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Introduction

Introduction

Actuellement, plusieurs questions sont soulevées concernant la sécurité des produits
chimiques utilisés en médecine ou dans I’industrie alimentaire. En effet, la peroxydation des
lipides produites au cours des processus de fabrication et de stockage des aliments sous I’action
des radicaux libres de 1’oxygéne (ROS) conduit a la perte de la qualité et de la sécurité des
aliments. Les antioxydants de synthese genéralement utilisés en industrie alimentaire pour
inhiber 1’oxydation des lipides se sont avérés responsables d’effets indésirables. De plus,
I’'usage excessif d’agents antibactériens en médication humaine et animal qui conduit a

I’apparition de souches bactériennes multi-résistantes.

Les extraits bruts des plantes commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle en molécules naturelles bioactives. Elles font 1’objet d’études pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses et pour la protection
des aliments contre toute combustion et comme des anti-inflammatoires, et des anti-

analgésiques.

Considérant I’importance de ce potentiel naturel dont une partie des plantes sont réputées
pour leur pouvoir thérapeutique, nous nous sommes intéressées a une plante particuliere,

dénommee « Inula viscosa », qui est trés répondue en Algeérie et principalement en Kabylie.

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

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

v La premiére partie consacrée a la synthéese bibliographique. Elle comprend trois
chapitres :

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

e Le second : S'intéresse aux principales classes de métabolites secondaires, comme les
composés phenoliques, les huiles essentielles et les alcaloides.

e Le troisieme : Fait un état des lieux des différentes activités de la plante.

v" La deuxiéme partie de ce travail est consacrée a la partie pratique ainsi qu’aux résultats

obtenus lors de cette étude.
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Chapitre | : Geénéralités sur Inula viscosa L.

I-1-Historique des plantes médicinales :

Depuis I’antiquité ; il existe une connaissance rationnelle des plantes médicinales qui
détermine des milliers de plantes ; En 1635, LOUIS XIII crée a Paris le célébre jardin royal des
plantes médicinales riche de plus de 2300 espéces végétales (DELAVEAU et al., 1983).

En 18émesiecle, les plantes acquierent leurs identités telles qu’elles sont connues
aujourd’hui, a savoir un double nom indiquant le genre et I’espéce (BENROKIA et AOUAR,
2015).

En 18éme siécle, ils ont découvert d’autres plantes naturelles, qui font la valeur
thérapeutique des drogues héroiques et impressionnantes dont la morphine fut isolée par
SERTUNER en 1817, la codéine par ROBIQUET en 1832, il isola aussi I’asparagine de
I’asperge. La papavérine par MERCK en 1848. C’est aussi 1’époque de I’isolement de 1’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
et al., 2010).

En 19éme siecle, les scientifiques découvrirent les principes actifs des plantes et isolérent
leurs propriétés essentielles a fin qu’ils les utilisent comme un traitement direct pour des
différentes maladies tels que la plante * "Inula viscosa L’ appelée « Dittrichiaviscosa (L) » découverte
par GREUTER en 1973 et elle est nommé en 1’honneur du botaniste allemand MANFRED
DITTRICH (1934), spécialiste des Asteraceae a I'Herbier du Conservatoire et Jardin botanique
de Genéve, Suisse .(JEAN LECOMTE, 2015 et CATHERINE REEB, 2010et RAYMOND
GIMILIO, 2010 et SOL FRANCO-MICAN, 2008 ).

Toutes les civilisations antiques : mésopotamienne, égyptienne, chinoise, indienne,
précolombienne avaient respectivement leurs propres panoplies de remédes 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 végetale (FOUCHE et al., 2000).
I-2-présentation de la plante :

L ’inule visqueuse L est une plante des régions méditerranéennes, tres connue et largement
utilisee en médecine traditionnelle. Elle appartient a la grande famille des composées, cette

famille est I'une des plus distribuées dans le régne végétal et représentée
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principalement dans les régions tempérées et froides du globe. Cette grande famille comprend
plus de 13 tribus répartis en 1500 genres et 23000 espéces. En Algérie, il en existe 109 genres
répartis en408 especes. Parmi les genres appartenant a la famille compositae, le genre Inula
comprend une variété d'environ 90 espéces. Il est largement distribué dans le bassin
méditerranéen. (REEB et al., 2010).

D’apres les recherches de CICCARELLI (2007), I’inule visqueuse L a été rattachée au
genre Dittrichia (Dittrichiaviscosa) car elle posséde des poils glanduleux sur I’ovaire, ce qui

n’est pas le cas des autres plantes du genre Inula.
I-2-1-Etymologie :

Le nom Inula vient du grec « Inéo » qui signifie «je purge », faisant allusion a une propriété
thérapeutique de la plante (FAURON et MOATI, 1983) d’ou le nom d’Aunée visqueuse
(FOURNIER et al.,1947).

I-2-2-Taxonomie :

D’aprés (FOURNIER et al., 1947), la position systématique de | inule visqueuse L ,est comme

suite :

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous Classe : Gamopetales

Ordre : Campunulales

Famille : Compositae

Genre : Inula

Espéce : viscosa - L -

Synonymie : Dittrichiaviscosa L
Nom commun : Inule, Aunée visqueuse

Noms vernaculaires (QUEZEL et SANTA, 1963) : Magramane ou amagramane (en Afrique du
Nord).
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I-3-Description botanique :

L'espéce Dittrichiaviscosa, communément appelée inule visqueuse L, est une plante vivace
a souche ligneuse, d'une hauteur moyenne de 50 & 70 cm (elle peut toutefois atteindre jusqu'a 1,20
m) sur autant de large (AIT YOUSSEF et al., 2006).

Elle se distingue par une racine pivotante, une silhouette érigee et évasée et un feuillage
caduc dense, visqueux et dont I'odeur forte rappelle celle du camphre. Inula viscosa L se
développe rapidement et fait preuve d'une excellente rusticité, supportant des températures

négatives jusqu'a -20 °C.

Les feuilles de I'inule visqueuse L (figure 1) sont alternes, sessiles (sans pétiole) et allongees
a lancéolées. Elles mesurent de 3a 7 cm de longueur et offrent une bordure onduléeet dentée
pour les feuilles inférieures. Des poils glanduleux recouvrent non seulement le feuillage mais
toute la plante, libérant une résine collante et odorante, justifiant le nom d'espece « viscosa »
(AIT YOUSSEF et al., 2006).

La floraison intervient en fin d'été, d'aolt a novembre. La plante se couvre de nombreux
capitules jaune vif de 1a 2cm de diamétre et réunis en racemes allongés au bout des tiges.
Les fleurs du centre du capitule sont tubulées et jaune vif tandis que celles du pourtour sont
ligulées et jaune péale (figure 1) (AIT YOUSSEF et al., 2006).
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(A) (B)

(©)

Figure 1: Images représentant les différentes parties d’Inula viscosa L (photos personnelles).

I-4-Répartition géographique :

L’espéce Inula viscosa L est répandue dans tout le bassin méditerranéen. Cet arbrisseau

pousse dans les champs denses et sauvages, sur les sols secs et calcaires.

L’inule visqueuse L se rencontre dans les lieux incultes : bords de chemins, décombres,
terrains abandonnés, jachéres, arriere-dunes ou garrigues bien ouvertes. Elle affectionne les
milieux fraichement perturbés par des travaux ou le passage du feu. Elle se rencontre autant sur
sols argileux que sableux. C’est une espéce peut exigeante, on peut la trouver un peu partout en
Algérie notamment dans les wilayas de Tizi Ouzou et Tlemcen ; ainsi ¢’est une plante mellifére
se trouve généralement dans tous le bassin méditerranéen du monde entier mais plus

particulierement en corse et en Afrique du Nord.
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I-5-Vertus thérapeutique et usages traditionnels :

Les plantes médicinales traditionnelles sont une puissante ressource de produits naturels
biologiquement actifs avec de forts effets thérapeutiques qui pourraient étre utilisés dans le
traitement de différentes maladies, y compris le cancer.

Inula viscosa L est une plante vivace considérée comme l'une des plantes médicinales les plus
essentielles du bassin méditerranéen (AIT YOUSSEF et al., 2006).

