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Glossaire

Aigrette : ensemble de poils soyeux qui couronnent certains fruits et grains, comme
ceux des akenes de diverses Astéracées.

Akeéne : petit fruit sec qui ne contient qu’une seule graine et qui ne s’ouvre pas a
maturité. les akénes des Astéracées possedent une aigrette.

Allélopathie : ensemble d’interactions biochimiques (directes ou indirecte) positives
ou négatives d’une plante avec un autre organisme vivant (plante ou microorganisme)
au moyen de métabolites secondaires.

Angiosperme : quand les graines sont renfermées dans des fruits.

Analgésique : se dit d’une substance, d’un médicament qui abolit la sensibilité a la
douleur.

Annuelle : est une plante qui vit qu’une seule année. Il s’agit d’une plante qui fait son
cycle végétatif (de la germination jusqu’a sa mort) en un an.

Antibactérien : substance qui diminue la croissance des bactéries et peut aussi les
détruire.

Anthelminthiques : substance capable de traiter des infections d'origine parasitaire
provoquées par des vers, les helminthes.

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

Antifongique /antimycosique : substance qui diminue la croissance des champignons
et peut aussi les détruire.

Antihypertenseur : substance qui s’oppose a I’augmentation de la pression artérielle.
Anti-inflammatoire : substance qui réduit les inflammations et les douleurs en
résultant.

Anti-oxydant : ce sont des molécules qui ont la propriété de diminuer ou d’empécher
I’oxydation d’autres matériaux et composé€s organiques, en captant les radicaux libres
qui sont responsables du vieillissement des cellules.

Antiparasitaire : substance qui permet de détruire les parasites de I’homme ou des
animaux et empéche leur implantation, elle permet aussi de traiter les maladies dues a
ces parasites.

Antipyrétique : substance qui diminue la fiévre.

Antispasmodique : substance qui empéche les contractures (spasmes).

Antiviral : substance qui a la capacit¢ de détruire les virus ou d’empécher leur
multiplication.

Aseptique : substance qui a la propriét¢ d’empécher la prolifération des germes
pathogénes a I’intérieure de 1’organisme ou a sa surface.

Bractée : petite feuille qui recouvre la fleur avant son développement et qui est située
a la base du pédoncule floral.

Capitule : inflorescence formée de petites fleurs serrées les unes contre les autres et
insérées sur le pédoncule élargi en plateau.



Glossaire

Cataplasme : préparation pateuse ¢€talée entre deux linges et appliquée sur la peau
pour soulager une inflammation.

Cicatrisant : se dit d’une substance qui favorise la cicatrisation.

Cosmopolite : se dit d’'une espeéce végétale quand elle est présente dans toutes les
régions du monde.

Cutanée : qui a rapport a la peau.

Dermatose : est le nom utilisé pour désigner toutes les affections de la peau, elle peut
étre allergique comme 1’eczéma, inflammatoire comme 1’acné, infectieuse comme une
mycose.

Diabete : maladie métabolique caractérisée par un taux élevé de sucre dans le sang.
Gale : affection contagieuse de la peau transmise par la femelle d’un acarien appelée
le sarcopte de la gale, qui creuse des galeries dans 1’épiderme ou elle dépose ses ceufs
ce qui provoque I’éruption des vésicules accompagnées de démangeaisons intenses
généralement nocturnes.

Galénique : se dit d’un médicament obtenu d’une préparation pharmaceutique.
Garrigues : formation végétale méditerranéenne des sols calcaires, constituée de
chénes verts mélangés a des buissons et a des plantes herbacées.

Hémostatique : substance qui arréte une hémorragie.

Herbacée : se dit d’une plante non ligneuse dont la tige n’a pas la consistance du bois.
Hétéroside : sont des substances qui résultent de la condensation d’un ou plusieurs
oses avec une partie non glucidique appelée génine ou aglycone.

Hypoglycémiante : substance capable de diminuer le taux de glucose dans le sang
(glycémie).

Ligulée : se dit des fleurs qui portent une ligule, languette qui se trouve entre le limbe
de la feuille et la gaine, chez les herbes.

Mycoses : maladie provoquée par le développement des champignons et des levures
parasites dans une partie de 1I’organisme.

Panacée : est un remede universel a toutes les maladies.

Placebo : Substance inactive dépourvue de toute action biologique substituée a un
médicament pour étudier D’efficacité de celui-ci en éliminant toute participation
psychologique du malade.

Poils glanduleux : ce sont des poils qui se terminent par une petite glande.

Résine : produit solide ou semi-liquide, translucide et insoluble dans 1’eau que
secrétent certaines especes végétales.

Rosée : vapeur d’eau qui se dépose, le matin ou le soir, en gouttelettes trés fines sur
les végétaux a ’air libre.

Sédatif : se dit d’une substance qui apaise les douleurs, calme I’anxiété et aide a
dormir en cas d’insomnie.

Spasme : contraction involontaire et de courte durée de fibres musculaires

Topique : se dit d’un médicament qui agit a I’endroit ou il est appliqué.

Vivace : un végétal dont le développement peut s’étendre sur plusieurs années.

Vi
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Introduction

Les propriétés médicinales de certaines plantes sont connues depuis I’antiquité. En effet,
les plantes ont toujours joué¢ un rdle important dans le quotidien de ’homme aussi bien au
niveau de son alimentation que pour leur usage en thérapie. Car ce dernier a fini par réaliser,
peu a peu, qu’il pouvait se soigner par les plantes et ce, grace a I’observation et a I’expérience
a travers les temps. C’est ainsi, qu’est née la discipline dénommeée « la Phytothérapie », qui

est le traitement des maladies par les plantes.

A rappeler que 1’0O.M.S (Organisation Mondiale de la Santé) considére la phytothérapie
comme médecine alternative (SEBAI et BOUDALIM, 2012).

Aujourd’hui, le recours aux plantes médicinales ou aux médicaments a base de plantes
contenant des principes actifs naturels a pris de grandes proportions vu que beaucoup de
molécules de synthése ont montré leur limite. En effet, selon les statistiques, plus de 25% des
médicaments utilisés dans les pays développés dériveraient directement ou indirectement des
plantes, du fait que ces phytomédicaments seraient moins agressifs pour 1’organisme et que

leur consommation ne présenteraient pas d’effets secondaires (RAMLI, 2013).

Située dans le bassin méditerranéen et exposée a de grandes variations climatiques du
Nord au Sud, I’Algérie est un terrain de prédilection au développement de plusieurs cultures
aromatiques et médicinales, principalement dans des jardins familiaux dont I’exploitation

demeure a ce jour traditionnelle (BENYAHIYA, 2014).

La valorisation de ces ressources naturelles peut avoir des retombées économiques
considérables pour notre pays. Récemment des projets de production des plantes aromatiques
et médicinales ont vu le jour et sont essentiellement orientés vers ’exportation des plantes

fraiches, d’huiles essentielles et d’huiles concrétes (BENYAHIYA, 2014).

Considérant I’importance de ce potentiel naturel dont une partie des plantes connues sont
réputées pour leur pouvoir thérapeutique, nous nous sommes intéressées a une plante
particuliére, dénommée « Inula viscosa », qui est trés répondue en Algérie et principalement

en Kabylie.

Ainsi, le présent travail est axé a 1’étude des activités antimicrobiennes de 1’extrait aqueux

de cette plante. Dans ce cadre, on a réparti notre mémoire en deux parties distinctes, a savoir :

v La premiére partie est consacrée a la recherche bibliographique. Elle comprend trois

chapitres respectivement consacrés a :



Introduction

e Le premier chapitre : a 1’é¢tude botanique de I’inule visqueuse ainsi qu’aux
travaux antérieurs et vertus médicinales de la plante.

e Le second chapitre: aux principales classes de métabolites secondaires,
comme les composés phénoliques, les huiles essentielles et les alcaloides. De

méme a €lucider les différents procédés d’extractions de ces métabolites.

e Le troisieme chapitre : aux activités antimicrobiennes de 1’inule visqueuse a

savoir : I’activité antibactérienne et antifongique.

v La deuxiéme partie de ce travail est consacrée aux matériels et méthodes utilisés ainsi

qu’aux résultats obtenus.



CHAPITRE 1 Inula viscosa

1. Histoire des plantes médicinales

La connaissance rationnelle des plantes médicinales date de 1'Antiquité. C'est
HIPPOCRATE qui différencia 'usage interne et 1'usage externe et qui définit la notion de
dose qui permet de distinguer l'effet thérapeutique de l'effet toxique (BENROKIA et
AOUAR, 2015).

D’aprées FLEURENTIN (2007) rapporte qu’au cours du premier siecle, DIOSCORIDE
référenga 609 drogues végétales dans son ouvrage « De matéria médica », connu sous

I’appellation « Pharmacognosie » (BRUNETON, 2009).

En 1635, LOUIS XIII crée a Paris le célébre jardin royal des plantes médicinales riche de
plus de 2300 espéces végétales (DELAVEAU, 1983).Au  18™Siécle, les plantes acquiérent
leurs identités telles qu’elles sont connues aujourd’hui, a savoir un double nom indiquant le

genre et I’espéce (BENROKIA et AOUAR, 2015).

Au 19°™ siécle, la découverte des molécules naturelles, qui font la valeur thérapeutique
des drogues héroiques, a ¢t¢ impressionnante. En 1819, MEISSNER proposa le nom
d’«Alcaloide », dérivé des termes « al kali » qui signifie cendre et de « eidos » signifie la
forme. Ce scientifique serait le premier a observer que ces substances azotées, présentes dans
certaines plantes, possédaient des propriétés basiques.

C’est ainsi que, la morphine fut isolée par SERTUNER en 1817, la codéine par
ROBIQUET en 1832, il isola aussi I’asparagine de 1’asperge. La papavérine par MERCK en
1848. C’est aussi 1’époque de 1’isolement de ’inuline a partir de I’aunée en 1804.En 1820, il
y’a eu isolement de la quinine et de la caféine. En 1860, isolement de la cocaine de la feuille
de coca et en1879, isolement de la trinitrine (DJEDIOUI, 2010).

Toutes les civilisations antiques: mésopotamienne, égyptienne, chinoise, indienne,
précolombienne avaient respectivement leurs propres panoplies de remedes végétaux
(MEKKIOU, 2005).

A ce jour, 20000 a 25000 plantes seraient utilisées dans la pharmacopée humaine. Environ
75 7. des médicaments auraient une origine végétale dont 25 7 d’entre eux contiendraient au
moins une molécule active d’origine végétale (FOUCHE et al., 2000).

2. Définition

L’inule visqueuse est une plante des régions méditerranéennes, trés connue et largement
utilisée en médecine traditionnelle. Elle appartient a la famille des Asteraceae. Cette famille
est I'une des plus répondue dans le monde végétal. Elle comprend plus de 13 tribus, 1000
genres et 23000 especes, selon GUIGNARD (1994). Aussi, il en existerait 109genres et 408
especes en Algérie et 111 genres et 638 especes en France, selon QUEZEL et SANTA (1963).



CHAPITRE 1 Inula viscosa

D’aprés les recherches de CICCARELLI (2007), I’inule visqueuse a été rattachée au genre
Dittrichia (Dittrichia viscosa) car elle posseéde des poils glanduleux sur I’ovaire, ce qui n’est
pas le cas des autres plantes du genre Inula.

