, ceci lorsque son électron célibataire est apparié avec un hydrogéne
provenant d’un antioxydant, 1’absorbance est mesurée par spectrophotometre a 517
nm. Une faible absorbance indique une meilleure activité anti radicalaire. (Bougatef
et al., 2009)

+ Antioxvdant-OH + Antioxvdant-0

—_— y

" NH

DPPFH (violet) DFPHH (aune)

Figure 27 : piégeage du radical libre DPPH

3.2 Mode opératoire

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par (Suja et
al. 2005). Un volume de 2 ml de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 2 ml
de la solution méthanolique du DPPH (0,078 g/I) fraichement préparée. En ce qui concerne le
contr6le négatif, ce dernier est préparé en paralléle en mélangeant 2ml du méthanol avec 2 ml
d’une solution méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée. Apres incubation a

I’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante la lecture des absorbances est
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effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV visible. Des standards de référence

(acide ascorbique) ont également été analysés en respectant la méme.

Figure 28: la lecture des concentrations par
spectrophotomeétre

Pourcentage d’activité antioxydante est calculé selon la formule suivante :

Pourcentage d’activité antioxydante = [Do contréle|-|Do échantillon| x100

|Do contrdle|
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Partie 111 : Résultats et Discussion

Résultat et discussion

1.1. Tests phytochimiques

Extrait Résultat

Test Extrait Eau/Acétone

Tanins +++
Flavonoides -
Terpenoides +++
Stérols SR
Coumarines ++
Alcaloides +++
Quinones libres ++

Saponosides -

Composés ++
réducteurs

- : absence totale. + : Présence en quantité faible.
++: Présence en quantité moyenne. +++ : Présence en quantité
abondante.

Tableau 03 : représente les métabolites secondaires présentés dans la plante Inula
Viscosa

Les extraits (aqueux, acétone) ont montré les résultats des tests représentés dans le

tableau

Ces derniers indiquent la présence des tanins et 1’absence totale des saponosides.
I’utilisation de [D’extrait eau/Acétone a démontré une forte dominance des
métabolites secondaires :, alcaloides, quinones libres, et composés réducteurs et

I’absence des flavonoides

On explique la présence des tanins dans I’extrait eau/acétone par leurs natures

chimiques, cette diversité structurale est responsable de la grande variabilité

@
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physico-chimique influengant [D’extraction des polyphénols (Koffi et al., 2010,
Mahmoudi et al., 2013).

On a choisi I’extrait (eau/acétone) comme solvant d’extraction car 1’acétone permet
d’extraire les composés polaires des plantes, qui sont miscibles avec des solvants
organiques, (Eloff, 1998).il extrait une plus grande quantit¢ de composés de

végétaux comparativement avec d’autres extraits (Bizimenyera et al., 2005),

L’inula Viscosa ne contient pas des saponosides ceci est en accord avec les travaux
de (Luis et al .,2014). On peut expliquer cette variation des résultats entres les
travaux par la composition chimique de ces plantes, cette derniere dépend
essentiellement des conditions environnementales dans lesquelles poussent ces
végétaux. C’est pourquoi les plantes des zones arides produisent plusieurs types de
métabolites secondaires afin de se défendre et pouvoir subsister aux contraintes

imposées par le climat et le milieu (Rira, 2006)
Rendement

Les extractions des différents composés dans notre plante Inula Viscosa nous ont
permis de calculer le rendement de chaque extrait : méthanolique, , éther de pétrole,
aqueux Acétone et déchloro méthane. Par rapport au matériel végétal sec est

exprimé en pourcentage.

Les extraits des feuilles Rendement en %
Méthanolique 15.02

Ether de pétrole 11.65

Aqueux 27.55

Acétone 6.42
Dichlorométhane 16.45

Tableau 04 : pourcentage de rendement de chaque extrait
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Figure 29 : Représentation graphique de rendement des extraits des feuilles
de la plante Inula Viscosa

Nous avons observé que le rendement le plus élevé était chez I’extrait aqueux qui

est de 27.55%, par contre acétone montre un faible rendement qui est de 6.42%.