Les feuilles sont utilisées séchées en tisanes ou des huiles essentielles en sont extraites.
Citons, parmi les dizaines d’indications référencées, le traitement des rhumatismes, des
bronchites, des maladies du systeme urinaire, digestif et méme du paludisme. Les principes
actifs de I’inule sont notamment le camphre, 1’eucalyptol, le thymol (AIT YOUSSEF et al.,
2006).

Différentes plantes de ce genre, sont une source de sesquiterpénoides ayant un large spectre
d'activités biologiques, appliqué depuis longtemps en médecine populaire pour ses activités
anti-inflammatoires, anthelminthiques, antipyrétiques, antiseptiques et antiphlogistiques, et
dans le traitement du diabete et des troubles pulmonaires (AIT YOUSSEF et al., 2006).

Les feuilles de I’inule visqueuse L secretent 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. 1ls ont une activité allélopathique et un effet inhibiteur vis-a-vis des
microorganismes phytopathogénes. 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 et al., 2001).

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

Selon BRUNETON (1999), Inula viscosa L exerce une activité antiparasitaire et
antihelminthique et presente également des propriétés antifongiques a des concentrations de

10 pg/ml. D’apres cet auteur, elle inhibe la croissance de Microsporumcookei, Trichophyton
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mentagrophyte et d’autres champignons pathogenes pour I’homme, d’ou son utilisation dans

le traitement de mycoses cutanées, essentiellement sous forme de poudre.

|.6-Travaux réalisés sur Inula viscosa L :

Les inules ont fait 1’objet de nombreuses ¢tudes phytochimiques du fait de leur richesse en
divers métabolites secondaires.

Plusieurs équipes dont celle de chercheurs espagnols, anglo-saxons et algériens ont pu
isoler sur des feuilles d’Inula viscosa L, couvertes de leurs exsudats visqueux, de nombreux
flavonoides a savoir : I’hispiduline, la népétine la sakuranétine, I’aromadendrine et la taxifoline
(AIT YOUSSEF etal., 2006).

Une étude phytochimique réalisée sur la racine et la partie aérienne d’Inula viscosa L,
d’origine espagnole, a abouti a I’isolement de nouveaux sesquiterpénoides tel que
I’inulviscolide, 4-HTomentosin, et1’acide ilicigue (BOUMAZA et al., 2011).

D’autres travaux réalisés sur 1’inule visqueuse L confirment I’existence de nombreux
composés au niveau de sa partie aérienne a savoir : les flavonoides, les lactones sesquitereniques
et les triterpenes esters. Ces mémes travaux ont permis également de révéler la présence d’autres
constituants au niveau des racines. Il s’agit principalement de la Paraffine, de I’'Inuline, de
I’Hélénine et de trois sesquiterpenes essentiels a savoir 1’alantole, 1’alantolactone et 1’acide

allantique.

En outre, la plante contient également d’autres substances dites « mineures », comportant

des résines et des pectines, constituant une matiére noiratre appelée : la Phytomélane.

De méme, d’autres équipes de chercheurs ont étudié la composition chimique de I’huile
essentielle (HE) d’Inula viscosa L, 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 (chromatographie en phase gazeuse / spectrométrie en masse) a révélé la présence de
plusieurs constituants variés dont les composants majoritaires sont :

y-terpene (36,9%), a-pineme (18,9%), B-pineme (8,9%), p-cymene (11,7%), limonene
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(18,9%), 2,5-dimethoxy-p-cyméne (21,2%), p- caryophylléne (16,58%) et a-cadinol
(4,2%)(BENCHOHRA et al., 2011).

Au début du 21¢mesiécle plusieurs études qui sont basées sur les activités cytotoxiques et
anticancéreuses d’Inula viscosa L dont ils ont demontré que ses activités se trouvent dans des
lignées de mélanome de cancer du col de I'utérus et de cancer du sein. Ce qui fait attirer
I'intention des autres chercheurs afin de definir la problématique et rétablir sa solution. Par
coincidence les chercheurs (ZHAO etal., 2006 ; Y. LI etal.,2011) ont identifié une
prometteuse sesquiterpene (SL) dérivée de deux plantes traditionnelles Inula japonica et Inula
helenium (qui sont en expérience depuis 1991) cette prometteuse présente un puissant
anticancéreux in vitro et in-vivo activité contre les BL (Lymphome de BURKITT) qui est une
tumeur virale (non - hodgkinien) et qui provient d'évolution maligne et de proliférations des
cellules lymphoides de type B.

Cette étude a pour objectif d'établissement d'activités anticancéreuses et anti-tumorales sur la
lignée humaine (RAJI) dont ils ont appuyé sur I'extrait d'Inula viscosa L éthanolique obtenu a
partir de la plante Inula viscosa L récolté sur I'lle d’Asinara, en Italie.

En outre, le but de cette étude était de donner un apercu sur des différents mécanismes
cytotoxiques et moléculaires dans I'Inula viscosa L qui consiste des proportions anticancéreuses
et qui contribue aussi au développement de nouveaux agents thérapeutiques contre les BL
(VIRDIS etal., 2020).
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I1-1-Métabolites secondaires :

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de ’homme et des différents
écosystemes. Elles renferment une partie importante de composés qui interviennent dans

I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans I’organisme.

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés different en fonction
des espéces et, bien que leurs réles soient encore mal connus, il est cependant clair qu'ils
interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec les organismes vivants qui
I'entourent. Ils sont probablement des élements essentiels de la coévolution des plantes avec les
organismes vivants, tels que parasites, pathogénes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs et
disséminateurs. Ces différentes relations ont donné lieu a une extréme diversification des
composés secondaires (BENYAHIA et al., 2014).

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
’organisme de la plante. El es exercent un rble 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 (LARDRY J.M etal., 2007).

La diversité des especes utilisées et des métabolites secondaires déja isolés laisse présager
de lI'ampleur de ce qui reste a découvrir. On considére effectivement que, jusqu’a ce jour, moins
de 10 % des espéces de végétaux supérieurs qui peuplent actuellement la planéte ont été
explorées pour leurs propriétés chimiques et biologiques (BONNAFOUS et al., 2013).

Les métabolites secondaires sont généralement des molécules de bas poids moléculaire qui
peuvent étre hydrophiles ou lipophiles. La majorité sont regroupés en trois classes sur la base
de leur origine biosynthétique : les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques
(CROTEAU et al., 2000).

Chacune de ces classes est elle-méme subdivisée en plusieurs sous classes renfermant une tres
grande variété de composés possédant une tres large gamme d’activité biologique (ALI etal.,
2001 ; LI etal., 2007).
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I1-1-1-Les composés phénoliques :

= Définition :

Le terme compose phénoliques ou polyphénols est utilisée indifféremment pour désigner tout
produit du métabolisme secondaire des végeétaux, Ils se caractérisent par la présence d'un noyau
benzénique, portant un groupement hydroxyle libre ou engage dans une fonction ester, éther ou
hétéroside. Le ou les noyaux aromatiques peuvent étre synthétisés soit par la voie du shikimate,
soit par celle de I'acétate, ce qui permet de différencier deux classes de composés phénoliques.
Par ailleurs, la voie des polyacétates intervient chez les végétaux supérieurs pour des composes
possédant déja un noyau aromatique obtenu par la voie des shikimates. Les composes obtenus
sont dits mixtes (flavonoides) (FLEURIET et al., 2005).

Les composés phénoliques (CP), constituent 1’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) ; lls sont communément subdivisés en
flavonoides (flavones, flavonols, anthocyanidines, isoflavones, flavonones, catéchines) ou
non-flavonoides (resvératrol, acides phénoliques, lignanes). Les polyphénols sont de puissants
antioxydants qui peuvent aider a neutraliser les radicaux libres qui sont des composés instables,
se forment a la suite de facteurs tels que les rayonnements UV, les radiations, le tabac, la
pollution atmosphérique, 1’inflammation etc... et qui s’accumulent dans le corps en causant

des dommages au niveau des cellules (stress oxydatif) (TAPIEROet al., 2007).