Inula viendrait du grec: In€o, qui signifie «je purge» allusion a une propriété
thérapeutique de la plante. Quantau termeViscosa, il signifie « visqueuse » (FOURNIER,
1947).

3. Taxonomie

D’apres FOURNIER (1947), la position systématique de 1’inule visqueuse est comme suite :
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous Classe : Gamopetales

Ordre : Campunulales

Famille : Compositae

Genre : Inula

Espece : viscosa - L - AIT

Synonymie : Dittrichiaviscosa L

Nom commun : Inule, aunée visqueuse

Noms vernaculaires (QUEZEL et SANTA, 1963) : Magramane ou amagramane (En Afrique
du Nord).

4. Description botanique

QUEZEL et SANTA (1963), décrivent I’inule visqueuse comme étant une plante herbacée,
annuelle, vivace, visqueuse, a odeur forte, a feuilles alternes, présentant des capitules jaunes,
comprenant a la fois des fleurs tubuleuses et des fleurs ligulées et bractées en plusieurs séries.

On la trouve sous forme de buissons hauts, d’une longueur de 50 cm a 1 m, ligneuse dans
sa partie inférieure. Les feuilles sont ondulées, dentées, aigues, rudes, recouvertes sur les
deux faces de glandes visqueuses, qui dégagent pendant la phase végétative une odeur acre.
Les feuilles caulinaires sont amplexicaules (elles entourent completement la tige) et sont plus
largement lancéolées (AIT YOUSSEF, 2006).
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La floraison commence a partir du mois de septembre. Les fleurs sont toutes fertiles et de
couleur jaune. Les fleurs périphériques sont liguliformes, alors que celles du centre sont
tubulaires. Le fruit est un akéne cylindrique présentant au sommet une aigrette simple (AIT
YOUSSEF, 2006).

(B) ©)

Figurel : Images représentant les différentes parties d 'Tnula viscosa (A) sous forme de
buisson, (B) les fleurs d 'Inula viscosa, (C) feuille dentée d’Inula viscosa

(http://lagunesgarrigue.canalblog.com/archives/2013/09/25/28083167.html)

5. Répartition géographique
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Selon QUEZEL et SANTA (1963), L’espece Lviscosa est répandue dans tout le bassin
méditerranéen. Cet arbrisseau pousse dans les champs denses et sauvages, sur les sols secs et
calcaires. De méme, dans les prairies humides et les bords de cours d’eau.

AIT YOUSSEF (2006), a rapporté que cette plante est répandue aussi en Algérie et qu’elle
pousse surtout dans les garrigues, les rocailles et sur les terrains argileux et peu humides.

6. Vertus médicinales et usages traditionnels

Lviscosa est une plante médicinale, anciennement connue pour ses vertus réparatrices,
sédatives, tonifiantes, revitalisantes et immunologiques. Elle est présente dans toute 1’aire
méditerranéenne et elle est considérée comme une panacée (AIT YOUSSEF, 2006).

Cette plante vivace, dont 1’'usage est topique, est utilisée dans la médecine traditionnelle
comme un anti gale, un anti-inflammatoire et un antiseptique par excellence. Au niveau de
I’appareil respiratoire, elle présente une action sédative de la toux et des spasmes bronchiques
(AIT YOUSSEF, 20006).

Les feuilles de I’inule visqueuse secreétent un mélange de résines tout au long de la durée
de leur vie. Ces exsudats se composent de plusieurs flavonoides aglycones ainsi que de
nombreux terpénoides. Ils ont une activité allélopathique et un effet inhibiteur vis-a-vis des
microorganismes phytopathogenes. Ces feuilles sont utilisées en cataplasme pour traiter les
abces, la gale, les dermatoses, les furoncles, les ulceres, les gercures. Elles sont aussi utilisées
comme cicatrisant des plaies cutanées (HMAMOUCHI, 2001).

Par ailleurs, les travaux de BELLAKHDAR (1997) ont démontré la présence de I’inuline
au niveau de la racine de cette plante. Sa richesse en ce fructose extrémement nutritif
expliquerait son usage traditionnel pour faire grossir, dés lors qu’elle renforcerait et
augmenterait la vitalité¢ de I’estomac et de I’intestin, améliorant ainsi 1’appétit. Elle est aussi
un anti émétique.

YANIZ (1987) a mis en évidence 1’action hypoglycémiante d’/viscosa en infusion chez
I’homme diabétique. L’extrait aqueux de cette plante pourrait aussi jouer un role préventif
dans le développement du diabéte sucré par I’amélioration des métabolismes glucidiques,
lipidiques et protéiniques. Il peut étre utilis€ comme un antioxydant (DJEDIOUI, 2010) et
¢galement comme un antihypertenseur (KATTOUF et al., 2009).

Les travaux de BEZANGER et al (1990) affirment que 1’hispiduline, qui est un flavonoide
présent dans la feuille de I’inule visqueuse, exerce un pouvoir relaxant sur les muscles.

Selon BRUNETON (1999), Lviscosa exerce une activité antiparasitaire et antihelminthique
et présente ¢également des propriétés antifongiques a des concentrations de 10 pg/ml. D’ aprées
cet auteur, elle inhibe la croissance de Microsporum cookei, Trichophyton mentagrophyte et
d’autres champignons pathogénes pour I’homme, d’ou son utilisation dans le traitement de
mycoses cutanées, essentiellement sous forme de poudre.
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Les études de TRIPALLI en 1981, rapportées par HAMDI PACHA et al (1999),
démontrent ’activité antibactérienne des flavonoides de I’inule visqueuse qui, en application
locale, crée un foyer aseptique.

De méme, I’inule est connue pour son pouvoir cicatrisant avéré. En effet, les travaux de
HAMDI PACHA en 1999, attribuent a cette plante un pouvoir cicatrisant certain et ce, suite
aux essais de traitement des brulures expérimentales réalisées sur des lapins. Cette propriété
cicatrisante a €ét¢ mise en évidence en utilisant une préparation galénique contenant 45%
d’huile d’amande douce, 45% de glycérine et 10% de 1’extrait alcoolique d 'L.viscosa (CHARI,
1999).

Les résultats obtenus avec cette préparation (galénique) ont été comparés a ceux obtenus
en utilisant un placebo. Il a été¢ déduit une accélération nette du processus de cicatrisation de
19 a 21 jours pour les brulures traitées avec la préparation d’inule. Par contre, la cicatrisation
est de 31jours pour les brulures traitées avec le placebo.

A l’issu de cette expérience, HAMDI PACHA (1999) a conclu que I’inule visqueuse aurait
agi en stimulant la synthése du collagéne en créant un foyer aseptique favorisant ainsi la
réparation tissulaire.

7. Travaux réalisés sur Lviscosa

Les Inules ont fait I’objet de nombreuses études phytochimiques du fait de leur richesse
en divers métabolites secondaires. Nous essayerons, ci-apres, de rappeler quelques travaux
antérieurs qui leur ont été consacrés :

Plusieurs équipes dont celle de chercheurs espagnols, anglo-saxons et algériens ont pu
isoler sur des feuilles d’lviscosa, couvertes de leurs exsudats visqueux, de nombreux
flavonoides a savoir : I’Hispiduline, la Népétine la Sakuranétine, 1’Aromadendrine et la
Taxifoline (AIT YOUSSEEF et al ., 2006).

Une étude phytochimique réalisée sur la racine et la partie aérienne d’/.viscosa, d’origine
espagnole, a abouti a I’isolement de nouveaux sesquiterpénoides tel que I’Inulviscolide, 4-H-
Tomentosin, et ’acide Ilicique (BOUMAZA, 2011).

D’autres travaux réalisés sur I’inule visqueuse confirment I’existence de nombreux
composés au niveau de sa partie aérienne a savoir: les flavonoides, les lactones
sesquiteréniques et les triterpenes esters. Ces mémes travaux ont permis ¢galement de révéler
la présence d’autres constituants au niveau des racines. Il s’agit principalement de la
Paraffine, de 1I’Inuline, de I’Hélénine et de trois Sesquiterpenes essentiels a savoir 1’ Alantole,
I’ Alantolactone et I’ Acide Allantique (BENAYACHE, 1991).

En outre, la plante contient également d’autres substances dites « mineures », comportant
des résines et des pectines, constituant une matiére noiratre appelée : la Phytomélane
(OKSUZ, 1976).
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De méme, d’autres équipes de chercheurs ont étudié la composition chimique de 1’huile
essentielle (HE) d’Lviscosa, dont la teneur varie selon ses différentes parties : les feuilles
(0,42%), les fleurs (0,29%) et les racines (0,28%). L’analyse de I’HE par chromatographie
CG/MS a révélé la présence de plusieurs constituants variés dont les composants majoritaires
sont : y-terpéne (36,9%), a-pineme (18,9%), B-pineme (8,9%), p-cymene (11,7%), limonene
(18,9%), 2,5-dimethoxy-p-cyméne (21,2%), B- caryophylléne (16,58%) et a-cadinol (4,2%)
(BENCHOHRA et al., 2011).
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1. Les métabolites secondaires

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de ’homme et des différents
¢cosystemes. Elles renferment une part importante de composés qui interviennent dans
I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme.

On distingue ainsi deux groupes de métabolites : les métabolites primaires et les
métabolites secondaires.

e Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans
toutes les cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie. Ces
composés sont classés en quatre principaux groupes : les glucides, les lipides, les
protéines et les acides nucléiques.

e Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I’organisme de la plante. Ils exercent un réle majeur dans 1’adaptation des végétaux
a leur environnement, en assurant la protection des plantes contre les agressions
extérieures (les herbivores et les infections microbiennes). Cependant, ils ne sont pas
toujours nécessaires a la survie de la plante.

D’un point de vue pharmacologique, les métabolites secondaires constituent la base des
principes actifs que 1’on retrouve chez les plantes médicinales. Ils font, en outre, I'objet de
nombreuses recherches. Ils ont un intérét multiple et sont mis a profit aussi bien dans
l'industrie alimentaire, cosmétique que pharmaceutique. Ils sont également utilisés en thérapie
pour leurs propriétés anti-oxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires.

Nous essayerons dans ce chapitre de citer les principales familles de métabolites
secondaires ayant des intéréts biologiques ainsi que les différentes méthodes d’extraction de
ces derniers.

1.1. Les composés phénoliques
1. 1.1. Définition

Selon FLEURIET et al (2005), le terme « polyphénols » devrait étre réservé aux seules
molécules présentant plusieurs fonctions phénols, ce qui exclurait alors les monophénols,
pourtant abondants et importants chez les végétaux. Selon cet auteur, la désignation générale
de «composés phénoliques» concerne a la fois les mono, les di et les polyphénols, dont les
molécules contiennent respectivement une, deux ou plusieurs fonctions phénoliques.

Les composés phénoliques (CP), constituent ['une des plus grandes familles de molécules
largement répandues dans le régne végétal. Ils sont présents dans toutes les parties de la plante
(BETA et al.,2005).

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues (FERGUSON et al., 2001 ;
HABAUZIT et HORCAJADA, 2008) .



D’aprées OVASKAINEN et al/ (2008), 1I’¢1ément structural fondamental qui caractérise les
CP est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement li¢ au moins un
groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction chimique (éther, ester,
hétéroside). La structure des CP naturels varie depuis les molécules simples a 6 carbones
(acides phénoliques simples) vers les molécules hautement polymérisées (tanins condensés).