Les autres extraits : dichlorométhane, méthanolique et I’éther de pétrole ont donné
les rendements de 16.45%, 15.02%, 11.65% respectivement.

L’eau et le méthanol sont des solvants polaires qui donnent les meilleurs
rendements. En effet, c’est le méthanol qui permet d’extraire le maximum de

familles de composés ceci est en accord avec les résultats de (Allal ,2016).

Ceci est d’accord avec d’autres travaux sur d’autres plantes, en fait les études sur la
plante d’Orthosiphon stamineus a montré que l'eau est plus efficace pour extraire le
soluté car il a une polarité plus élevée et une chaine plus courte (Pin et al. 2010).
Ces caractéristiques de l'eau améliorent sa capacité a extraire les composés polaires.
Ceci explique donc son importance. La difference de rendement pour dautres
solvants peut étre due a d'autres facteurs, notamment les composés phytochimiques
présents dans les plantes, la température d'extraction et le rapport solvant / solide
(Mohd et al. 2012)
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Chapitre 2
Etude de I’activité antimicrobienne
1-1-Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

L’effet antimicrobien des extraits se traduit par une zone d’inhibition autour du
disque, D’extrait est considéré comme bactériostatique selon le diamétre de la zone

d’inhibition les résultats obtenus sont représentés dans la figure ci-dessus

Figure 30 : résultats d’aromatogramme

3
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Les résultats obtenus indiquent que les souches microbiennes examinés ont des
sensibilités différentes vis-a-vis les extraits étudiés selon le diamétre de la zone

d’inhibition

1.1 Extrait dichlorométhane

30

€

£

5

=] mi12.5
e

._E "
o

o B 14
c

(@]

N

-Pseudomonas Staphylococcus  Staphylococcus Escherichia coli
aeruginosa aureus 43300 aureus 25923

Figure 31 : Effet d’extrait de dichlorométhane(DCM) sur les souches étudiées

La figure montre qu’il y a une relation entre les souches et la concentration car
qu’on on diminue la concentration du DCM la zone d’inhibition augmente a part

Pseudomonas aeruginosa qui montre le contraire.

La figure montre que la souche Staphylococcus aureus 25923 est la plus sensibles au
DCM et dans différentes concentrations, la grande zone d’inhibition est marquée par
la souche Staphylococcus aureus 25923 (24mm) a % suivie par (20mm) a % cette
souche est extrémement sensible au DCM, puis Pseudomonas aeruginosa (15mm)

ensuite Staphylococcus aureus 43300 avec un diamétre de (12mm)

On remarque que 1’Escherichia Coli n’est pas sensible du tout a (12.5ml)

E
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Une étude a été faite sur d’autres espéces révéle que I’extrait de Dichlorométhane a

un pouvoir antibactérien sur des souches gram positif (Barchan et al, 2015).

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux trouvés par Bakht et al, 2014 qui ont
montré que I’extrait de dichlorométhane de Mentha longifolia a une activité
antibactérienne sur S. aureus et P.aeruginosa , mais aucune activité enregistré pour

E.coli..

1.2 Extrait acétone
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Figure 32 : Effet d’extrait Acétone sur les souches étudiées

Cette  figure  présente  l’activité  antibactérienne  d’Acétone, on  observe
I’augmentation de la zone d’inhibition au niveau des concentrations 12.5 et ¥ pour

les souches Escherichia coli et S.aureus25923

Ces résultats montrent que la meilleure activité bactérienne est obtenue avec
Staphylococcus aureus 25923 avec (23mm), puis Pseudomonas aeruginosa (17mm)
et S.aureus ATCC 43300 (14mm), ensuite E.coli (11mm). Nous pouvons tout de
méme noter que S. aureus 25923 est la plus sensible dont laquelle la plus grande
zone d’inhibition est enregistré, par contre le plus faible halo d’inhibition est marqué

pour E.coli ATCC25922 donc cette derniére est la plus résistante.