I1-1-1-1-Classification des polyphénols :

Il existe différentes classes de polyphénols (Figure 2 ; Tableau 1), notamment : les acides
phénoliques, les flavonoides, les tanins, les stilbenes, les lignanes, les saponines, les
phytostérols ou bien phytostanols. Les plus importants sont : les acides phénols, les flavonoides

et les tanins.
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Les stilbénes
Polyphénols

Apigénine

Anthocyanines

Apigénine 7-

Acide ferulique glucoside

Flavonoide

Dérivés de 'acide

caféique ;

Acide coumarique w

Acide rosmarinique Quercétine Catéchine Naringénine
Rutine Epicatéchine Eriodictyol

hade Hespérétine

chlorogénigue
Dihydroquercétine

Figure 2 : Classification des polyphénols (BOROS et al., 2010).
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Tableau 1: Classification des polyphénols (SARNI, 2006 ; BRUNETON, 2009).

Composés phénoliques
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I1-1-1-1-1-Les formes les plus simples :

I1-1-1-1-1-1-Les acides phénoliques :
Selon BENYAHIA (2014), ils sont subdivisés en deux groupes, a savoir :

e Lesacides hydroxybenzoique : ils dérivent de I’acide benzoique. Ils se présentent Sous
forme libre, estérifiée ou glycosylée et leur concentration est généralement tres 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 C - Ca. Il s’agit
d’une classe importante dont les molécules de base sont I’acide p —coummarique (et ses

dérivés), ’acide caféique, I’acide férulique et 1’acide sinapique (NADOUR, 2010).

11-1-1-1-1-2-Les flavonoides :

Les composés flavoniques sont des pigments exclusivement végétaux tres répandus. Ce
sont des composés Cis qui ont tous la structure Cs-C3-Cs. Chimiquement, ils sont construits a
partir d’un hétérocycle de type flavane (deux noyaux benzéniques A et B, encadrant un
hétérocycle oxygéné). Le noyau B est plus ou moins hydroxylé et méthylé. Ils forment des
hétérosides de glucose, galactose, xylose ou rhamnose (fixés en général sur les carbones 3 et 5)
(Figure3) (BRUNETON etal., 1999).

Figure 3 : Squelette de base des flavonoides (BICHA et al., 2003).

Les flavonoides sont présents dans des organismes trés divers. On les trouve par exemple
dans les végeétaux, ou ils interviennent dans la symbiose entre les fabacees et les bactéries du
groupe rhizobium. Elles sont connues pour leurs diverses propriétés biologiques telles  que

les antioxydants, anti-inflammatoire, antithrombique,

antibactérienne,antihépatotoxique, antitumorale, antihypertensive, antivirale et antiallergique.
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Les composés flavonoidiques sont regroupés en une dizaine de classes (Tableau 2), dont
six principales classes peuvent étre mentionnees. Les flavones et les flavonols sont les composes
les plus répandus, alors que les flavanones, les flavonols, les chalcones et les anthocyanidines

sont considérés comme des flavonoides minoritaires (BRUNETON et al., 2002).
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Tableau 2: Classes des composés flavonoidiques (HEIM E.K et al., 2002 ).

Les Exemples Aliments
flavonoides
Flavonols , ” L
Kamphérol,quercétine Fruits, légumes, fleurs

O ar

m
Anthocyanes Cyanidine,pélargonidine Fleurs, fruits rouges

g [
-
Flavanols Catéchine,épicatéchine Pomme, raisin

Flavanones S .

Naringenine Citrus

0

= nj (L]
Isoflavonols Daidzéine Soja

el
() >
[ 16 )
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11-1-1-1-2-Les formes condensées :

Ce sont des composés obtenus généralement de la condensation de certaines des formes

simples de CP. 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. Onen distingue :

11-1-1-1-2-1-Les tanins :

IIs représentent une classe trés importante des polyphénols localisés dans pratiqguement

toutes les parties des végeétaux (écorces, racines, feuilles...). lls sont caractérises 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 et al., 2014) :

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 I’acide éllagique (tanins éllagiques) et une partie nonphénolique,
qui est souvent du glucose ou de I’acide quinine (SARNI- MANCHADO et al.,
2006).

Les tanins condensés : ce sont des polyméres 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. lIls sont trés abondants dans certains organes végétaux
consommes ou utilisés par I’homme. Ils sont responsables de [I’astringence
caractéristiques des fruits avant leur maturité (raisin, péche, pomme, etc....) et de
certaines boissons (vin, cidre, thé, etc....), de méme de 1’amertume du chocolat

(SARNI-MANCHADO et al., 2006).
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I1-1-1-1-2-2-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 polymeére
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 monomeériques, appelés monolignols. Les lignines dérivent de I’acide
para-coumariques, qui se convertit monolignol (MOROTGAUDRY et PRAT, 2012).

11-1-1-1-2-3-Les coumarines :

Les coumarines ont également le squelette de Ce-C3, mais elles possédent un hétéroatome
I’oxygene en tant qu'élément du Cs-unit. Il y a de nombreuses coumarines, beaucoup jouent un
role dans la maladie et la résistance de parasite. Elles présentent un intérét physiologique,
inhibant de la croissance des graines en germination. Les coumarines, en présence d’UV, se
lient aux bases pyrimidiques de I’ADN. Les coumarines du mélilot (Melilotusofficinalis) et du
marronnier d’Inde (Aesculushippocastanum) contribuent a fluidifier le sang alors que les
furanocoumarines comme le bergapténe, contenu dans le céleri (Apiumgraveolens), soignent les
affections cutanées et que la khelline de la khella (Ammi visnaga) est un puissant vasodilatateur

coronarien.
11-1-1-2-La biosynthese des composés phénoliques :

La biosynthése du noyau aromatique est un des processus fondamentaux de la biochimie
végétale. La biogenese du noyau aromatique est apparue au cours de 1’évolution de la plante
puisque la protéogenese fait appel a trois acides aminés aromatiques. Nous allons parcourir
les différentes étapes de biogenése du noyau aromatique, appelée également cyclogenése ou
voie de I’acide shikimique. Il existe une seconde voie de biosynthése, plus fréquente chez les
bactéries, champignons et plantes inférieures, qui consiste a réaliser un ensemble de noyaux
aromatiques par cyclisation des chaines polycétoniques, elles-mémes obtenues par
condensation de groupements acétates (MERGHEM.R et al., 2020).

Chez les végétaux supérieurs, cette voie des poly-acétates concerne un certain nombre
d’entre eux. En revanche cette seconde voie intervient pour réaliser un second noyau

benzénique chez les végétaux supérieurs pour de nombreux composes possédant déja un
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noyau aromatique obtenu par la voie de I’acide shikimique. C’est le cas des composés mixtes

dont les représentants les plus importants sont les flavonoides (MERGHEM.R et al., 2020).

La Formation du noyau aromatique (Cyclogenése) Le principal mode de fonction du noyau
aromatique emprunte 1’acide shikimique (acide en Cs-C1) lequel donne naissance a I’acide

phénylpyruvique puis a I’acide cinnamique (Ce-C3) (MERGHEM.R et al., 2020).
11-1-1-2-1-La voie de I’acide shikimique (ShikimicAcidPathway) :

Est une voie métabolique aboutissant a la biosynthése de certains acides aminés
aromatiques. Cette voie débute par la condensation de 1’acide phospho-énol-pyruvique (PEP)
avec 1’érythrose-4-phosphate, réaction comparable a celle de la phosphodihydroxy-acétone
(DHAP) avec I’érythrose phosphate, lors de la photosynthése (Cycle de Calvin). Cela conduit
a la formation de 1’acide shikimique (3 étape) (Figure 4 et Figure 5), ensuite aprés une
condensation avec une nouvel e molécule de PEP, de I’acide préphénique (4 étape), qui par
décarboxylation et déshydratation, est & I’origine de 1’acide phénylpyruvique (MERGHEM.R
et al., 2020).

Ainsi, il ne se forme pas uniquement un noyau aromatique, celui-ci s’accompagnant d’une
chaine latérale en C3. Le mode de formation de la tyrosine et de la phénylalanine a partir du
préphénate varie en fonction des especes et des groupes de végétaux et fait appel a la
transamination (D.E. METZLER et al., 2003).