Aussi, selon MACHEIX et al (2005), les CP participent activement aux interactions de la
plante avec son environnement en jouant, soit le role de signal de reconnaissance entre les
plantes et les symbioses ou bien, ils lui permettent de résister aux diverses agressions des
organismes pathogenes, principalement les moisissures et les bactéries phytopathogénes. Ils
lui conférent également la protection contre les rayonnements UV, du fait qu’ils absorbent les
rayonnements solaires.

1.1.2. Classification

Les CP peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui se différencient d’abord, par
la complexité du squelette de base ensuite, par les degrés de modification de ce squelette
(degrés d’oxydation, d’hydrolation, de méthylation ....) et enfin, par les liaisons possibles de
ces molécules de base avec d’autres molécules : glucides, lipides, protéines, autres
métabolites secondaires pouvant étre ou non des CP (SARNI-MANCHADO et CHEYNIER,
20006).

1.1.2.1 Les formes les plus simples

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques variées
allant du simple phénol en C6, aux flavonoides en CI15(SARNI-MANCHADO et
CHEYNIER, 2006), on citera :

v Les acides phénoliques
Selon BENYAHIA (2014), ils sont subdivisés en deux groupes, a savoir :

e Les acides hydroxybenzoique : IlIs dérivent de 1’acide benzoique. Ils se
présentent sous forme libre, estérifiée ou glycosylée et leur concentration est
généralement trés faible chez les végétaux comestibles (NADOUR, 2010).

e Les acides hydroxycinnamique : les acides hydroxycinnamique (ou acides
coumariques) dérivent de I’acide cinnamique. Ils ont une structure de base C6-
C3.11 s’agit d’une classe importante dont les molécules de base sont 1’acide p —

coummarique (et ses dérivés), 1’acide caféique, 1’acide férulique et D’acide
sinapique (NADOUR, 2010).
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v" Les flavonoides

Les flavonoides appartiennent a la classe la plus abondante des CP. Ils sont considérés
comme des pigments chez la plupart des végétaux. Ils possedent tous un squelette carboné de
15 atomes de carbone, constitué¢ de deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3
formant ainsi un hétérocycle oxygéné. Selon BRUNETON (1999), plus de 6500 structures ont
été identifiées. Voir la figure 2 ci-dessous, représentant la structure de base des flavonoides.

Les composés flavonoidiques sont regroupés en une dizaine de classes, dont six principales
classes peuvent €tre mentionnées. Les flavones et les flavonols sont les composés les plus
répandus, alors que les flavanones, les flavonols, les chalcones et les anthocyanidines sont
considérés comme des flavonoides minoritaires (BRUNETON, 1999 ; HARBORNE et
WILLIAMS, 2000 ; HAVSTEEN, 2002 ; DACOSTA, 2003).

Ils sont largement répandus dans le régne végétal. On les trouve principalement dans les
agrumes, dans les 1égumes feuilles (salade, choux, épinard, etc.), ainsi que dans les téguments
externes des fruits (BRONNER et BEECHER, 1995; REMESYer al, 1996). Ils sont
¢galement présents en quantités importantes dans de nombreuses plantes médicinales, dont
I’inule visqueuse, qui renferme différents composés flavonoidiques, tel que cités dans le
tableau I et illustrés par la figure 3 ci- desssous.

Tableau I : Classes des composés flavonoidiques isolés d Lviscosa (BICHA, 2003).

Classesflavonoidiques Exemples
flavones Apigénine,lutéoline
flavonols Quercétine
dihydroflavonols Taxifoline
flavanones Sakuranétine
flavones Népétine
flavanonols Aromadendrine

11



Apigénine Quercétine

Hispiduline

Figure 3 : Structures chimiques des flavonoides isolés d’/viscosa (SARNI-MANCHADO et
CHEYNIER, 2006).
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1.1.2.2 Les formes condensées
Ce sont des composés obtenus généralement de la condensation de certaines des formes
simples de CP, précédemment citées. Les formes condensées sont particulierement difficiles a
étudier et dans la plupart des cas, on est obligé de les dégrader, chimiquement ou
enzymatiquement, avant de pouvoir les analyser. On en distingue :

v" Les tanins

Ils représentent une classe trés importante des polyphénols localisés dans pratiquement
toutes les parties des végétaux (écorces, racines, feuilles...).Ils sont caractérisés par leur
aptitude a se combiner aux protéines, aux glucides et aux enzymes, formant ainsi des
complexes insolubles. Deux groupes de tanins différents, aussi bien par leur structure que par
leur origine biogénétique, sont distingués (BENYAHIA, 2014) :

e Les tanins hydrolysables : Ils sont composés de sucre et d’acide phénol. Ils
peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou
enzymatique, libérant ainsi une partie phénolique qui peut étre soit de
I’acide gallique (tanins galliques), soit de D’acide ¢llagique (tanins
¢llagiques) et une partie non phénolique, qui est souvent du glucose ou de
’acide quinine (SARNI-MANCHADO et CHEYNIER, 2006).

e Les tanins condensés: ce sont des polymeres de flavonols
(Catéchols).Contrairement aux tanins hydrolysables, ils sont résistants a
I’hydrolyse et seuls des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader
et ne possédent pas de sucre dans leurs molécules. Ils sont trés abondants
dans certains organes végétaux consommeés ou utilisés par I’homme. Ils sont
responsables de ’astringence caractéristiques des fruits avant leur maturité
(raisin, péche, pomme, etc.....) et de certaines boissons (vin, cidre, thé,
etc....), de méme de I’amertume du chocolat (SARNI-MANCHADO et
CHEYNIER, 2006).

v" Les lignines

Ce sont des molécules complexes, accumulées dans les parois végétales avec des
polysaccharides comme la cellulose et les hémicelluloses. Les lignines constituent un
polymére 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 1’acide para-coumariques, qui se convertit monolignol (MOROT-
GAUDRY et PRAT, 2012).
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1.2. Les terpénes
1. 2.1. Définition

Les terpenes, appelés aussi terpénoides, constituent une classe de substances naturelles
extrémement abondante. Plus de 22000 composés ont ¢été répertoriés (THOPPIL et
BISHAYEE, 2011).

Ce sont des constituants habituels des cellules végétales. Ils sont présents chez toutes les
plantes et possédent des activités biologiques trés diverses. Plusieurs d’entre eux sont
exploités a I’échelle industrielle (industries des cosmétiques, du caoutchouc, de 1’ agro-
alimentaires pour les aromes et les colorants alimentaires, etc....). Certains d’entre eux sont
des substances odorantes comme le menthol et le thymol, provenant d’HEs extraites
respectivement des feuilles de menthe et des fleurs de thym (BELLOUM ,2007).

Selon BENYAHIA (2014), les terpénes sont des hydrocarbures naturels résultant de la
combinaison de plusieurs unités d’isoprénes (C5HS), dont la formule de base est constituée de
multiples de celle-ci, c'est-a-dire (C5HS) n. Voir la figure 4, page 16

1.2.2. Classification
I. 2.2.1.Les monoterpénes

Ils 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 terpenes, p-cymene) ou bicycliques (ex : pinémes) et
sont porteurs de groupements fonctionnels variés (BONNAFOUS, 2013).

1.2.2.2. Les sesquiterpénes

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 terpeénes, vu qu’elle renferme plus de 3000 molécules.

Les sesquiterpénes se divisent en plusieurs catégories structurelles : acycliques,
monocycliques, bicycliques, tricycliques et polycycliques. Ils peuvent se trouver sous forme
d’hydrocarbures oxygénés comme les alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les
lactones (BRUNETON, 2009).

D’apres BRUNETON (2009), les lactones sesquiterpéniques constituent un groupe
important de substances qui avoisine 3000 structures connues. Elles ont une distribution
botanique assez sporadique. Elles sont présentes chez les Champignons et les Bryophytes et
on les rencontre également chez les Angiospermes, de méme chez les Asteraceae.
BRUNETON (2009), précise que chez ces dernicres, les lactones sont fréquemment
localisées dans les poils sécréteurs, situés au niveau des feuilles, des tiges et assez souvent
présentes dans les akeénes mais elles sont rares dans les organes souterrains.
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1.2.2.3 Les Diterpénes

Les diterpénes constituent une des classes des terpénes ayant tous un squelette carboné en
C20. Ils sont présents chez certains insectes et chez divers organismes marins, ils sont
répandus notamment chez les végétaux supérieurs, telle que les Asteraceae.

IIs peuvent étre acycliques, bicycliques ou tricycliques. Les plus intéressants sur le plan
pharmacologique sont les diterpénes tricycliques (BRUNETON, 2009).

1.2.2.4 Les triterpénes

D’apres MALECKY (2008), les triterpenesforment un groupe important de produits
naturels contenant dans leur squelette une trentaine d’atomes de carbones.

Selon cet auteur, il existe plus de 1700 triterpenes dans la nature, dont la majorité est sous
forme tétracyclique ou pentacyclique, la forme acyclique étant rare. Parmi les triterpenes
acycliques, il citera le squaléne, qui est le précurseur des autres triterpenes, tout affirmant que
la plupart des triterpénes sont des alcools, sous forme libre ou glycoside (les saponines).

Aussi, il affirme que les triterpénes sont des métabolites dont 1’intérét thérapeutique et
I’emploi industriel est majeur, ils rentrent dans la production de médicaments stéroidiques
ayant des propriétés contraceptives, anabolisantes et anti-inflammatoires.

1.2.2.5 Les tétraterpénes
Leur squelette renferme 40 atomes de carbone. Les seuls représentants de ce groupe sont
les caroténoides, substance colorée en jaune, orange ou rouge, auxquelles de nombreuses
fleurs et fruits doivent leurs couleurs (MALECKY, 2008). Le tableau II ci-apres représente les
différentes classes des terpenes.

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

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

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

25 5 Sesterpeéne (C25)

30 6 Triterpene (C30)
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Figure 4 : molécule d’isoprene (MALECKY, 2008).
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Figure S : Strucutre chimique d’Inulviscolide (BENYAHIA, 2014).

1.3. Les alcaloides

Les alcaloides figurent parmi les substances les plus importantes pour leurs propriétés
pharmacologiques et médicinales.

En 1803, DEROSNE a isolé¢ le premier alcaloide semi-pur du latex sec de 1’opium
(Papaver somniferum), une drogue utilisée depuis des siécles pour ses propriétés analgésiques
et narcotiques. En 1805, SERTURNER a caractérisé cet alcaloide et I’a nommé morphine
(WALTON et BROWN, 1999).

Le terme d’alcaloide est dii au pharmacien MEISSMER (1792-1853), pour désigner les
substances naturelles réagissant comme des bases (SALLE, 1991).

D’apres RELOUZAT et THIOLLET (2002), un alcaloide est une substance organique
azotée d’origine végétale a caractére alcalin, présentant une structure complexe. Leur atome
d’azote est inclusdans un systeme hétérocyclique. Ils possédent une activité pharmacologique
significative.

Selon NGOBUM et al (2009), ces substances azotées ont des masses moléculaires tres
variables del00 a 900g/mol. Les alcaloides non oxygénés, ne possédant pas un atome
d’oxygene, sont liquides a température ambiante (ex la nicotine), tandis que ceux contenant
de I’oxygene dans leur formule sont le plus souvent des solides cristallisables, rarement
colorés. D’aprés ce méme auteur, ils sont généralement insolubles ou trés peu solubles dans
I’eau, par contre ils sont solubles dans les solvants organiques apolaires ou peu polaires.
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De nombreux auteurs pensaient que ces alcaloides se retrouveraient exclusivement dans le
regne végétal, mais un certain temps, un nombre non négligeable d’alcaloides a été isolés
chez certains animaux (Mc CALLEY, 2002).