E
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BSSAIBIS et al(2009) rapportent que les extraits des feuilles et de fleurs d’Lviscosa
ont des activités antibactériennes contre E.coli et deux autres bactéries & Gram
positif. Les résultats obtenus montrent que les activités antibactériennes sont en
relation avec l’origine de Dextrait (fleurs ou feuilles), la nature du solvant et la
souche testée. En effet, les extraits au méthanol sont les plus actifs, suivis par ceux
I’acétone. La souche E.coli a présent¢ la plus grande sensibilit¢é aux différents

extraits suivis par les deux souches & Gram positif.

1.3 Extrait aqueux
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Figure 33 : Effet d’extrait aqueux (EAQ) sur les souches étudiées

Notez que toutes les souches ont une activité bactérienne avec n’importe quelle

concentration.

La figure montre que les souches de S. aureus et E. coli montrent une meilleure
activit¢  bactérienne avec (14mm) de [D’extrait aqueux que P. aeruginosa

ATCC27853 et, qui présentaient une zone d’inhibition maximale égale a 10 mm.

Les souches S.aureus ATCC 25923, S.aureus ATCC 43300 et E.coli ATCC 25922

sont révélées les plus résistants vis-a-vis ’EAQ d’Inula Viscosa.
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Cependant y’a aucune activité sur P.aeruginosa qui présente un diamétre entre (8-
10mm).

Nos résultats sont concorde a ceux trouvé par (Hassine, 2013) qui ont remarqué que
les E.coli et S.aureus sont résistant a I’EAQ d’eucalyptus gilli, en revanchent, ils ont
marqué également une résistance de C.albicans et P.aeruginosa contrairement a nos

résultats.

MAOZ et NEEMAN (1998), ont testé les extraits aqueux de dix plantes
médicinales, dont l.viscosa, contre trois souches bactériennes a Gram positif. Ils ont
remarqué que l’extrait aqueux d’Lviscosa a présenté un effet inhibiteur maximal

contre les trois bactéries testées.

1.4 Extrait de méthanol
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Figure 34 : Effet d’extrait de méthanol sur les souches étudiées

On observe une diminution au niveau de la concentration ¥ avec une zone

d’inhibition entre 0 et 13mm.

La figure montre que la souche d’E coli est la plus sensible au MtOh  dans

différentes concentrations, la grande zone d’inhibition est (18mm) cette souche est
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extrémement sensible a I’Mtoh, suivie par S.aureus 25923 (15mm), puis S.aureus
ATCC43300 (13mm) et enfin P. aeruginosa avec un diametre de (11mm)

Notez 1’absence de la zone d’inhibition chez Pseudomonas aeruginosa (0mm) a %

et (8mm) a %2 donc aucune sensibilite.

Les travaux de Lamprini et al (2014) réalises sur les parties aériennes d’Lviscosa
en utilisant deux solvants (acétate d’éthyle et le méthanol) ont trouvé des activités

efficaces contre de nombreuses bactéries a Gram négatif tel qu’E.coli.

Selon une autre étude qui a été faite par KHADIJA et al(2013) au Maroc, les
extraits ~ méthanoliques d’Inule visqueuse ont des activités antibactériennes contre
les bactéries a Gram positif et a Gram  négatif. L’activité concernant 1’extrait
méthanolique a été la plus efficace contre toutes les souches bactériennes dont les

diameétres d’inhibitions varient de 14 a 60 mm.