Les 5 étapes de la formation du chorismate : (D.E. METZLER et al., 2003)

1 Condensation du phosphoénolpyruvate et de I'érythrose-4-phosphate en DAHP.
2_Conversion du DAHP en 3-déshydroquinate.

3_Conversion du 3-déshydroquinate en 3-déshydroshikimate puis en shikimate.

4_Conversion du shikimate en 3-phosphoshikimate puis en 5-O-(1-carboxyvinyl)-3-

phosphoshikimate.

5 Conversion du 5-énolpyruvyl-3-phosphoshikimate en chorismate.
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Figure 4 : forme anionique de I’acide shikimique (JOHANSSON et al., 2005)

coo coo
NADPH MNADP'

: =~ “OH HO" ™~ “OH
OH OH OH
Figure 5: Conversion du 3-déshydroquinate en 3-déshydroshikimate puis en
shikimate(D .E.METZLEREet al., 2003 ).

11-1-1-2-2-La voie de I’acide malonique ( MalonylPathway ) :

C’est une synthése qui permet de synthétiser de nombreux acides carboxyliques
primaires ou secondaires a partir du malonate de diéthyle qui est un diester : il s'agit de deux
fonctions esters reliées par un groupe méthyle ( KLAUS M.HERRMANNEet al., 1999).

Ce mode est défini aussi par une formation plus secondaire consiste la cyclisation des
chaines polycétoniques, elles-mémes obtenues par condensation de groupements acétates. La
condensation des groupements acétates ne se fait qu’apres carboxylation de 1’acétylCoA en
malonyl-CoA. Ce mode de formation est celui qui prédomine chez les plantes non vertes,
synthése de I’acide pénicillique par les Penicillium, synthese des anthoquinines chez les Lichens
et les Champignons (MERGHEM.R et al., 2020).

Chez les flavonoides, les anthocyanes, le cycle benzénique latéral provient de

I’enchainement de 3 acétyl-CoA.
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I1-1-2-Les terpenes :
11-1-2-1-Définition :

Les terpenes, appelés aussi terpénoides, constituent une classe de substances naturelles
extrémement abondante.

Ce sont des constituants habituels des cellules végétales. Ils sont présents chez toutes les
plantes et possedent des activités biologiques tres diverses. Plusieurs d’entre eux sont exploités
a I’échelle industrielle (industries des cosmétiques, du caoutchouc, de 1’agroalimentaire pour les
aromes et les colorants alimentaires, etc....) (BELLOUM ,2007).

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels résultant de la combinaison de plusieurs unites
d’isoprénes (CsHs) (Figure 6), dont la formule de base est constituée de multiples de celle-ci,
c'est-a-dire (CsHs)n (BENYAHIA et al., 2014).

CH,
|
/C\C/CHZ

|
H

H,C

Figure 6 : molécule d’isopréne (MALECKY et al., 2008).

11-1-2-2-Classification :
I1-1-2-2-1-Les monoterpénes :

IIs sont les plus simples constituants des terpénes, ils sont odorants, tres volatils et
majoritaire dans la composition d’une huile essentiel e. Ils peuvent étre acycliques (ex : myrcenes,
ociménes), monocycliques (ex : a ety terpénes, p-cymene) ou bicycliques (ex : pinemes) et sont

porteurs de groupements fonctionnels variés (Figure 7) (BONNAFOUS et al., 2013).
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Figure 7 : Représentation des monoterpénes (BONNAFOUS et al., 2013).

11-1-2-2-2-Les sesquiterpenes :

Ce sont des composés volatils et fortement odorants. Leur squelette de base est constitué
de 15 atomes de carbones. Selon (BRUNETON et al., 2009), c’est la classe la plus diversifiée
des terpénes, vu qu’el e renferme plus de 3000 molécules. Ce sont des composés volatils et fortement
odorants.

Les sesquiterpénes se divisent en plusieurs catégories structurelles : acycligues,
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 et al., 2009).

I1-1-2-2-3-Les Diterpénes :

Les diterpenes constituent une des classes des terpenes qui sont classifies dans le tableau
3 ; ayant tous un squelette carboné en C20. lls sont présents chez certains insectes et chez divers
organismes marins, ils sont répandus notamment chez les végétaux supérieurs, telle que les
Asteraceae, on les classe en fonction de leur diversité structurale.

La structure peut étre acyclique et cyclique outricycliques (BRUNETON et al., 2009).

11-1-2-2-4-Les triterpénes :

Les triterpenes sont des composés en C30, issus de la condensation de six molécules
d’isoprene, ils forment un groupe important de produits naturels.

Selon (MALECKY et al., 2008), 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 triterpenes acycliques, il citera le squaléne, qui est le précurseur des autres triterpénes, tout
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affirmant que la plupart des triterpénes sont des alcools, sous forme libre ou glycoside (les
saponines) (MALECKY et al., 2008).

L’utilisation des tritrpénes dans 1’industrie pharmaceutique a des fins thérapeutiques a été

observée. lls rentrent dans la production de médicaments stéroidiques ayant des propriétés

contraceptives, anabolisantes etanti-inflammatoires (MALECKY et al., 2008).

11-1-2-2-5-Les tétraterpenes :

Leur squelette renferme 40 atomes de carbone, selon (MALECKY et al., 2008) 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.

Tableau 3 : Classification des terpénes d’aprés (AMOR.L et al., 2020).

Nom N° unité5 x C Exemple de molécule

Hémiterpénes 1 Isoprene

Monoterpénes 2 Aromes volatiles, parfums

Sesquiterpénes 3 Phytoalexines

Diterpenes 4 Phytol,giberellines,
Phytoalexines

Sesterterpenoides S Aromes volatiles , parfumg
d’eucalyptus

Triterpénes 6 Brassinostéroides, stérols de
membranes, certaines toxines

Tétraterpénes 8 Caroténoides

Polyterpenes >8 Plastoquinones, ubiquinones,

polymere(latex)
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I1-1-3-Les alcaloides :

Les alcaloides (Figure 8) sont des substances organiques, le plus souvent d’origine
végétale. De structure moléculaire hétérocyclique azotée, trés complexe a caractere basique
(BRUNETON et al., 1999 ; ZENK et JUENGER., 2007).

Plusieurs milliers ont été identifiés et leur inventaire est loin d’étre terminé. C’est un groupe
chimiquement trés hétérogene qui renferme des noyaux variés. Leur synthese est spécifique. lls
ont des propriétés pharmacodynamiques trés puissantes et variées. Ce sont pour la plupart des

poisons végétaux tres actifs comme la strychnine (BRUNETON et al., 1999).
Des travaux ultérieurs ont confirmé que la vacuole constitue un lieu de stockage pour une

grande variété d’alcaloides, une méme vacuole pouvant renfermer plusieurs types

moléculaires dans certaines especes.

WNicotine

Quelgues exemples dalcaloides

Figure 8 : Exemples d’alcaloides (WALTON et BROWN, 1999).

L’importance de ces molécules réside dans le fait qu’ils possédent de puissantes activités
biologiques méme a faibles doses (BOUCHELTA et al., 2005).
Elles sont utilisees par exemple comme antidépresseurs, stimulants, anesthésiques,
antitumoraux, antipaludiques etc. (BRUNETON et al., 1999).

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 (BOUCHELTA
et al., 2005).
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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 1’azote ou

d’autres éléments nécessaires au développement de la plante (BADIAGA et al., 2011).

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 etal., 2002).

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

11-1-3-1-Les alcaloides vrais : ils dérivent d'acides aminés et comportent un atome d'azote dans
un systeme 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 (BRUNETON et al., 2009) ;

11-1-3-2-Les proto-alcaloides : ce sont des amines simples, dont I'azote n'est pas inclus dans
un hétérocycle. lls dérivent aussi d'acides aminés (BRUNETON et al., 2009) ;

11-1-3-3-Les pseudo-alcaloides : ils ne sont pas dérivés d'acides aminés. Ils peuvent cependant
étre indirectement liés a la voie des acides aminés par I'intermédiaire d'un de leurs précurseurs,
ou d'un de leurs dérives (BRUNETON et al., 2009).