On peut classer les alcaloides en trois classes (BRUNETON, 2009) :

e Les alcaloides vrais : ils dérivent d'acides aminés et comportent un atome d'azote
dans un systéme hétérocyclique. Ce sont des substances douées d'une grande
activité biologique, méme a faibles doses. Ils apparaissent dans les plantes, soit
sous forme libre, soit sous forme d'un sel, ou combinés avec tanins ;

e Les proto-alcaloides: ce sont des amines simples, dont 1'azote n'est pas inclus dans
un hétérocycle. Ils dérivent aussi d'acides aminés;

e Les pseudo-alcaloides: ils ne sont pas dérivés 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 dérivés.

D’apres HABORNE et HERBERT (1995), les alcaloides sont rarement libres dans la
plante et qu’ils existent sous forme de sels ou combinés avec les tanins. IlIs déclarent que la
teneur en alcaloide se différencie d’une partie a une autre, selon la période de récolte, les
conditions de croissance et les facteurs environnementaux et ne se concentrent pas dans une
partie de la plante et qu’ils sont le plus souvent localisés dans les tissus périphériques : assise
externes des écorces de tige et de racine et tégument des graines, de méme dans la partie
supérieure des plantes : feuilles, fruit. Tout comme, ils ont confirmés que la vacuole constitue
un lieu de stockage pour une grande variété d’alcaloides.

Le role des alcaloides dans les végétaux demeure peu connu. En effet, leur fréquente
toxicité, méme a faible dose, est souvent I’argument principal pour mettre en évidence la
fonction de défense contre la prédation dans les interactions plante-herbivore.

En plus de leur toxicité, ils ont un gout généralement amer, qui est un argument
supplémentaire aux fonctions de défense chimique de la plante vis-a-vis des prédateurs.

Certains alcaloides constituent une réserve de substances capables de fournir I’azote ou
d’autres éléments nécessaires au développement de la plante (BADIAGA, 2011).

1.4. Les Huiles essentielles

1.4.1. Définition

Le terme « huile essentielle » a été inventé au 16°™ siécle par le médecin Suisse :
PARASCELSUS Von HOHENHEIN pour désigner le composé actif d’un remede naturel

(BENYAHIA, 2014).

Il s’agit d’un extrait pur et naturel provenant de plantes aromatiques (ROULIER, 1990;
WEGRZYN, 2005). Les HEs sont des substances odorantes, volatiles, de consistance
huileuse, trés concentrées, offrant une forte concentration en principes actifs (LARDRY et
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HABERKOM, 2007). 11 faut réunir une grande quantit¢ de plantes fraiches pour obtenir
quelques millilitres d’HE (NOGARET-EHRHART, 2008).

Depuis sa 9°™ édition, la pharmacopée n’utilise plus que le terme « HE ».Le terme
« huile » se rapporte au caractére visqueux et hydrophobe de ces substances, quant au
terme « essentielle », il fait référence a la caractéristique principale de la plante (AFNOR,

2000).

Les HEs sont localisées au niveau des différentes parties des plantes : fleurs, feuilles,
écorces, racines. Elles sont obtenues soit par entralnement a la vapeur d’eau, soit par
hydrodistillation ou par des procédés mécaniques : pressage ou incision des végétaux qui les
contiennent (ISO, 1997).

Leurs caracteres physico-chimiques sont (BONNAFOUS, 2013) :

e Les HEs sont acres, inflammables et trés odorantes ;

e Elles sont solubles dans les solvants organiques apolaires (tel que I’alcool et
I’éther) et les huiles fixes, en revanche, elles sont insolubles ou peu solubles
dans I’eau ;

e Elles sont généralement incolores ou de couleur jaune pales lorsqu’elles
viennent d’étre préparées ;

e FElles sont liquides a température ambiante. Leur densité est généralement
inféricure a 1 ;

e FElles sont sensibles a I’oxydation et donc de conservation limitée.

Il est important de distinguer HE et essence. Cette derniere est une sécrétion naturelle
¢laborée par I’organisme végétal, contenue dans divers types d’organes producteurs et
dont la teneur est variable selon la partie de la plante étudiée. En revanche une HE est un
extrait naturel obtenu par distillation a la vapeur d’eau, c'est-a-dire ’'HE est une essence
distillée. Leur volatilité¢ les oppose aux huiles fixes qui sont constituées de lipides. Ces
extraits naturels sont des composés liquides trés complexes ayant des propriétés et des
modes d’utilisation particuliers ce qui a donné naissance a une nouvelle branche de la
phytothérapie, dénommée 1’ Aromathérapie (CATIER et ROUX, 2007).

Les HEs se rencontrent dans tout le régne végétal. Cependant parmi les espéces
végétales, 10% seulement seraient aromatiques, c’est-a-dire qu’elles synthétisent et secrétent
d’infimes quantités d’HE (BACHELOT et al, 2006).

La biosynthése et ’accumulation des HEs sont effectuées grace aux appareils sécréteurs
contenus dans les différents organes végétaux (feuilles, fleurs, écorces, bois, racines, fruits et
graines). Ces appareils, qui sont considérés comme ¢étant des structures histologiques
spécialisées, sont souvent situés sur ou a proximité de la surface du végétal, et ils sont
variables selon I’espeéce botanique a laquelle appartient I’arbre ou la plante en question
(LUCCHESI, 2005).I1s peuvent étre ainsi des cellules sécrétrices (cas des Lauracées), des
poils sécréteurs (cas des Lamiacées), des poches sécrétrices (cas des Rutacées) ou des canaux
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sécréteurs (ex les Astéracées principalement chez ILviscosa) (COUIC-MARINIER et
LOBSTEIN, 2013).

1.4.2. Composition chimique

Sur le plan chimique, les HEs sont des mélanges de structures trés complexes, pouvant
contenir 50 a 300 composés différents (BONNAFOUS, 2013). Ces derniers sont des
molécules trés volatiles appartenant a deux groupes chimiques caractérisés par des origines
métaboliques distincts, a savoir: le groupe des composés terpéniques, et le groupe des
composés aromatiques dérivés du phényl-propane.

v Les composés terpéniques

Ils sont issus de la voie métabolique secondaire de I’acide mévalonique. Ce sont des
composés majeurs de la plupart des essences. La particularité structurale la plus importante
rencontrée dans la famille des terpénes est la présence, dans leur squelette, d’une unité
isoprénique a cinq atomes de carbone (C5SH8) (BONNAFOUS ,2013).

v Les composés aromatiques dérivés du phényl-propane

Ce sont des composés issus de la voie de I’acide shikimique, précurseurs des
composés aromatiques. Beaucoup moins abondants que les trapénoides, ces composés
aromatiques existent néanmoins dans un certain nombre d’HEs et leurs composants présentent
une grande intensité olfactive (BONNAFOUS, 2013).

Les métabolites secondaires de la plante Inula viscosa

Les proprié¢tés médicinales des plantes du genre Inula sont dues a leur richesse en
métabolites secondaires. La composition chimique de ce genre est représentée par :

» Les Flavonoides: comme la Quercétine, Apigénine, Sakuranétine
,Hispiduline(ZHANG et al., 2009) ;

» Les Terpenoides : Sesquiterpénes, Lactones (MAMOClIet al ,2011 ; KHANet al,
2010) ;

» Les dérivés d’Acide anthranilique (QIN et al., 2011) ;

» Les HEs avec différentes composants chimiques (HAOUIletal., in press).
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2. Méthodes d’extraction des principes actifs

2.1. La récolte

La nature est une source trés riche en plantes médicinales, certaines de ces plantes

peuvent étre cueillies toute I’année, mais la majorité doit étre récoltée a un moment précis de
u 1 ur étre utilisées immeédi u ses.
leur croissance pour étre utilisées immédiatement ou conservées

De méme, plusieurs facteurs doivent étre pris en considération : I’age de la plante, la
période de I’année et les parties de la plante a récolter.En outre, il est préconiséde choisir des
endroits ¢loignés de zones urbaines afin de cueillir des plantes propres et saines, dés lors que
la poussicre, la saleté et les produits chimiques les rendent inconsommables et dangereuses.

S’agissant de la cueillette, quelle que soit la partie de la plante qu’on désire cueillir et
quelle que soit la saison, le meilleur moment pour procéder a la récolte est le matin, juste
apres le lever du soleil, par temps sec et apres 1’évaporation de la rosée. Une fois que la
cueillette est achevée, il est recommandé¢ de transporter le produit de la récolte dans des sacs
en toile ou dans des paniers bien aérés. Les sacs hermétiques ou en plastique sont a éviter
(BENHAMOU, 2009).

2.2. Les différentes méthodes d’extraction

L’extraction est une technique qui consiste a séparer sélectivement un ou plusieurs
composés d’un mélange sur la base de propriétés chimiques et physiques.Il existe ainsi
différentes facons d’extraire les principes actifs d’une plante. Nous distinguons ainsi :

2.2.1. La décoction

Décrite par BASSENE et a/(1987), elle est utile lorsque 1’on utilise les parties compactes,
dures et ligneuses de la plante qui cedent difficilement leur principes actifs (racines, graines,
¢corces). On place la racine ou I’écorce d’une plante dans de I’eau froide, le tout est porté a
¢bullition et les constituants se dissolvent dans 1’eau.

La décoction dure de 2 a 10 min, dés le commencement de I’ébullition de 1’eau, en
fonction de la substance de la plante ou le gout que I’on souhaite obtenir.

2.2.2. L’infusion
Ce type d’extraction est recommandé dans le cas ou’ ’on utilise les parties fragiles, nobles
de la plante telles que les fleurs, les feuilles, etc..

L’infusion consiste a recouvrir la partie dont on veut extraire le principe actif d’un solvant
initialement bouillant, en général de 1’eau et de le laisser infuser quelques minutes.
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Selon la plante que 1’on utilise, le temps d’infusion peut varier car plus les feuilles sont
fines, plus I’infusion est rapide. Il est préconisé de couvrir I’infusion pour que les principes
actifs ne s’évaporent pas (LUICITA, 2006).

2.2.3. La macération

Cette technique permet d’extraire lentement les principes actifs de plantes fragiles dont les
températures élevées risqueraient de les altérer. Elle consiste a verser de 1’eau, de 1’alcool ou
de I’huile, tout dépend du but recherché, a température ambiante sur la substance végétale
réduite en morceaux et broyés, et la laisser reposer quelques heures ou bien un ou plusieurs
jours voir un mois, suivant les espéces concernées. Au cours de cette période, il y a lieu
d’agiter de temps a autre le mélange. A la fin, on filtre soigneusement ce mélange, en pressant
les végétaux macérés (CECCHINI et TICLI, 2008).

2.2.4. Les techniques utilisées pour la séparation des HEs
e  L’hydrodistillation

Il s’agit de la technique la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée, dont le
principe consiste a immerger la matiere végétale dans un ballon, lors d’une extraction au
laboratoire, ou dans un alambic industriel rempli d’eau placé sur une source de chaleur. Sous
I’effet de la chaleur, les molécules odorantes contenues dans les glandes sécrétrices des
végétaux sont libérées en formant avec la vapeur d’eau un mélange azéotropique. Les vapeurs
sont condensées dans un réfrigérant.