1.5 Extrait éther de pétrole
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Figure 35 : Effet d’extrait d’éther de pétrole sur les souches étudiées

La figure  montre que I'efficacité antibactérienne de I'EEP s'est avéré la plus
cohérente avec E. coli ATCC25922 avec un diamétre de 25 mm et (19mm) pour
S.aureus et (15mm) mm pour P.aeruginosa. Par contre la souche S.aureus 43300 est

la plus résistante a différent concentration de 1’extrait par rapport aux autres souches.
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Nos résultats sont similaires a ceux rapporté par (ABIRAMI, 2017) qui ont testé
I’activité antimicrobienne d’EEP d’eucalyptus globulus sur une vaste gamme de
bactéries gram+ et gram- et ils ont remarqué que la souche E.coli s’est révélée la
plus sensible avec un diamétre de zone d’inhibition de 20mm et la zone minimale

d’inhibition et marqué par S.aureus 13mm

D'aprés Bakht et al, 2014, I'extrait d'éther de pétrole de l'espéce Mentha longifolia a
un pouvoir antibactérienne similaire a celle d’Inula Viscosa qui est entre 15 et 25

mm. Ainsi que pour P. aeruginosa.

2. Test de sensibilité aux antibiotiques
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Figure 36 : Effet des antibiotiques sur les souches étudiées

Selon la figure, la souche S.aureus ATCC 43300 et Escherichia coli sont les
sensible a la gentamycine avec des diametres allant de 29 a 37 mm, suivi par
S.aureus 25923 qui un diamétre entre 29 a 35mm, contrairement au P. aeruginosa
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qui représente une faible sensibilité par rapport les autres especes avec une zone
d’inhibition de 20 a 28mm

Notez que tous les souches ¢étudiées sont sensibles au Gentamycine. D’aprés la
figure les résultats montrent que I’association des extraits avec 1’antibiotique agit
sur toutes les souches microbiennes avec des activités (synergie, antagonisme et
indifférence), cette différence peut étres expliqué par le mode d’action des extraits

d’Inula Viscosa,

3. Essais de sensibilité a la dilution

3.1 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
Concentration minimale inhibitrice (CMI) des souches bactériennes

Les résultats montrent que les extraits d’inula viscosa ont une activité

antibactérienne acceptable.

Figure 35 : Résultat de la concentration minimal inhibitrice

Ainsi, les bactéries n'ont montré aucune croissance en présence de solutions meres

d'extraits. Cette concentration est donc inhibitrice pour toutes les souches.

Tableau 05 : Concentration minimal inhibitrices des extraits d’inula viscosa
pour S.aureus ATCC 25923
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6.2 |312 |15 |0.78 |[0.39 |[0.19 |0.09 (004 |002 |001 |T T

S) 5 2 1 0 5 7 8 4 2 N P
MOh | - - - + + + + + + + + -
Petet | - - - + + + + + + + + -
Ac - - - + + + + + + + + -
Dcm | - - + + + + + + + + + -
T : Témoin -2 inhibition
N : Négatif + : croissance
P : Positif

D'aprés le tableau, on observe que l'extrait (1, 2,3) de la partic aérienne d’Inula
viscosa a une trés bonne activité sur S.aureus 25923 qui semblait étre la plus
sensible (MIC = 0.781 mg / ml), suivie de dichlorométhane avec une CMI de 1.562

mg / ml,

Tableau 06 : Concentration minimal inhibitrices des extraits pour E.coli :

6.25 3.125 | 156 |0.781 [0.39 |0.19 |0.097 [ 0.048 | 0.024 (001 |T | T
2 0 5 2 -
MOh | - - - - - + + + + + + -
Petet | - - - - - + + + + + + |-
Ac - - - - + + + + + + + |-
Dcm | - - + + + + + + + + + |-

Les résultats du tableau, montrent un niveau de sensibilité élevé a ’extrait (1-2) pour

la souche E.coli étudiée (CMI= 0.390 mg/ml), suivi par P’acétone avec
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(CMI=0.781mg/ml) et D’activit¢ d'un niveau intermédiaire pour DCM avec une CMI
égal 4 3.125 mg / ml.