11-2-Activités biologiques :

Les produits naturels notamment d’origine végétale ont toujours été une source d’agents
thérapeutiques dont le stress oxydatif est le facteur principal et il peut créer divers maladies
chroniques humaines comme le cancer, les maladies cardiovasculaires, neurodégénérative,
inflammation et le diabéte...etc. Par contre actuellement environs 25-30 % des médicaments
disponibles dépendent essentiellement des plantes médicinales ; ces derniers déterminent un
traitement des différentes sources de I’arsenal thérapeutique de I’humanité dont les polyphénols
sont des molécules d'intérét en raison de leurs nombreuses propriétés qui sont responsables des

bienfaits pour la santé et pourraient prévenir de nombreuses affections et dans divers troubles.
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11-2-1-Activité antioxydante :

D’apreés les résultats expérimentaux des derniéres années ; les molécules bioactives
d’origine végétales ne cessent pas de s’évolues pour un intérét majeur en raison de protection
de la santé et ces derniéres sont portées principalement par les polyphénols. Cela conduit les
chercheurs et les scientifiques d’explorer le monde végétal a la recherche des différents

composés pouvant étre utiles pour résoudre les différents problémes thérapeutiques.

A cet effet, les différentes méthodes expérimentales représentent la clef pour le
développement d’aliments fonctionnels ou la formulation de suppléments alimentaires chimio-
préventifs au pouvoir antioxydant (ANTOLOVICH et al., 2002) et qui seront utile contre les
affections causées par le stress oxydatif (Figure 9) (STAGOS et al., 2020) ainsi contre le

vieillissement cellulaire assuré par les anthocyanes (VANDI et al., 2016).

Un antioxydant est une molécule qui empéche et ralentit I'oxydation d'autres substances chimiques
a leur contact. lls sont aussi définis par des enzymes ou de simples molécules ; Certains sont

produits par 1’organisme, ce sont les antioxydants endogénes, ou proviennent de 1’alimentation

ou la médication et sont donc exogenes. (THOMAS DESMIER et al., 2016).
11-2-1-1-Les trois types d’antioxydants : (GRAMZA et KORCZAK, 2005) :
11-2-1-1-1-Les antioxydants de type | :

L'action des antioxydants de type | repose sur leur capacité a inactiver les radicaux libres.
lIs inhibent la propagation des réactions radicalaires en développant des hydrogénes aux
radicaux libres présents afin de former un radical stable (BELAICHE et al., 1979).

11-2-1-1-2-Les antioxydants de type |1 :

Ce type d'antioxydant prévient la formation des radicaux libres et peut intervenir par
différents mécanismes. Les flavonoides (un énorme potentiel antioxydant naturel) rentrent dans
cette catégorie d'antioxydants. Ils agissent en piégeant ou en décomposant diverses molécules
impliquées dans la production des radicaux libres (oxygéne, ions métalliques, peroxydes) et en
complexant les métaux pro-oxydants (ROEDING-PENMAN et GORDON, 1998).

11-2-1-1-3-Les antioxydants de type 111 :

IIs regroupent les facteurs de I’environnement qui ont une action antioxydante en agissant

sur le potentiel redox du milieu, la température, la pression en oxygene, la lumiére.
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L’efficacité des antioxydants peut étre augmentée par 1’utilisation d’un mélange
d’antioxydants de type | et Il. L’association de ces deux types d’antioxydants permet d’inhiber
les phases d’initiation et de propagation de I’oxydation des lipides (FRANKEL et al., 1998).

Les propriétés antioxydantes des polyphénols sont étroitement liees a leurs structures
chimiques (RICE et al., 1995) et le type de composé, le degré de méthoxylation et le nombre

de groupes hydroxyle sont quelques-uns des parametres qui déterminent I'activité antioxydante.

11-2-1-2-Mécanismes d’actions des antioxydants :
11-2-1-2-1-Défenses enzymatiques :

Ces systemes sont composés d’enzymes telles que le superoxyde dismutase (SOD), la catalase.

Et la peroxydase, capables d’éliminer les radicaux libres et d’autres espéces réactives.
11-2-1-2-1-1-Le superoxyde dismutase (SOD) :

Il catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde en hydrogéne peroxyde (H202) et en
Oxygeéene (JORIS.V et al., 2015).

Il existe plusieurs iso enzymes qui different selon la localisation chromosomique du gene,
leur contenu leur métallique, structure quaternaire et leur localisation cellulaire. 1l y a 3
isoformes des SOD a cofacteurs métallique (Cu, Zn-SOD, Mn-SOD) et sont localisés dans le
cytoplasme et la mitochondrie ; Dans I’étre humain (JORIS.V et al., 2015).

11-2-1-2-1-2-Catalase :

Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes. Elle permet de convertir
deux molécules de H202en H20 et O2 (JORIS.V et al., 2015).

11-2-1-2-1-3-Glutathionne peroxydase :

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol (CGPx) et la matrice
Mitochondriale. Dans le plasma (PGPx), au niveau de la membrane cellulaire (HPGPX), et on
retrouve une isoenzyme qui est spécifique aux cellules digestives (GIG Px). Elles fonctionnent

toutes selon le mécanisme catalytique suivant : (JORIS.V et al., 2015)
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ROOH + GPx-Se- + H* ==== ROH + GPx-SeOH

GPx-SeOH + GSH ==== GPx-Se-SG + H20

GPx-Se-SG + GSH ==== GPx-Se- + GSSG + H*

ROOH + 2 GSH ==== GSSG + ROH + H20

| PEROXYSOMES: PHOTORESPIRATION
GLYOXYSOMES: -OXYDATION DES A.GRAS

e-
! MITOCHONDRIES, CHLOROPLASTE o2

4

Fe2* Fe3*
0y —e—e—eo> OH * 0, + OH
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Peroxydase
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2 H,O + R dismutase
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Figure 9 : I’effet protecteur enzymatique contre le stress oxydatif
(LAMHAMDI.M et al., 2009).

11-2-1-2-2-Défenses non enzymatiques :

Elle inclue tous les antioxydants capables de neutraliser seulement un radical libre par
molécule tels que les vitamines C et E, les caroténoides, les composés phénoliques, les
flavonoides, 1’albumine, 1’acide urique, les polyamines, I’acide lipoique, etc.... (JORIS VIDE
et al., 2015).

11-2-1-2-2-1-La vitamine E:

Est un antioxydant liposoluble majeur, sous forme d’atocophérol, se localise surtout dans
la membrane externe des mitochondries et dans celle de la réticuline endoplasmique. Elle est
présente dans tous les organes, a I’exception du cerveau. C’est dans le foie, le ceeur, les reins,
les pommons, la rate, les muscles squelettiques et le tissu adipeux que son activité est la plus
forte, connu notamment pour empécher La réaction de peroxydation lipidique (JORIS VIDE et
al., 2015).
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11-2-1-2-2-2-La vitamine C:

Est un antioxydant hydrosoluble, qui se trouve dans le cytosol et dans le fluide
extracellulaire mais dans muscle et le foie ont les concentrations les plus faibles. Elle peut piéger
directement 1’anion super oxyde (O?), le radical hydroxyle (OH), ’oxygéne singulier et réduit
peroxyde d’hydrogéne en eau via I’acrobate peroxydase. En plus, El e permet la régenération de la
forme non radicalaire de la vitamine E. La vitamine C (Annexe 4) réduire le radical

atocophérol qui permet une bonne efficacité de la vitamine E (JORIS VIDE et al., 2015).

11-2-1-2-2-3-L’acide urique :

Est un antioxydant connu pour se lier avec le fer, le cuivre et piéger certains radicaux libres.
L’augmentation de la concentration en acide urique plasmatique, qui dans différents types
d’exercices intenses (aérobies ou anaérobies), résulterait d’une accélération du métabolisme des
purines au niveau du muscle avec activation de la xanthine oxydase, enzyme bien connue pour
produire des radicaux libres (JORIS VIDE et al., 2015).

11-2-1-2-2-4-Caroténoides :

L’activité antioxydant de ces molécules repose principalement sur la présence de
nombreuses doubles liaisons conjuguées au sein de leur structure. Généralement, elles
interagissent avec les radicaux libres (ROOe2 Re) par 3 mécanismes, soit par 1’abstraction
d'hydrogéne, transfert d'électron et addition du radical (JORIS VIDE et al., 2015).