Au niveau des laboratoires, le systéme utilisé pour ’extraction des HEs en accord avec la
pharmacopée Européenne est le Clevenger. En effet, ce systeme permet le recyclage de la
phase aqueuse du distillat dans le bouilleur par cohobage. Ainsi 1’eau et les molécules
odorantes sont séparées par leur différence de densité en une phase aqueuse (hydrolat) et une
phase organique surnagente (HE).

La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre ainsi
plusieurs heures et ce, selon le matériel utilis¢ et la matiere végétale a traiter. Cette dernicre
influe non seulement sur le rendement mais également sur la composition de I’extrait (NAIT
et al., 2007).

o Entrainement a la vapeur d’eau

Contrairement a 1’hydrodisillation, I’extraction par entrainement a la vapeur d’eau ne met
pas en contact direct I’eau et la maticre végétale a traiter. La vapeur d’eau fournie par une
chaudicre, traverse la matiére végétale située au-dessus d’une grille. Le passage de la vapeur a
travers le matériel végétal entraine 1’éclatement des cellules, libérant ainsi I’'HE qui, sous
I’action de la chaleur est vaporisée pour former un mélange « EAU+HE ». Le mélange est
ensuite véhiculé vers le condenseur et 1’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et
une phase organique.
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L’absence de contact directe entre 1’eau et la maticre végétale, puis entre 1’eau et les
molécules aromatiques évitent certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant
nuire a la qualité de I’huile (PARIS et HURABIELLE, 1980).
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Chapitre 111 Les activités antimicrobiennes d’Lviscosa

1. Les activités antimicrobiennes des H.Es :
1.1. L’activité antibactérienne :

La premicre mise en évidence de I’action des HEs contre les bactéries a ¢té réalisée
en 1881 par DELACROIX (BOYLE, 1995). Depuis, de nombreuses HEs ont été¢ définies
comme antibactériennes (BURT, 2004). En effet, ’activité antibactérienne d’une HE est a
mettre en relation avec sa composition chimique.

Les composants actifs les plus importants des HEs sont les terpénoides et les
phénylpropanoides, dont les mono et les sesquiterpénoides forment la majeure partie. Ces
derniers ont des effets contre les bactéries (CHOUITAH, 2012).

Le spectre d’action des HEs est tres étendu, car elles agissent contre un large éventail
de bactéries, y compris celles développant des résistances aux antibiotiques (ATB). Cette
activité est variable d’une huile essentielle a I’autre et d’une souche bactérienne a 1’autre,
pouvant étre bactéricide ou bactériostatique.

Les travaux de BURT (2004) ont montré qu'une HE exercerait son pouvoir
antimicrobien par son interférence avec la bicouche lipidique de la cellule cible, grace a sa
propriété hydrophobe, ce qui entraine une perturbation de la perméabilité¢ et la perte des
constituants de la cellule. Selon (MAHMOUD et al., 2004), cette réaction varie en fonction
de la nature de la bicouche lipidique, ce qui explique la résistance des bactéries a Gram- .

Par ailleurs, GORDON et ses collaborateurs (1973) et MAHMOUD et ses
collaborateurs (2004) ont rapportés dans leurs travaux respectifs, que l'effet antimicrobien
qu'exercent les HEs pourrait étre expliqué par la destruction de certains systemes
enzymatiques, incluant ceux qui participent dans la production d'énergie cellulaire et la
production des composés structuraux.

D'apres les travaux de CAILLET et ses collaborateurs (2007), I'action antimicrobienne
des HEs se déroule en trois phases:

- Attaque de la paroi bactérienne par I’H.E, provoquant une augmentation de la perméabilité
puis la perte des constituants cellulaire;

- Acidification de l'intérieur de la cellule, bloquant la production de 1'énergie cellulaire et
la synthése des composants de structure;

- Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.
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1.2. L’activité antifongique

L’activité antifongique des HEs des feuilles et des fleurs de la plante enti¢re, et de la
plante entiére sans fleurs d’Lviscosa, est révélée puissante contre les dermatophytes,
Trichophyton mentagrophytes et Trichophyton terrestre et ceci, en inhibant la synthése de la
chitine qui constitue la paroi des dermatophytes (RAMLI, 2013).

COX et al (2000), ont rapporté que l'activité¢ antifongique des HEs est due a une
augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique, ce qui entraine une fuite du
contenu cytoplasmique et donc la mort de la cellule. Les composés terpéniques des HEs et
plus précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes
réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique de la levure
(GLORDANI et KALOUSIAN, 2006).

2. Les activités antimicrobiennes des polyphénols

Selon SCALBERT (1999), de nombreuses études in vitro menées sur les CP, ont
confirmés que ce sont des agents antimicrobiens contre un grand nombre de micro-
organismes pathogénes avec des spectres d’activités variables, probablement dii a leurs
diversités structurales.

D’apres COWAN (1999), les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur les groupes
phénoliques sont supposées Etre reliées a leurs relative toxicité envers les micro-organismes,
avec I’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a la toxicité. Il a
¢té rapporté que plus les C.P sont oxydés et plus ils sont inhibiteurs des micro-organismes
(SCALBERT, 1999).

2.1. L’activité antibactérienne

D’apres DAGLIA (2012), les CP possedent des activités antibactériennes. Les
composés appartenant aux acides phénoliques les plus représentatifs de ces activités

sont les acides cinnamiques et caféiques, lesquels sont particuliérement efficaces
contre de nombreuses souches de bactéries (REZAIRE, 2012).

Les flavonoides avec leurs différentes classes, ont un grand potentiel antibactérien
(REZAIRE, 2012). En effet, ils s’attaquent a un trés grand nombre de bactéries, avec une
intensité qui différe selon le micro-organisme et 1’écosystéme dans lequel il se trouve. Ils
sont capables d’inhiber la croissance de différents types de bactéries notamment :
Staphylococcus aureus, E. coli, Enterococcusfeacalis, Enterobactercloaceae, Proteus
mirabilis ... etc (AKROUM, 2011).

L’action inhibitrice des flavonoides sur la croissance bactérienne était étudiée par
KATARZYNA et ses collaborateurs (2007). Ils ont démontré que de nombreux composés
flavoniques (Apigénine, Kaempferol et d’autres) sont doués d’un effet remarquable sur
différentes souches bactériennes a Gram négatif (E.coli) et Gram positif (S.aureus). Ces
composés flavoniquesont été décrits comme des composé€s bactéricides et bactériostatiques
tres efficaces (AKROUM, 2011).
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D’aprés CHAOUCHE (2014), les tanins ont joué¢ un role important au cours de
I’évolution des végétaux en leur conférant un avantage adaptatif vis-a-vis des agents
pathogenes. Ils exercent leur activité¢ antibactérienne par interaction avec la membrane
cellulaire, qui induit un changement morphologique de la bactérie, en inhibant I’activité des
protéases, des protéines de transport et des adhésines.

2.2. L’activité antifongique

Parmi les CP ayant une activité antifongique on cite les tanins. Ces derniers possedent
une activité toxique contre les champignons filamenteux et les levures (DIXON et al, 2005;
ENGELS et al, 2011).

Le mécanisme d’action des polyphénols sur ses agents pathogénes n’est pas bien
connu. En effet, les études exploitées par DOMENCO et al (2005) ont mené a conclure que
I’effet antimicrobien des produits polyphénoliques est dii a uneperturbationde la membrane
plasmique des microorganismes entrainant la perméabilité de celle-ci et la perte de ses
organites intracellulaires. Le tableau III ci-dessous résume les principales propriétés
biologiques des CP.
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Les activités antimicrobiennes d’Lviscosa

Tableau III: Propriétés biologiques de quelques CP.

Polyphénols Activités biologiques Auteurs
Acides phénols | Antibactériennes, anti- FLORESetal., 2009;
(cinnamiques et benzoiques) | ulcéreuses, antiparasitaires,
antifongiques,
antioxydantes. KIM et al.. 2010.
Coumarines anti- inflammatoires, anti ITO et al., 2005;
parasitaires,  analgésiques,
antioedémateuses, anti-
tumorales SMYTH et al., 2009.
Flavonoides Antitumorales, FRIEDMAN et al.,2006;
antiparasitaires,
antibactériennes, anti- CUSHNIE et al., 2007;
inflammatoires, BATOVSKA er al., 2009.
analgésiques, hypotenseurs,
Antioxydantes,
diurétiques.

MASQUELIER et al.,
Tanins condensés Antioxydants, antitumorales, | 1979;
tifongi ti-
anTONEIAUES, 1 ZHOU et al., 2011,
inflammatoires
Tanins galliques Antioxydantes, OKAMURA et al., 1993;
antimicrobiens, antiviraux,

et catéchiques

anti-inflammatoire,

hypoglycémiants.

KUBATA et al., 2005.

Lignanes

Anti-inflammatoires,
analgésiques

KIM et al., 2009.
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Matériels et méthodes

1. Matériels et méthodes

Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire commun de
microbiologie, de la faculté¢ des sciences biologiques et agronomiques. Université
Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

L’objectif de notre travail est de mettre en évidence ’activité antibactérienne et
antifongique de I’extrait aqueux de la plante /.viscosa. Notre expérimentation a été
réalisée en 2 parties :

v Une partie biochimique qui consiste en 1’extraction aqueuse des molécules
bioactives a partir des feuilles seches d’Lviscosa.

v Une partie microbiologique dans laquelle des tests antimicrobiens ont été réalisés
sur deux souches bactériennes et sur une souche fongique.

1.1. Matériels
1.1.1. Appareillages

e Autoclave ;

e Bain- marie ;

e Etuve 37°¢;

e Bec-Bunsen ;

e Réfrigérateur ;

e Spectrophotométre ;

e Balance de précision ;
e Agitateur magnétique ;
e Microscope photonique a I’objectif10, 40 et 100 ;
e Robot cuisine ;

e Moulinette a café ;

e (Congélateur ;

e Lyophilisateur ;

1.1.2. Verreries et autres matériels

e [Lames et lamelles ;

e  Micropipettes 100 et 1000 pl ;
e Tubes a essai a vis stériles ;

e Pipettes Pasteur ;

e Rateaux ;

e Anses a boucle ;
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1.1.3. Milieux de culture(voir composition : annexe 2).

Boites de Pétri en plastique a 90 mm de diamétre ;
Spatule ;

Barreau magnétique ;

Cristallisatoirs ;

Seringues de 5 ml ;

Erlensmeyers de 500 et 1000 ml ;
Entonnoirs ;

Béchers ;

Bocal en verre pour faire la macération ;
Disques de papier Wattman N°1 ;
Papier Wattman ;

Papier film alimentaire ;

Cotton hydrophile pour filtration.

Liquide

v" Bouillon BRAIN HEART INFUSION (BHIB).

NANEN

Solide

G¢élose Nutritive (GN) ;
G¢élose Mueller Hinton (M.H) ;
G¢élose Sabouraud.

1.1.4. Colorants et réactifs

AN N N NI N YN

Violet de Gentiane ;
Lugol ;

Alcool 70°
Fuschine ;

Huile d’immersion ;

Disques d’antibiotiques en cartouche : Ofloxacine,Erythromicine ;

Eau physiologique ;
Eau distillée stérile;

28



Matériels et méthodes

1.1.5. Matériel végétal

e La cueillette

La plante Lviscosa utilisée au cours de cette expérimentation a été récoltée durant le mois de
février de ’année 2016 dans la région de Tamda, 15 km a ’est de la ville de Tizi-Ouzou.