Tableau 07 : Concentration minimal inhibitrices des extraits d’Inula Viscosa
pour P.aeruginosa ATCC 27853

6.25 | 3.125 | 1562 |0.781 |0.39 |0.19 |0.097 |0.048 | 0.024 [0.01 | T

0 ) 2
MOh | - - - + + + + + + + +
Petet | - - - + + + + + + + +
Ac - - - + + + + + + + +
Dcm | - - + + + + + + + + +

On observe que l'extrait (1, 2,3) de la partie aérienne d’Inula viscosa a une trés
bonne activité sur P.aeruginosa qui semblait étre la plus sensible (MIC = 0.781 mg /
ml), suivie de (DCM) avec une CMI de 1.562 mg/ml

Tableau 08: Concentration minimal inhibitrices des extraits d’Inula Viscosa
pour S.aureus ATCC 43300

6.25 | 3.125 | 1562 [0.781 |0.39 |0.19 |0.097 | 0.048 |0.024 (001 | T

0 5 2
MOh | - - + + + + + + + + +
Petet | - - - + + + + + + + +
Ac - - + + + + + + + + +
Dcm | - - + + + + + + + + +
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Le tableau montrent que 1’extrait Petet présente une activité antibactérienne élevées
sur la souche S.aureus 43300 qui semblait étre la plus sensible (CMI=0.781mg/ml),
suivi de les extraits (1-3-4) avec une CMI de 1.562 mg/ml.

Tableau 09 : Concentration minimal inhibitrices de D’extrait aqueux pour les

différentes souches

6.2 [ 312 |15 |0.78 |0.39 (019 |0.09 [0.04 |0.02 |001 |T
5 5 2 1 0 5 7 8 4 2
P.aerugino | - - - - + + + + + + +
sa
S.aureus - - - + + + + + + + +
ATCC
43300
S.aureus - - - + + + + + + + +
ATCC
25923
E.coli - - + + + + + + + + +

Les résultats du tableau montrent un niveau de sensibilité¢ élevé au niveau de la
souche P.aeruginosa étudiée (CMI= 0.390 mg/ml), suivi par les deux souches
S.aureus ATCC 43300 et S.aureus ATCC 25923 avec (CMI=0.781mg/ml) et

I’activité d'un niveau intermédiaire pour E.coli avec une CMI égal & 1.562 mg / ml.

Tableau 10: Concentration minimal inhibitrices des extraits avec les

différentes souches

Extrait Ether de | Acétone Déch Agueux

méth. pétrole Méthane
P.aeruginosa 0.781 0.781 0.781 1.562 0.390
S.aureus 43300 1.562 0.781 1.562 1.562 1.562
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S.aureus 0.781 0.781 0.781 1.562 0.781
ATCC 25923
E.coli 0.195 0.195 0.390 1.562 1.562

3.2 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Extrait méth. | Ether de Acétone DéchMéthane | Aqueux
Extret pétrole
Souches
P.aeruginosa 6.25 3.125 6.25 6.25 0.390
S.aureus 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25
ATCC 43300
S.aureus 6.25 6.25 6.25 6.25 1.562
ATCC 25923
E.coli 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25

Tableau 11 : Concentration minimale bactéricide (CMB) des extraits d’/nula Viscosa sur la
croissance des souches bactériennes

La concentration minimale bactéricide (CMB) signifie a la concentration minimale

inhibitrice (CMI) pour les extraits d’inula viscosa contre les souches bactériennes
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Les extraits presentent une concentration minimale bactéricide (CMB) plus élevé

que la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Selon les resultats obtenus, la plupart des souches présentent une sensibilité vis-a-vis
les différents extraits avec des diametres supérieurs a 12 mm dans la plupart des cas,
cette sensibilité dépend de la nature et la composition des extraits et les souches

testé.

L’activité antimicrobienne maximale enregistrée par 1’essai de I’EEP et I’EDCM
contre toutes les souches suggeére que la substance active réside dans ces extraits
avec un effet a large spectre. Tandis que 'EDCM renferme différents constituants,
notamment les flavonoides, les tanins, les acides phénoliques, les terpénes et les
pectines. (Bouzid, 2011).