11-2-2-Activité anti-inflammatoire :

L'inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants, vascularisés, a
une agression et c’est un processus qui permet d’¢liminer le pathogene et de réparer les
dommages tissulaires causés par ces agents causals. Cependant ; durant les différentes parties
de I’inflammation peut y avoir des effets négatifs en raison de I’agressivité du pathogene, de sa
persistance, du site inflammatoire, par dérégulation du processus inflammatoire ou par altération
quantitative ou qualitative des cellules ce qui signifie 1’effet des mediateurs cellulaires durant
ces derniéres ainsi peut étre décrit sous forme d’une part de systémes d’activation plasmitique
(DERBAL NEDJLA et FEDALI HANANE, 2015).
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Le systéme d’activation plasmitique consiste ’activation de certaines molécules qui

agissent en inhibant 1’inflammation ; on distingue trois (3) types :

= Systemes coagulation et fibrinolyse : consiste la formation de la fibrine intra
vasculaires et extravasculaires a partir du fibrinogéne (Coagulation), et la formation de
la plasmine qui détruit la fibrine par protéolyse. Ce systéme intervient en double
positions dont il stimule I’action de la thromboplastine tissulaire sur la surface des
monocytes et des cellules endothéliales ; et stimule aussi t 1’activité des polynucléaires
neutrophiles, des plaquettes (DERBAL NEDJLA et FEDALI HANANE, 2015).

= Systeme du complément : est un systeme multiprotéique fait d’une trentaine de
protéines, il intervient dans les mécanismes de défense antibactérienne et dans les
mécanismes de I’inflammation (Cs, B et D) (DERBAL NEDJLA et FEDALI HANANE,
2015).

= Systeme des Kinines : ce systéme est basé sur 1’action de ces molécules du kinines qui
sont genérer a partir de précurseurs inactifs (les kininogénes) clivés par des protéases
(DERBAL NEDJLA et FEDALI HANANE, 2015).

Le systtme des médiateurs cellulaires consiste une synthese de biomolécules qui
interviennent dans les différents métabolismes de I’inflammation ayant pour but de I’inhibée dont
I’histamine qui permet la perméabilité capillaire et I’acide arachidonique libéré par les phospholipides
de la membrane qui assure le blocage de I’inflammation en utilisant (2) deux variétés d’enzymes

 les lipooxygénes et les cyclooxygénes (DERBAL NEDJLA et FEDALI HANANE, 2015).
11-2-3-Effet d’Inula viscosa L sur le systéme cardiovasculaire :

Le systeme cardiovasculaire est un circuit fermé caractérisé par plusieurs parametres
d’échanges sanguins et une anatomie complexe qui consiste des vaisseaux sanguins dont il
figure des artéres, des veines et des capillaires ceux qui assure le transport du sang, du cceur
au divers organes et en retour de ceux-ci vers le coeur. D’aprés plusieurs spécialistes en
cardiologie ; ce systeme présente une fragilité élevée donc une multitude de facteurs peuvent
influencer sur lui, et qui conduisent ce dernier a plusieurs problémes provoquent donc des
maladies cardiovasculaires et parmi ses effecteurs 1’alimentation, le tabac, la vie sédentaire
...etc. Ce qui a pousser plusieurs chercheurs et spécialistes a lancer des recherches pour trouver

des préventions et des remedes pour ses affections dangereuses sur chagque organisme vivant.




Chapitre Il : Métabolites secondaires et activités biologiques.

En effet ; dans la premiére décennie du 208 siécle certains d’entre eux ont trouvés que les plantes
médicinales sont parmi les remédes les plus efficaces dont I'Inule visqueuse L est présente.
L 'Inule visqueuse L agit sur ce systéme en stimulant I’activité cardiaque et évitant plusieurs
autres insuffisances tels que I’hypertension artérielle ; troubles du rythme cardiaque et cela par
la sécrétion des huiles contenant du bornéol ou l'acétate de bornyle (Figure 10) permettent avant
tout de réguler le rythme cardiaque en atténuant notamment les états d’arythmie cardiaque ou
de tachycardie ; ces deux derniers touchent jusqu’a 67% des huiles d’/nule visqueuse L

(CAMARDA.| etal., 1990).

0 \ﬂ

Figure 10 : structure d’acétate de Bornéol (acétate de bornyle)
(W.R. SCHEARER etal., 1984).

11-2-4-Activité antibactérienne et antifongique des polyphénols :

Selon (SCALBERT et al., 1999), de nombreuses études in vitro menées sur les CP, ont
confirmés que ce sont des agents antimicrobiens contre un grand nombre de microorganismes

pathogénes avec des spectres d’activités variables, probablement di a leurs diversités

structurales.

D’aprées COWAN (1999), les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur les groupes
phénoliques sont supposées étre reliées a leurs relative toxicité envers les micro-organismes,
avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel & la toxicité. Il a été
rapporté que plus les C.P sont oxydés et plus ils sont inhibiteurs des micro-organismes

(SCALBERT, 1999).
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11-2-4-1-Activité antibactérienne :

D’aprés (DAGLIA et al., 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 particulierement efficaces contre de nombreuses
souches de bactéries.

Ainsi les flavonoides avec leurs différentes classes, ont un grand potentiel antibactérien
(REZAIRE etal., 2012).

En effet, ils s’attaquent a un trés grand nombre de bactéries, avec une intensité qui differe
selon le micro-organisme et I’écosystéme dans lequel il se trouve. Ils sont capables d’inhiber
la croissance de différents types de bactéries notamment :

Staphylococcus aureus, E. coli, Enterococcus feacalis, Enterobacter cloaceae, Proteus
Mirabilis ... etc. (AKROUM et al., 2011).

L’action inhibitrice des flavonoides sur la croissance bactérienne était étudiée par
KATARZYNA etal.,2007. lls ont démontré que de nombreux composés
flavoniques (Apigénine, Kaempferol et d’autres) sont doués d’un effet remarquable sur
différentes souches bactériennes & gram négatif (Escherichia coli) et gram positif
(Staphylococcus aureus)(Annexe 3). Ces composes flavoniques sont étés décrits comme des

composés bactéricides et baococcusctériostatiques tres efficaces (AKROUM et al., 2011).

D’aprés CHAOUCHE (2014), les tanins ont joué un réle important au cours de 1’évolution
des végétaux en leur conférant un avantage adaptatif vis-a-vis des agents pathogeénes. lls
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.
11-2-4-2-L’activité antifongique :
Parmi les CP ayant une activité antifongique on cite les tanins. Ces derniers possedent

une activité toxigque contre les champignons filamenteux et les levures (DIXON et al., 2005 ;
ENGELS et al., 2011).
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Le mécanisme d’action des polyphénols sur ses agents pathogeénes n’est pas bien connu.
En effet, les études exploitées par DOMENCO et al., 2005 ont mené a conclure que 1’effet
antimicrobien des produits poly-phénoliques est di a une perturbation de la membrane
plasmique des microorganismes entrainant la perméabilité de celle-ci et la perte de ses organites
intracellulaires (DOMENCO et al., 2005).

COX et al., 2000 ont rapporté que l'activité antifongique 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 composes terpéniques et plus précisement 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).
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I11-Matériels et méthodes :

Les différents protocoles réalisés ayant pour objet d’étude de I’activité antioxydante et
antibactérienne de I'Inule visqueuse L ; ont été menés au niveau du laboratoire de rechercheen
biochimie analytique et biotechnologie (LABAB) dirigé par le professeur HOUALIK dans la
faculté des sciences biologiques et agronomiques de I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-

Quzou.
I11-1-Matériels :
I111-1-1-Matériel végétal :

Les feuilles de I'Inule visqueuse L ont été récoltées en mois d’avril 2021, dans la région de
Ouacif 36° 31° 25° Nord, 4° 12° 20°° Est ; wilaya de Tizi-Ouzou. Arrivées au laboratoire ; celles-

ci subissent un tri et un nettoyage al’cau distillé (Annexe 4).
Une fois égouttées, elles sont séchées a I’air libre, a température ambiante et a I’ombre.