Une fois récoltée, la plante a été mise a sécher a I’abri de la lumiere et de I’humidité a
température (T°) ambiante pendant 4 & 7 jours.

Apres séchage, les feuilles ont été séparées des tiges et réduites en poudre fine a I’aide d’un
broyeur.

Figure 7 : Poudre obtenue aprés broyage des feuilles seches d ’Lviscosa
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1.2. Méthodes

1.2.1. Préparation de I’extrait aqueux

La macération est la technique utilisée pour préparer I’extrait aqueux. Pour cela 10 g du
matériel végétal broyé est macéré dans 100 ml d’eau distillée (ED)et laisséa T°ambiante a
I’abri de la lumiére et de I’humidité, sous agitation continue, pendant 24h.

Le macérat a subit une double filtration sur coton hydrophile et sur papier wattman N°1. Le
filtrat obtenu est ensuite mis dansquatrecristallisatoirs a raison de10 ml dans chacun. Les
cristallisatoirs sont immédiatement mis au congélateur a -80 C°pendant 24h. Aprés
congélation, le filtrat a été lyophilisé dans un lyophilisateur.

Le lyophilisat est récupéré dans des flacons en plastique hermétiquement fermés et conservés
a -4°c jusqu’a la réalisation des tests microbiologiques.

1.2.2. Tests microbiologiques
A. Tests antibactériens

» Origine des souches bactériennes

L’activité antibactérienne de I’extrait aqueux de la plante L viscosa a ét€¢ mise en évidence
en utilisant deux souches bactériennes qui nous ont ¢été fournies par le laboratoire de
recherche de la faculté des sciences biologiques et agronomique. Université de Tizi-Ouzou,
a savoir :

e FEscherichia coli ATCC25922 ;
o KlebsiellapneumoniaeATCC700603.

Les caractéristiques des deux especes bactériennes sont résumées dans le tableau IV qui suit
ci-apres.
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Tableau IV : Principales caractéristiques des deux espéces bactériennes : E.coli et
K.pneumoniae (DELARRAS, 2014).

Famille Genre et| Gram | Forme et | Caracteres | Taille Habitat Pouvoir
espéce mobilité biologiques pathogéne
Enterobacteriaceae | Escherichia | Négatif | Bacille ; Aérobie De 0,5 a | Tube digestif de | Diarrhées ;
coli mobile facultatif 3um I’homme et des | Gastro-
animaux entérites ;
infantiles
Infections
urinaires ;
M¢éningites ;
Septicémies.
Enterobacteriaceae | Klebsiella | Négatif | Bacille ; Aéro- De 0,6 a | Tube digestif et | Pneumonies
pneumoniae immobile ; | anaérobie 6um de | appareil nosocomiales ;
facultatif longueur | respiratoire de | Infections
et de 0,3 | ’homme et des | respiratoires,
a lum | animaux, retrouvés | urinaires et
de dans les selles, le | intestinales.
largeur | sol et I’eau

Nutritive (GN), I’incubation a été effectuée a 37C°/ 24h. Apres incubation, on a procédé a la

> Revivification des souches bactériennes

Les souches sont revivifiées sur du bouillon BHIB, dans le but de les remettre a leur
état physiologique normal, et incubées a 37°C pendant 24h afin de stimuler leur
développement.

Nous avons vérifié la pureté des souches, et ceci en réalisant un repiquage sur gélose

coloration de Gram et a I’examen microscopique au grossissement 10x100 (Gx1000), dans le
but de rechercher les caractéres morphologiques des souches : la forme des cellules
bactériennes, le mode de regroupement et le type de Gram. Le tableau V résume les caracteres

morphologiques des deux souches aprés 1’identification bactérienne.

(2007) :

Le protocole de cette coloration est réalisé selon la méthode décrite par DELARRAS

v' Préparer un frottis de la souche utilisée ;
v Recouvrir le frottis de Violet de Gentiane, laisser agir Imin puis rincer a ’eau distillée
(ED);
v Verser du lugol et laisser agir pendant 1min, rincer a ’'ED ;
v Décolorer a I’alcool a 70° et laisser agir pendant 30 seconde puis rincer 4 I’ED ;
v" Recolorer avec de la fuschine pendant 1 min, rincer a I’ED ;
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v' Sécher au-dessus de la flamme d’un bec Bunsen ;
v Observation au microscope optique a I’objectif x100 a I’immersion.

Tableau V:Caractéres morphologiques observés lors d’identification bactérienne.

Espéce bactérienne Milieu de Gram Aspect
culture morphologique
E.coliATC(C25922 GN Négatif Coccobacille rose
GN Négatif Coccobacille rose
K.pneumoniaeATCC700603

» Conservation des souches :

Les souches purifiées sont conservées dans le réfrigérateur a +4C°, apres culture sur
gélose nutritive inclinée en tube a essai.

» Préparation de I’inoculum :

v' Préparation des pré-cultures :les souches bactériennes a tester sont cultivées dans
des boites de Pétri contenant de la GN et incubées pendant 18h a une température de

37C¢ afin d’obtenir une culture jeune et des colonies bien isolées.

v' Préparation de la suspension bactérienne : a partir d’une culture jeune de 18h sur
GN, prélever a I’aide d‘une anse de platine 3a5 colonies bien isolées et parfaitement
identiques.

Décharger I’anse dans 9 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%, agiter manuellement
pour bien homogénéiser la suspension bactérienne. La standardisation de la
suspensionest réalisée a I’aide d’un spectrophotomeétre réglé a une longueur d’onde de
625nm. On admet qu’une densité optique (DO), comprise entre0.08 et 0.1,
qu’ellecorrespond a une concentration qui avoisine 10° cellules / ml. La figure 7
montre les étapes de la préparation de 1’inoculum.
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Preculhure Ensenmenc ement Preparation
N shries de Mousocubum
apres 24h apres 18 b
| |
5 :
| hliben &
|dle conzervation mihen B HIR GN Tukee
| VACUTENER

Figure 8 : Préparation de I’inoculum

» Mise en évidence de Dactivité antibactérienne (Protocol donné par les
techniciens du laboratoire) :

v' Méthode de diffusion sur milieu gélosé :

Pour mettre en évidence 1’activité antibactérienne de I’extrait aqueux de I’inule visqueuse,
nous avons adopté la méthode de diffusion en milieu gélosé telle que décrite par BAUER et a/
(1966) et reprise par BARRY etTHORNSBERRY(1985) en utilisant des disques stériles en
cellulose. Elle est dite qualitative car elle permet d’identifier 1’existence ou non d’une

éventuelle propriété antibactérienne.

e Principe de diffusion sur milieu gélosé:

C’est une technique qui consiste a utiliser des disques imprégnés de différentes
substances a tester, puis déposés a la surface d’une gélose ensemencée au préalable avec une
suspension de la bactérie a étudier. L’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié
par la mesure d’une zone d’inhibition qui est représentée par une auréole formée autour du
disque ou aucune croissance n’est observée( WILKINSON, 2006).

La souche sera ainsi qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou résistante
(BOUHARB et al., 2014).

v Méthode de dilution :

Cette méthode a pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrices (CMI).
Elle consiste a déterminer la plus faible concentration d’un agent antimicrobien, nécessaire
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pour inhiber la croissance d’un microorganisme (OUSSOUet al, 2008; DERWICHet al,
2010).
» Protocole expérimental

v' Ensemencement : 15ml de la gélose Mueller Hinton (MH) est coulée
aseptiquement dans des boites de Pétri. Apres refroidissement et solidification de la
gélose (MH) sur la paillasse, 100ul de la suspension bactérienne a tester sont étalées a
la surface du milieu gélos¢ a I’aide d’un rateau.

v’ Préparation des disques : les disques sont fabriqués a partir de papier
Wattman N°1 suivant le diameétre de I’emporte-piece (6mm) ; ils sont ensuite

mis dans des tubes a essai et stérilisés a 1’autoclave.

v’ Préparation de I’agent antimicrobien : 0.4g de ’extrait aqueux lyophilisé de
la plante L.viscosaest reconstitué dans 1ml d’ED stérile. Les disques de papier
Wattman N°1 sont alors imprégnés avec 20 pl de cette solution
antimicrobienne.

v Dépot des disques : dans des conditions aseptiques et a I’aide d’une pince
stérile, les disques sont déposés sur la gélose. Des disques d’ATB et des
disques imprégnés d’ED stérile sont également déposés sur la méme boite a fin
de servir respectivement de témoin positif et de témoin négatif. Les boites de
Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser a T° ambiante pendant 15min,
puis incubées a 37C° pendant 24h.

v' Lecture :

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition (DZI) autour de chaque
disque a I’aide d’une regle en mm.

=+ L’ATB utilisé pour la souche E.coliATCC25922 est Ofloxacine (OF 5ug) et celui
utilisé pour la souche K.pneumonaeATCC700603 est I’ Augmentin (Amoxicilline +
Acide clavulanique). Il est a noter que le choix des ATB a été fait apres avoir réalisé
un antibiogramme, pour les deux souches bactériennes.

34



Matériels et méthodes

B. Test antifongique :
» Origine de la souche fongique :

Une souche fongique est utilisée, il s’agit d’A4.niger. Elle a étéfournie par le laboratoire
commun de microbiologie de la faculté des sciences biologiques et agronomiques. Université
Mouloud Mammeri de Tizi-ouzou.

A.niger est un champignon filamenteux ascomyceéte, mésophile, il se développe sur la matiere
organique en conditions aérobies (JOHNSON et al., 1998). Cette espece est un contaminant
commun sur les divers substrats (SAMSON et al., 2004). 11 a été trouvé dans le sol, dans le
compost et sur la matiére végétale en décomposition.

Bien qu’il soit considéré comme un contaminant omniprésent et inoffensif, 1 ’4.niger peut,
dans des circonstances spéciales et rares, causer des maladies humaines opportunistes. La
figure 8 représente I’aspect microscopique de ce mycete et le tableau VII résume ses
principales caractéristiques.

Figure 9 : Aspect microscopique d’4.niger (FIEDLER et al., 2001).
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Tableau VI : Principales caractéristiques d '4.niger (DELARRAS, 2014).

Famille Genre et | Morphologie Habitat Pouvoir Importance
espéce pathogéne | économique
Trichomaceae | Aspergillus | Champignon | Sol, plantes, Provoque des | utilisée en
niger filamenteux | aliments, mycoses fermentation
de type matériaux pulmonaires | industrielle
moisissure de | divers. chez pour
couleur noire I’homme et | produire de
a les oiseaux ; | I’acide
reproduction Provoque citrique et
asexuée via I’aspergillose | gluconique
les conidies du conduit ou des
(spores auditif enzymes.
asexuées). externe chez | Elle possede
les sujets des toxines a
présentant propriétés
une lésion ou | insecticide
une actives sur
malformation | les
anatomitique | moustiques
du conduit responsables
auditif. de la fievre

jaune.

» Préparation de I’inoculum : (Selon le protocole donné par le laboratoire) :

v’ Préparation des pré-cultures : étant donné que la souche fongique utilisée

Les deux boites sont mises a incuber a 22 C° pendant 5a 7jours.