Selon Marmonier (1990), si le rapport d’activitt CMB/CMI ou d’une substance
antimicrobienne est inférieur ou égal a 4, cette derniére est qualifiée de substance
bactéricide et si le rapport est supérieur a 4, elle est alors dite bactériostatique. On se
référant aux résultats obtenus dans les tableaux, nous constatons que les extraits

d’inula viscosa sont bactériostatiques.

Nos resultats ne concordent pas a ceux trouvé par (Pankey et Sabath, 2004) qui ont
testé D’activité antimicrobienne d’E.camaldulensis sur une vaste gamme de bactéries
a gram+ et gram-, et ils ont remarqué que le rapport CMB, CMF/CMI de cette huile
est inferieur a 4 et cela indique que I’HE  d’E.camaldulensis peut étre utilisée

comme agent bactéricide.

Evaluation de I’activité antioxydante

1. Variation du pourcentage de réduction en fonction de la concentration de
chaque extrait

1.1 Activite anti radicalaire de I’extrait méthanolique
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Figure 38 : Variation du pourcentage de réduction en
fonction de la concentration de 1’extrait méthanolique
D’apres la figure on peut calculer le IC50= 0.203mg/ml
1.2 Activité anti radicalaire d’éther de pétrole
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50 y = 5.1641In(x) + 78.497
70 R?=0.9472
60
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 T T T T T )
0 2 4 6 8 10 12

Figure 39 : Variation du pourcentage de réduction
en fonction de la concentration d’éther de pétrole

Calcule d’IC50= 0.4403 mg /ml

5
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1.3 Activité anti radicalaire d’acétone
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Figure 40 : Variation du pourcentage de réduction en fonction
de la concentration d’Acétone

Calcule d’IC50= 0.2367 mg /ml

1.4 Activité anti radicalaire d’extrait aqueux
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R? = 0.945

Figure 41 : Variation du pourcentage de réduction
en fonction de la concentration d’ Aqueux

Calcule d’IC50= 1.3608 mg /ml

1.5 Activité anti radicalaire d’extrait dichlorométhane
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Figure 42 : Variation du pourcentage de réduction en fonction de

la concentration de dichlorométhane

Calcule d’IC50= 0.4289mg /ml

3.2. Comparaison entre les extraits par rapport a leur 1C50

IC50 en mg/ml

1.6

14

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

Méthanolique

éther de pétrole Acétone Aqueux déchloro méthane

Les extraits

Fi

comparaison entre les extraits par rapport a I’'IC50

gure 43 : Représentation graphique montre la

E
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La représentation graphique a montré les valeurs des IC50 des extraits. Les tests au

DPPH révélent que I’extrait méthanolique confirme un 1C50 qui est de 0,203 mg/ml.

L’extrait éther de pétrole confirme un IC50 presque similaire que 1’extrait déchloro

méthane qui est de 0,4403 mg/ml et 0,4289 mg/ml.

On remarque que IC50 d’Acétone =0.2367 mg/ml et I’extrait aqueux est de 1.3608

mg/ml

En conclusion nous constatons que 1’extrait aqueux et éther de pétrole donne un

IC50 plus élevé qui sont de 1.3608 mg/ml et 0,4403 mg /mi

Donc le classement des extraits selon leur pouvoir antioxydant est le suivant : Extrait
méthanolique, 1’extrait acétone, dichlorométhane, puis 1’éther de pétrole, a la fin

I’extrait aqueux.

On explique I'utilisation de la technique DPPH par sa rapidit¢ a donner les résultats,
comme elle est employée pour le criblage des molécules douées d'activités
antioxydantes présentes dans les extraits de végétaux (Yi et al. 2008 ; Nabavi et al.
2010)

La réduction du radical libre DPPH°® (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un
antioxydant peut é&tre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la
diminution de [D’absorbance provoquée par les antioxydants. En présence des
piégeurs de radicaux libres, le DPPH passe d’une coloration violette a une coloration
jaune (Prior et al. 2005).