La fin du séchage est déterminée par 1’obtention de trois pesées consécutives a poids
constant. En fin les feuilles séchées sont finement broyées a I’aide d’un broyeur électrique afin

d’obtenir une fine poudre qui sera stockée dans des petits bocaux en verre.
111-1-2-Souches bactériennes :

L’activité antibactérienne de I’extrait aqueux des feuilles d’Inule visqueuse L est testée sur
quartes souches (Annexe 3) de références (Tableau 4) :

Tableau 4 : Souches bactériennes testées.

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
ATCC 43300 ATCC 25852
Bacillus cereus Escherichia Coli
ATCC 10876 ATCC 25922
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Le choix de ces souches est motivé par leur pouvoir pathogéne. Celles-ci proviennent de
la collection de I’unité de microbiologie appliquée du laboratoire de recherche en biochimie
analytique et biotechnologie (LABAB) de I’Universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

111-2-Méthodes :
I11-2-1-Préparation de I’extrait :

20 g de poudre de feuilles ont été macérés dans 200 ml de 1’eau distillée (1/10) pendant 24h
sous agitation continue, puis filtré sur laine de verre. Le filtrat obtenu est réparti dans des

cristallisoirs puis congelé pendant 24h a -80°C. Apres congélation le filtrat sera lyophilisé.
Le lyophilisat obtenu est stocké a I’abri de I’humidité et de la lumiere.
I11-2-2-Détermination de la teneur en polyphénols totaux (PPT) :

Le dosage des polyphénols totaux est effectué selon la méthode utilisant le réactif Folin-
Ciocalteu (figure 11) (LI etal., 2007).

Ce réactif est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique, qui est réduit lors de I’oxydation des phénols, en mélange d’oxyde bleu de
tungsténe et de molybdéne (BOIZOT et CHARPENTIER, 2006). L’intensité de la couleur est
proportionnelle aux taux des composés phénoliques contenus dans 1’échantillon analysé. Dans
chaque tube a essai, 200 pl d’extrait dissout dans de 1’eau distillée a une concentration
d’échantillon allant de 100 pg/ml jusqu’a 5000 pg/ml sont mélangés a 1 ml du réactif Folin- Ciocalteu
(dilué au dixiéme) et 800 ul d’une solution de carbonate de sodium a 75mg/ml (Annexe 4). Le
mélange est incubé a 1’obscurité et a température ambiante pendant 45 minutes. L’absorbance
est mesurée a 760 nm (spectrophotometre UV-visible MEDLINE MD 2000) et les résultats sont
exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/Q) en se référant

a la courbe d’étalonnage de I’acide gallique réalisée aux concentrations allant de 10 a 120 mg/ml.

Le blanc est préparé en mélangeant 200 pl d’eau distillée avec 1 ml du réactif de Folin-

Ciocalteu (dilué au dixiéme) et 800 ul de solution de carbonate de sodium (Annexe 4).
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200 pl de I'extrait (5000
pg/ml)

1ml de Folin-Ciocalteu (dilué
aul/10)

... Allant de 100 pg/ml
jusqu’a 5000 pg/ml.

100 pg/ml 200 ug/ml 300 pg/ml

[l

Incubation 4 min

!

800 pl de Na2CO3a 75 mg/ml

|

Incubation 45 min a température ambiante et a I'obscurité

ﬂ

Lecture de la densité optique a 760 nm

Figure 11 : Protocole de dosage des polyphénols (LI et al., 2007).
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I11-2-3-Test du pouvoir antioxydant par réeduction du fer (FRAP) :

La méthode utilisée est celle décrite par OYAIZU (1986).

Le test de ’activité réductrice de 1’ion ferrique est basé sur la capacité des phénols a réduire
le Fe 3+en Fe 2*. Cette réduction conduit a la formation d’un complexe bleu prussien (GULCIN
etal., 2011).

L’augmentation de 1’absorbance dans le milieu réactionnel indique 1’augmentation de la
réduction du fer. L’acide ascorbique est utilisé comme contréle positif (comme référence) et

dans les mémes conditions opératoires ainsi que dans la méme gamme de concentration.

Cette méthode (figure 12) consiste a mélanger 400 ul de I’extrait a différentes concentrations
(100 a 5000 pg/ml) avec 400 pl de tampon phosphate (annexe 2) (0.2 M a pH 6.6) et 400 pl

d’une solution de KsFe(CN) 6 a 1% (m/v) (ferricyanure de potassium) (Annexe4).

Le melange obtenu est incubé pendant 20 minutes a 50 °C, puis 400 pl d’acide
trichloracétique(TCA) (CCisCOOH) a 10% est ajouté. Le mélange est centrifugé a 3000 tr/m
pendant 10 min.

400 pl du surnageant sont prélevés et sera additionnés de 400 pl d’eau distillée et 80 pl de chlorure
de fer (FeCls) a 0.1% (Annexe 4). La lecture de I’absorbance se fait a 700 nm. L’appréciation

du pouvoir réducteur de I’extrait et du standard est effectuée par le calcul de I’'IC50.
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400 pltampon

400 pl de I'extrait
phosphate 0.2 M,

pH6.6+
... Allant de 100
100 pg/ml 200 pg/ml 300 pg/ml 400 pg/ml pug/ml jusqu’a 5000
ﬂ ug/ml.

Incubation 20 min a 50°C

]

400 pl d’acide Trichloracétique a 10%

!

Centrifugation 10 min a 3000 tr/m(g)

J

400 pldu surnageant +
400 pul d’eau distillée + 80 pl
Chlorure ferrique 0,1%

4

Lecture de laDo a 700 nm

Figure 12 : Protocole du
test de réduction du Fer (FRAP)(YILDIRIM et al., 2001).
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111-2-4-Test de capacité antioxydante totale (TAC) :

Dans cet essai, le mécanisme réactionnel est basé sur la réduction du molybdene(VI) au
molybdéne (V) par les composés réducteurs présents dans les échantillons. Le complexe obtenu
est composé de phosphomolybdate (V) de couleur verte, et son absorbance est mesurée par
spectrophotométrie a 695 nm (PRIETO et al., 1999).

Le protocole expérimental suivi est celui de (PRIETO etal., 1999). Dans des tubes a essai
nous mélangeons, 0.1ml de I’extrait végétal (notre gamme de concentration allant de
100 a 5000 pg/ml) et 1 ml de réactif (0,6 mM H2SO4 + 28 mM Naz2HPO4 + 4 mM de molybdate
d’ammonium). Le mélange est incubé a 95°C pendant 90 minutes au bain marie. Aprés 20 min
de refroidissement, la lecture de 1’absorbance se fait a 695 nm. L’acide ascorbique est utilisé
comme référence dans les mémes conditions opératoires ainsi que dans la méme gamme de
concentrations. L’appréciation du pouvoir réducteur de I’extrait et du standard est effectuée par
le calcul de I'IC50 qui est une mesure quantitative de I’efficacité d’un composé ou une
substance nécessaire pour inhiber a moitié un processus biologique donné, revenant a son calcul

et sa détermination se fait par une projection qui est requise pour une inhibition de 50%.
I11-2-5-Evaluation de P’activité antibactérienne :

L’activité antibactérienne de I’extrait aqueux d’Inule visqueuse L est évaluée par la
méthode décrite par FALLEH et al., 2008 vis-a-vis de 4 souches (Annexe 3) bactériennes :
Staphylocoques Aureus ATTC 43300, Pseudomonas Aeruginosa ATTC 25852, E. coli
ATTC 25922, Bacillus Cereus ATTC 10876.