était pure, une pré-culture de celle-ci est directement réalisée. Pour cela 15 ml
de la gélose Sabouraud est vers¢ dans deux boites de Pétri, apres solidification
a T° ambiante, I’ensemencement des boites est fait suivant deux méthodes
différentes :

L’ensemencement de la 1°° boite est réalisé en effectuant des stries serrées
a I’aide d’une anse de platine bouclée.

A T’aide d’un embouillestérile on a découpé un disque de gélose de la boite
qui contient la souche A.niger. Le disque est ensuite déposé a la surface de

la gélose Sabouraud.
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v’ Préparation de la suspension fongique :a partir d’une culture jeune de sept
jours, on a prélevé a 1’aide d’une anse quelques spores qu’on a ensuite déposées dans
des tubes contenant 9 ml d’eau physiologique stérile, suivis d’une agitation manuelle
dans le but d’avoir une suspension bien homogéne. La standardisation de la
suspension fongique est ensuite effectu¢e a I’aide d’un spectrophotomeétre réglé a une
longueur d’onde de 630nm afin de standardiser la suspension de spores & 10’spores/
ml. On estime qu’une DO de 0,04correspond & une concentration de 10’spores/ml.

» Réalisation des tests antifongiques :

Pour la réalisation des tests antifongiques on a adopté la méthode de diffusion sur milieu
gélosé dont le principe est décrit précédemment. La seule différence réside dans 'utilisation
de la gélose Sabouraud et des disques d’antifongique au lieu d’ATB.

Les tests antifongiques sont fait a raison de deux boites, dans chacune la gélose Sabouraud est
coulée, une fois solidifiée, un volume de 100l de I’inoculum standardisé est étalé a la surface
de la gélose a I’aide d’un rateau.

Un disque de papier Wattman N°l est ensuite imprégné de 20ul de DI’extrait aqueux
d’Lviscosa, est déposé sur la gélose Sabouraud. Un disque imprégné d’antifongique
« Amphopéricine B » (20ul) qui sert de témoin positif et un disque imprégné d’ED stérile qui
sert de témoin négatif, sont é¢galement déposés a la surface de la méme gélose. Les boites de
Pétri sont laissées a T® ambiante sur la paillasse pendant 15 min, afin de permettre la diffusion
de I’extrait et de 1’antifongique. Elles sont incubée, par la suite a 22 C° pendant 5a 7 jours.

» Lecture : la lecture se fait par la mesure du DZI autour de chaque disque a 1’aide
d’une régle en mm.
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La méthode de diffusion sur milieu gélosé est la technique utilisée pour déterminer
I’activité antimicrobienne de 1’extrait aqueux de la plante Lviscosa. Le principe comme il a
été déja décrit consiste a ensemencer une boite de Pétri contenant du milieu gélosé¢ (MH) par
un germe-test et de I’amener au contact de la substance a tester. Aprés la mise a I’étuve
pendant 24 heures a 37°, ’action de I’extrait est déterminée par la mesure du DZI qui
apparait claire dans le tapis bactérien opaque. Les résultats sont exprimés selon quatre
niveaux d’activit¢ (BOUHARB et al., 2014).

¢(-) souche résistante (D < 8 mm)
o(+) souche sensible (9 mm <D < 14mm)
o(+ +) souche tres sensible (15 mm <D < 19mm)

o(+ + +) souche extrémement sensible (D > 20 mm)

1. Activités antibactériennes

Les résultats des tests antibactériens ont démontré que 1’extrait aqueux d’lviscosaa
une activité antibactérienne sur les deux souches utilisées: E.coliATCC25922et
K.pneumoniaeATCC700603. Les résultats de ces tests sont représentés par le tableau VII et
illustrés par la figure 8.

Tableau VII : Les résultats de I’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux d’/viscosa.

Souches Diameétre d’inhibition (mm) | Profil de sensibilité
E.coli ATCC25922 8+0.7 Résistante
K.pneumoniae ATCC700603 7£0.0 Résistante
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E.coliATCC25922

EA : extrait aqueux / ED : eau distillée /OF : Ofloxacine

K.pneumoniaeATCC700603

EA : extrait aqueux / ED : eau distillé / AU : Augmentin

Figure 10 : Photos montrant 1’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux d /. viscosa par la
méthode de diffusion sur gélose (photos prises au laboratoire). T+ : témoin positif / T- :
témoin négatif
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Il apparait que I’extrait aqueux des feuilles d’lviscosasemble avoir une action
inhibitrice légere (a la concentration de 400mg/ml) sur la croissance des souches (E.coli
ATCC25922 et K.pneumoniaeATCC700603). Ces résultats concordent avec les travaux
d’ALBAYRAK et al(2015), qui ont test¢ I’effet antibactérien de
I’extraitaqueuxd’lnulaheleniumcontre huit souches a Gram négatif, dont E.coli et

K.pneumoniae, et huit souches a Gram positif.

Les résultats ont démontré que D’extrait aqueux d’/nulaheleniumexerce une action
inhibitrice sur la croissance de toutes les souches y compris E.coli (avec un diameétre de 7

mm) et K.pneumoniae,dont le diametre d’inhibition est de 9 mm.

En revanche, les travaux de RAMLI (2013) affirmentqu’E.coliATCC25922présente

une résistance envers 1’extrait hydro-alcoolique (méthanol-eau) lyophilisé d’/viscosa.

De méme, il rapporte qu’aucune zone d’inhibition n’a été observée, ce qui lui aurait
permis de conclure qu’E.coliATCC25922 est résistante aux molécules contenues dans

I’extrait hydro-alcoolique d’/ viscosa.

D’apres 1’étude réalisée par SQUALLI et al/(2007) au Maroc, 1’extrait aqueux des
feuilles de I’inule visqueuse posséde une activité antibactérienne contre cinq mycobactéries.
En effet cet extrait aqueux a provoqué une inhibition totale de la croissance de ces cinq

mycobactéries.

Les travaux de LAGHRIFI et a/(2013) montrent que 1’extrait méthanolique et
¢thanolique d’/viscosaont un fort pouvoir antibactérien contre les bactéries & Gram positif et
a Gram négatif dont E.coli et K. pneumoniae. 11 s’est avéré ainsi que I’extrait méthanolique
est le plus actif contre toutes les souches bactériennes testées. En outre, ils ont également

constaté que l'extrait éthanolique s'est prononcé antibactérien plus que I’extrait aqueux.

De plus, les mémes auteurs rapportent que 1’extrait éthanolique des fleurs d’Lviscosa
s’est révélé plus actif sur K.pneumoniaeque 1’extrait éthanolique des feuilles de la méme
plante.

40



Résultats et discussions

Les travaux de LAMPRINI et al (2014) réalisés sur les parties aériennes d '/ viscosa 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.

BSSAIBIS et al(2009) rapportent que les extraits des feuilles et de fleurs
d’Lviscosaont des activités antibactériennes contre E.coli et deux autres bactéries a Gram
positif.Les résultats obtenus montrent que les activités antibactériennes sont en relation avec

I’origine de I’extrait (fleurs ou feuilles), la nature du solvant et la souche testée.

En effet, les extraits au méthanol sont les plus actifs, suivis par ceux a 1’éthanol puis
ceux a I’acétone. La souche E.coli a présenté la plus grande sensibilité aux différents extraits

suivis par les deux souches a Gram positif.

MAOZ et NEEMAN (1998), ont testé les extraits aqueux de dix plantes médicinales,
dont lviscosa, contre trois souches bactériennes a Gram positif.Ils ont remarqué que 1’extrait

aqueux d’Lviscosa a présenté un effet inhibiteur maximal contre les trois bactéries testées.

Les mécanismes précis impliqués dans [’action antimicrobienne des extraits
sontencore loin d’étre totalement ¢élucidés. FEtant donné le grand nombre de
composantsprésents dans un extrait, il est évident que 1’activité antibactérienne ne peut étre

due aun seul mécanisme d’action spécifique mais plutdt a divers mécanismes(Burt, 2004).

L’ ¢étude phytochimiqued’/viscosa, réalisée par ULUBELEN et GOUN en 1986 et
BENAYACHEet al en 1991 a abouti a I’isolement d’une série importante de flavonoides, plus
d’une vingtaine de molécules sesquiterpéniques et des triterpénes. Ces derniéres exercent une

action antibactérienne contre les Gram positifs, les Gram négatifs et les mycobactéries.

Les flavonoides d’Lviscosa ont montré leur efficacité comme substances
antibactériennes. Cette propriété serait due a une inhibition des enzymes bactériennes, du fait

de la réaction d’addition avec le groupement thiol ou amine (PARIS et MOYSE, 1965).
BEZZAZ (2014), a constaté dans ses travaux que les flavonoides peuvent provoquer

une fuite d’ions de potassium au niveau de la membrane plasmique, ce qui engendre des

lésions majeures entrainant ainsi leur mort.
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2. Activités antifongiques :

Aprées incubation des boites a 22 C° pendant une semaine, une lecture a été faite dans
le but de mettre en évidence un éventuel effet antifongique de 1’extrait aqueux d’/lviscosa et
ceci par la mesure du DZI .

Les résultats des tests antifongiques de 1’extrait aqueux de 1’inule visqueuse testé sur A.niger
sont rapportés par la figure 9.

Figure 11 : Photo montrant I’activité antifongique de 1’extrait aqueux d’LviscosasurA.niger
T+ : témoin positif (Amphopéricine B) / T- : témoin négatif (ED :eau distillée) ; /EA : extrait
aqueux. (Photo prise au laboratoire).

Il s’avere qu’autour des disques imprégnés d’extrait aqueux, aucune zone d’inhibition
n’a été observée. Contrairement aux disques imprégnés d’antifongiques. L’extrait aqueux
d’lviscosa n’a eu donc aucune action inhibitrice (& la concentration 400mg/ml) sur la

croissance d 'A.niger.

Par ailleurs, les travaux de CHEBOUTI- MEZIOU (2016) rapportent que 1’extrait
méthanolique de la partie aérienne d’/viscosa a une activité antifongique contre A.niger, avec

un diameétre d’inhibition de 9 mm.

DEBAT et al (1979) rapportent que I’extrait d'éther diéthylique d’l.viscosaa une
activité fongistatique vis-a-visd’A4.niger. Ils ont donc conclut que, contrairement aux extraits

aqueux, I’extraction avec des solvants organiques a amélioré leurs propriétés antifongiques.
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En effet, les extraits méthanoliques de la méme plante se sont révélés étre plus

efficaces sur la croissance mycélienne.

Nos résultats se rapprochent de ceux de MOAZ et NEEMAN (1998), qui ont constaté
que I’extrait aqueux des feuilles d’Lviscosa n’avait aucun effet inhibiteur sur la croissance

de Candida albicans.

En revanche, TALIBI et a/ (2012) ont rapporté que 1’extrait aqueux d’Lviscosas'est

révélé étre efficace contre Penicillium italicum.

D’autres études menées par TALIBI (2013), ont affirmé que D’extrait aqueux
d’Lviscosa  semble étre efficace contre Geotrichumcandidum, avec un pourcentage
d'inhibition de la croissance mycélienne supérieure a 80%. Tandis que les extraits
chloroformiques et hexaniques de la méme plante n’ont aucun effet inhibiteur sur la

croissance mycélienne de Geotrichumcandidum.