On constate que les cinque extraits présentent une bonne activité antioxydant

Selon les résultats enregistrés, les extraits méthanoliques et aqueux sont dotés d’un
meilleur pouvoir antioxydant, le méthanol enregistre le meilleur 1C50 ceci est en
accord avec les résultats d’activité antioxydant obtenue de (abdel nacer et al 2011)
et les résultats de (Lopez Vet al., 2007).

E
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Conclusion

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et
composés naturels bioactifs. Le présent travail porte sur 1’étude photochimique ainsi
que I’évaluation des activités antimicrobienne et antioxydants des composés

bioactifs présents dans les feuilles de /’inule visqueuse Inula viscosa L.

Les tests photochimiques indique la richesse de cette plante en tannins, triploides,

stérols, coumarines, alcaloides, quinones libres et enfin des composes réducteurs

Cette richesse en composés secondaires peut expliquer 1’utilisation de cette plante en

médecine traditionnelles

Les extraits d’inula viscosa possedent une activité antioxydant due a la présence de

composés de haut poids moléculaire tels que les tannins condensés.

L’étude a montré que les extraits préparés (Ac, Ag, MToh, EP, EDCM) d’inula
viscosa présentent une activité antimicrobienne contre les souches étudiées avec des

diamétres des zones d’inhibition variantes de (8-25mm).

Au bout de cette étude, les extraits biologiques de notre plante ont un fort impact
bactéricide sur les souches testées, de sorte que ces ressources peuvent étre
valorisées et utilisées dans le domaine du traitement ainsi que contre les maladies

infectieuses.
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Résumé

Les recherches actuclles sont focalisées sur les molécules douées d’activités
biologiques d’origine naturelle. Cinq extraits obtenus a partir de des parties
aeriennes de la plante Inula viscosa avec I’extraction par macération dans des
solvants différents, éther de pétrole,  méthanol, dichlorométhane, eau distillée et
acetone, Le screening phytochimiques a permis de mettre en évidence la présence
des tanins, Terpenoides, Stérols, Coumarines, Alcaloides, Quinones libres,

Composes réducteurs

Le rendement des extraits des feuilles de la plante Inula viscosa montre que 1’eau et
le déchloro méthane sont des solvants polaires qui donnent les meilleurs rendements
avec 27.5% et 16.45%

Les parties aériennes d’Inula viscosa  (Nord-Ouest algérienne) ont été criblés pour
leurs activités antimicrobiennes possibles. Par la suite, ’activité antimicrobienne des
extraits a ¢été testée par un essai biologique, d’aromatogramme, suivie par la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration

minimale bactéricide

Les CMI obtenus des souches bactériennes sont comprises entre 0.195 et 0.781
mg/ml et la valeur de la concentration minimale bactéricide (CMB) des extraits est

estimée a 6.25 mg/ml

L’association des extraits avec Iantibiotique agit sur toutes les souches

microbiennes avec des activités variables (synergie, antagonisme et indifférente).

Les extraits d’Inula viscosa posseédent une activité antioxydante due a la présence de
composes de haut poids moléculaire tels que les tannins condensés et la richesse de

la plante en métabolites secondaires.

Mots clés : Plantes médicinales, métabolites secondaires, Inula viscosa, extraits,

activité antimicrobienne.
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Annexe

Tableau 01 : Liste des produits chimiques utilisés

Ether de pétrole

CH3-(CH2) n-CH3

Dichlorométhane C2H60
Méthanol CH3OH
Diméthylsulfoxyde (DMSO) C2H60S
Acétone C3H60

Tableau 02 : Appareillages et leurs références

Autoclave

AR3055

Spectrophotométrie

Décompteur de colonies

Etuve

ES13304

79



Rotary évaporateur RE300
N
<=
t L
Agitateur magnétique AG500

chauffant

Tableau 03 : température d’ébullition des solvants (INRS)

Ether de pétrole 30-50°C
Dichlorométhane 39,8°C
Méthanol 64,5°C
Acétone 56 °C

Tableau 05 : Composition de gélose Muller-Hinton (MH)

ingrédients Les mesures
Milieu déshydraté 38,09
Eau distillée 1L
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