ALI SHTAYEH et ABU GHEDEIB (1999) constatent que 1’extrait aqueux des feuilles
de [l’inule visqueuse inhibent certains dermatophytes tels que Trichophyton

mentagrophytes, Trichophytonviolaceum et Microsporumcanis.

Les travaux d’EL-MASRI et al (2015) rapportent quel’extrait aqueux d’lviscosa a
une activité antifongique contreBotrytiscinerea, champignon responsable de la pourriture
grise. Ils se sont apercus que l’extrait aqueux a réduit la croissance mycélienne et la
germination des conidies de ce champignon. En effet, ils ont remarqué que la réduction de la
croissance mycélienne de Botrytis cinerea est plus importante en augmentant la concentration
de I’extrait aqueux de cette plante. En outre, ils ont conclu que 1’extrait aqueux d’Lviscosa a

le méme effet inhibiteur que le fongicide Iprodione.

MAOZ et al (1999) ont pu isoler a partir de 1’extrait d’éther de pétrole des feuilles
d’Lviscosa des lactones sesquiterpéniques, ces derniers ont inhibé la croissance de
Microsporumcaniset Trichophyton rubrum.
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Les travaux de CAFARCHIA et al (2001), réalisé sur les fleurs fraiches d’Lviscosa
ont abouti a I’isolement d’un autre sesquiterpéne (Tomentosin), qui a été révélé actif sur
Microsporumcanis, Microsporumgypseum et Trichophyton mentagrophytes.

Il a noter que la différence entre les activités antimicrobiennes des extraits peut
s’expliquer par la différence des composés actifs obtenus. Par conséquence, ’activité
antimicrobienne est liée a la polarité des substances bioactive extraite (CHABOT et al.,
1992).Concernant notre expérimentation, nous avons testé I’effet antibactérien et antifongique
de I’extrait aqueux des feuilles de I’inule visqueuse sur les germes cités . L’eau en tant que
solvant polaire, cette caractéristique lui confére la propriété d’extraire une panoplie de
composés chimiques hydrophiles comme les flavonoides hétérosides, les tanins, les alcaloides

sels, les oses et les acides aminés.

Pour conclure, I’extrait aqueux d’Lviscosacontient de nombreux composés actifs
pouvant inhiber la croissance de divers microorganismes, c’est la raison pour laquelle il peut

étre utilisé comme source alternative d’antibiotiques.
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Conclusion

L’inule visqueuse, objet de notre travail, fait partie de facon incontestable de plantes

médicinales utilisées en Algérie.

Les principales vertus thérapeutiques d’/viscosasont nombreuses, la majorité d’entre
elles ont été mises en évidence par les travaux respectifs des auteurs cités dans notre présent

mémoire, a savoir : anti-inflammatoire, antiseptique, antimicrobienne et anti-oxydante.

L’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux d’/viscosaa été mise en évidence par la
méthode de diffusion sur gélose, en présence de deux souches bactériennes pathogenes, qui

sont E.coli ATCC 25922 et K.pneumoniae ATCC 700603, et une espece fongique A4.niger.

Les résultats obtenus ont montré que I’extrait aqueux lyophilisé d’Lviscosa a la
concentration de 400mg/ml, exerce une action inhibitrice légere sur les deux souches
bactériennes utilisées. Quant a I’activité antifongique aucun effet inhibiteur n’a été constaté

sur la croissance d’A.niger.

Lviscosarenferme un réservoir important de principes actifs, ayant des structures
chimiques et des activités biologiques trés diverses, qu’il y a lieu de préserver et d’exploiter

dans notre pays. Dans ce cadre, nous proposons humblement quelques perspectives, asavoir :

» 1l serait intéressant d’augmenter la concentration de l’extrait et de tester contre
d’autres souches patohgenes.

» Encourager des études complémentaires sur les activités biologiques des plantes
notamment /.viscosa, pour leurs pouvoirs antioxydants, antibactériens, antifongiques
et anti-inflammatoire etc ...

» ldentifier d’autres substances bioactives d’origine végétale ayant un pouvoir
thérapeutique comme alternatifs aux médicaments synthétiques

» Sensibiliser les industries pharmaceutiques a synthétiser d’avantage les médicaments

a base de plantes et d’encourager leur commercialisation.
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Annexes

ANNEXE 01 : Principe de la lyophilisation.

C’est un procédé de conservation des produits biologique par dessiccation sous vide a
basse température. Les substances sont tout d’abord congelées a basse température puis mise
sous vide.

L’abaissement de la pression en dessous du point d’équilibre dit « point triple » entraine
une sublimation de la glace, c’est-a-dire son passage de 1’état solide a 1’état gazeux sans

passer par la phase liquide. Un cycle de lyophilisation comporte deux phases : la congélation
du produit et la déshydratation.

e Phase de congélation :

Deux parametres importants parmi d’autres conditionnent sa mise en ceuvre : le choix
de la température de congélation et la vitesse d’abaissement a la température choisie.
Pour conserver dans les meilleures conditions les structures cellulaires, il convient de
congeler a la température la plus basse (souvent -80°c) et d’y parvenir dans les délais
les plus brefs afin de réduire au maximum 1’action nocive due a la formation de gros
cristaux.

e Phase de déshydratation :

Elle comprend elle-méme deux stades : la sublimation qui élimine ’eau libre et la
désorption qui extrait I’eau lice.

La sublimation est obtenue par un vide pousséet une température soigneusement
controlée. La vapeur qui résulte de 1’opération est captée par absorption sur des
produits chimiques déshydratants (P,Os, H,SO4 CaCl, _ etc).

Le procédé de lyophilisation est d’application courante en microbiologie pour conserver
les souches microbiennes ou les virus dans des délais de temps les plus longs possibles et
surtout sans altérer leurs propriétés essentielles : morphologie, physiologie, antigénicité et
pathogénicité.
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Image internet d’un lyophilisateur.
ANNEXE 02 : Composition des principaux milieux de cultures utilisés

» Milieux liquides

e Eau physiologique stérile
Composition en g\l
Chlorure de sodium (NaCl) 9g ;
Eau distillée 1000 ml ;
pH=T7;
Stérilisation a 121°c\ 15min.

e Bouillon BRAIN HEART INFUSION (BHIB)
Composition en g\l
Protéose- peptone 10g ;
Infusion de cervelle de veeu 200g ;
Infusion de coeur de beauf250 g ;
Dextrose 2g ;
Chlorure de sodium5g ;
Phosphate disodique 2,5¢g ;
Eau distillée1000 ml ;
pH=74;
Stérilisation a 121°c\ 15min.

» Milieux solides

e G¢lose Mueller Hinton (M.H)
Composition en g\l
Infusion de viande de beeuf 300 g ;
Hydrolysat acide de caséinel7,5 g;
Amidonl,5 g;
Gélosel7 g;
pH=17,4;
Stérilisation 121°c\ 15min.

e G¢élose Nutritive (GN)
Composition en g\l

Peptone 10g;
Extrait de viande 5g;
Gélose 15¢g;
Eau distillée 1000 ml
pH=73;

Stérilisation 121°c\ 15min.
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e (G¢lose Sabouraud Dextrose Agar
Composition en g\l
Peptone mycologique 10g;
Dextrose 40g ;
Agar 15g.

ANNEXE 03 :

(1) (2)

Photos des résultats de 1’antibiogramme réalisé (1) E.coli ATCC25922, (2) K.pneumoniae
ATCC700603

OF : Ofloxacine ; AU : Augmentin ; ERY : Erythromicine.
(E.coli ATCC25922 @= 27mm, K.pneumoniaeATCC700603 @ = 37mm)

ANNEXE 04 :

Tableau représentant les valeurs critiques des diamétres des zones d’inhibition pour les
entérobactéries selon le Manuel de Standardisation (2011).

Antibiotiques testés Charge des disques Diamétres critiques (mm)

R S
Ofloxacine Sug <22 >25
Amoxicilline +  Acide | 20\ 10 pg <13 > 18
clavulanique
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ANNEXE 05 :
Morphologie macroscopique et microscopiques des colonies d’A.niger :
» Morphologie macroscopique

Les colonies sont a croissance rapide sur tous les milieux, elles se composent d’un feutre
blanc ou jaune compact avec une couche dense de conidiophores de bruns a noirs. Le revers
de la colonie est de créme a jaune. Les colonies sur gélose pomme de terre et dextrose (PDA)
a 25 °C sont d’abord blanches, devenant rapidement noires au moment de la production de
conidies. Le revers de la colonie est jaune pale et se plisse de fagon radiale au cours de la
croissance.

» Morphologie microscopique

Les hyphes sont septés et hyalins. Les tétes de conidies sont noires, de configuration
globuleuse a radiale. Les conidies sont globuleuses a sous globuleuses, brunatres et de texture
verruqueuse. Les conidiophores sont longs a paroi lisse, devenant plus foncés a 1’apex et se
terminant en une vésicule globuleuse



Résumé

Depuis fort longtemps, les plantes médicinales furent le principal recours pour la
fabrication de remedes naturels. Elles ont été utilisées par différentes civilisations en médecine
traditionnelle.

L’objectif de notre travail est la mise en évidence de I’activité antimicrobienne de
I’extrait aqueux d’/nulaviscosa, qui est une plante herbacée, aromatique, appartenant a la
famille des Asteraceaes, appelée communément « magraman ». Elle est vivace et visqueuse,
largement utilisée en Afrique du nord, particulierement en Algérie. Une extraction aqueuse des
feuilles seches de la plante a été effectuée en utilisant la méthode de macération. Ainsi, la mise
en évidence de I’effet antibactérien et antifongique de I’extrait aqueux lyophilisé de la plante
a ét¢ déterminée in vitro, par la méthode des disques, en présence de deux souches
bactériennes pathogenes a Gram négatif: Escherichia coliATCC 25922
etklebsiellapneumoniaeATCC 700603, et une souche fongique: Aspergillus niger. Les
résultats obtenus montrent que I’extrait aqueux de I’inule visqueuse aux concentrations
utilisées a une légere inhibition sur la croissance des deux souches bactériennes
(E.colietk.pneumoniae) alors qu’aucun effet inhibiteur n’a été remarqué sur la souche
fongique : A.niger.

Mot clés : Activité antibactérienne; Activité antifongique ; métabolites secondaires ; Inula

viscosa jextraitaqueux
Abstract

For a long time, medicinal plants were the principal recourse for the manufacturing of
natural remedies. They were used by various civilizations in traditional medicine.

The purpose of our study 1is toinvestigatethe antimicrobial activity of
Inulaviscosaaqueous extract./nulaviscosais an aromatic and herbaceous plant of Asteracea
family, commonly named “magraman”. It is characterized by its viscose and perennial aspect,
used within a large scale in North Africa, particularly in Algeria.

We have proceeded to an aqueous extraction of the dry leaves by referring to the
soaking method. We have also highlight in vitro, the antibacterial and antifungal effect of the
lyophilized aqueous extract through disks method, against two pathogenic and bacterial strains
with negative gram:Escherichia coliATCC 25922andKlebsiella pneumoniaATCC 700603, as
well as a fungal strain : Aspergillusniger.The obtained results show that the aqueous extract of
Inulaviscosawith the used concentrations has a slight inhibition on the two bacterial strains
(E.coliandK.pneumoniae), whereas no inhibitor effect against thefungal strain:4.niger.

Key words: Antibacterial activity; antifungal activity; secondary metabolite;
Inulaviscosa,aqueous extract.
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