Les souches bactériennes sont préalablement revivifiées en milieu BHIB (24h a 37 °C),
isolées en colonies par la méthode des stries sur milieu Mueller-Hinton, puis ré-incubées a 37
°C pendant 24 h sur le méme milieu. Une ou plusieurs colonies sont prélevées pour réaliser une
suspension standardisée dans I’eau physiologique (Annexe 4) (108 - 108 UFC/ml, a 620 nm, Do=
0,08 a 0,1). De nouvelles boites sont ensemencées a partir de cet inoculum par écouvillonnage.
Des disques de papier Whatman n° 1 de 6 mm de diamétre, stériles, sont déposés a la surface
du milieu Mueller-Hinton (gelose Mueller-Hinton) (Annexe 1) puis chargés de 15 pl des

extraits aqueux a des concentrations différentes allant de 160 mg/ml

39

——
 —



Chapitre 111 : Matériels et méthodes

(0.160 g d’extrait dans 1 ml d’eau distillée) a 250 mg/ml. Les disques des contrbles négatifs
(imprégnés d’cau distillée) et des contrbles positifs (antibiotique de référence gentamicine
10pg/disque) sont placés a la surface de ces boites puis le tout est pré-incubé 30 minutes sur
paillasse a température ambiante puis incubé a 37°C pendant 24h. Les résultats correspondants

aux diametres des zones d'inhibition produites autour des disques sont exprimés en millimétre.
I11-2-6-Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) :

La détermination des concentrations minimales inhibitrices est réalisée sur milieu solide
(Mueller-Hinton) (DZOMBA et MUCHANYEREYI, 2012), pour les souches bactériennes
(Annexe 3) ayant exprimé une susceptibilité vis-a-vis de 1’extrait. Une série de dilutions de
Iextrait est réalisée dans de I'eau physiologique. Parallélement, I’inoculum bactérien est réalisé
dans de I’eau physiologique stérile (10°- 108 UFC/mlI, @ 620 nm, Do= 0,08 a 0,1). Une série de
disques imbibés par différentes concentrations d’extrait (15ul/disque), sont disposés ala surface
des boites de pétri préalablement ensemencées par I’inoculum bactérien, laissés 15 minutes sur

la paillasse pour une pré-diffusion de I’extrait, puis incubé 24 heures & 37°C.

La concentration minimale inhibitrice correspond a la plus petite concentration d'extrait qui

inhibe toute culture visible d'une souche bactérienne aprées incubation.
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IVV-1-Analyses biochimiques :
IV-1-1-Détermination de la teneur en polyphénols totaux :

L’extrait aqueux obtenu par macération a subi une analyse quantitative de sa teneur en
polyphénols par dosage spectrophotométrique. La teneur en polyphénols de 120.83 + 0.014 mg
EAG /g d’extrait a été obtenue en se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

(Annexe 4) utilise comme reférence (Figure 13).

0.7 7]
06 | Y=0,006x-0,027 ¢
R2=0,990

0.5 _

04 -
0.3

0.2 4

0.1 1

T 1

Concentration (mg/ml)

20 40 60 80 100 120

Figure 13 : Courbe d’étalon d’acide
gallique.

Le résultat obtenu montre que la teneur moyenne en polyphénols totaux de 1’extrait aqueux
d’Inula viscosa L est faible par rapport aux valeurs rapportées dans la littérature, comme c'est
le cas dans une étude réalisée par (S.M. ALBANO et al., 2012) qui rapporte un taux de 207.84
+15.03 mg EAG /g d’extrait.
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Néanmoins, comparativement a une étude portugaise réalisée par SQUALLI H et al.,
2007. Les teneurs en polyphenols enregistrées pour notre plante restent relativement supérieures
(84 £ 0,010 mg EAG / g d’extrait).

Les variations des teneurs en poly phénols de cette plante rapportés dans la littérature,
peuvent s'expliquer par différents parametres, comme la partie étudiée, le stade physiologique,

la saison, le stress, la composition des milieux ...ctc. (DERRICHE etal., 2015).
IV-1-2-Réduction du fer (FRAP) :

L’une des techniques les plus utilisées pour I’évaluation de I’activité antioxydante des

extraits végétaux est la réduction de I’ion ferrique (GULCIN et al., 2005).

L'activite antioxydante de cet extrait a été évaluée en utilisant la méthode FRAP dans une
gamme, allant de 100 pg/ml a 5000 pg/ml. Cette méthode en plus d’étre simple, rapide et
reproductible, est une référence pour la détermination du potentiel antioxidant des extraits
végétaux (LI et al., 2008).

Dans cette étude, I’appréciation du pouvoir réducteur se fait en fonction de I'absorbance
de I’échantillon en se référant aux absorbance du référent la vitamine C (figure 14).
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Figure 14 : Courbes de réduction du fer de I’extrait d 'Tnule visqueuse L comparé a la

vitamine C (référence).
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Les résultats obtenus passent d'un taux de réduction de 2,99% a 53,9% pour des

concentrations allant de 100 pg/ml & 5000 pg/ml.

Nos résultats indiquent des densités optiques inferieures a celle enregistrée pour la
vitamine C (Annexe 4). Ce qui implique une plus faible activité antioxydante par rapport a ce

référent.

Cette faible activité réductrice est d'autant plus maquée par le calcul de I'IC50, qui
correspond & la concentration en biomolécules induisant l'inhibition de 50 %.

L'1C50 950 pg/ml (qui correspond a 0.81 £ 0.146 pg/ml) calculé pour notre extrait se trouve
étre supérieure a celui obtenu par (S. M. ALBANO et al., 2012).

Diverses études ont investigué l'activité antioxydante des extraits végétaux et sont arrivés

aux conclusions suivantes :

e Les extraits bruts sont plus actifs, cela est due surement a la complexité de ces
extraits en substance poly phénoliques et la synergie entre eux pour une
meilleure activité antioxydante (VERMERRIS et al., 2006).

o L'efficacité de l'antioxydant augmente si la force de la liaison hydrogene est
faible et le radical résultant doit étre le plus stable possible, ce qui est le cas pour
les composés phénoliques et flavonoides, ce sont des meilleurs donneurs
d'électron ou d'hydrogéne (SHAIDI et NACZK., 2004).

e Plusieurs études ont montré que les groupements hydroxyles dans les composés

phénoliques sont responsables de leur pouvoir antioxydant (HEIMet al., 2002).
IV-1-3-Test de capacité antioxydante totale (TAC) :

La figure (15) illustre les resultats obtenus pour le test du pouvoir réducteur du molybdéne

dans la gamme des concentrations de I'extrait étudié (Inule visqueuse L) :
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Figure 15 : Courbes de réduction du molybdéne de 1’extrait d 'Inule visqueuse L comparé a la

vitamine C (référence).

Les résultats enregistrés révelent que le pouvoir antioxydant de notre extrait augmente de
de facon dose dépendante de 21% a 53.9% avec une pente importante. La pente enregistrée

reste néanmoins plus faible que celle de la courbe de la vitamine C.

Cette différence est tres soulignée par le calcul de I’'IC50 qui pour l'extrait étudié se révele
étre de I'ordre de 2025 pg/ml (qui correspond a 0.81+0.118 pg/ml), valeur nettement supérieure
a celle enregistré pour la vitamine C (3180 pg/ml) (S. M. ALBANO et al.,2012). Ces résultats
indiquent clairement la faible capacité antioxydante de l'extrait étudié comparativement au

référent est plus élevée a celle de |'Inule visqueuse L de Portugal.

En raison d’une forte corrélation entre les teneurs en polyphénols et 1’activité antioxydante
totale, la diminution des teneurs en des différentes substances bioactives affecte négativement
I’activité antioxydante de 1’extrait végétale (RODRIGUEZ et al., 2016) dont il influence sur
espéce végétale tout en diminuant la production des espéces radicalaires et les capacités de

défense antioxydante et qui méne a un véritable inconvénient qui est le stress oxydatif.

En effet ; certains auteurs désignent une augmentation de cette activité antioxydante explique
cela par la formation de nouveaux composés a activité antioxydante (TOMAINO et al., 2005)

qui influencent positivement sur 1’espéce vegétale en renforcant sa défense antioxydante.
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1VV-2-Activité antibactérienne :
1V-2-1-Détermination de Pactivité antibactérienne :

L’évaluation de D’activité antibactérienne de 1’extrait des feuilles d’Inule visqueuse L aété
effectuée sur quatre souches bactériennes (deux de gram négatifs et deux de gram positifs)
; par la méthode de diffusion sur gélose Muller-Hinton (Annexe 1) (DIB et al., 2013). La
sensibilité des souches se traduit par 1’apparition d’une zone d’inhibition autour des disques. Les
résultats de notre étude sont déterminés par la mesure de la moyenne des diametres des zones

d’inhibition de la croissance microbienne.

Les résultats montrent que notre extrait d 'Tnule visqueuse L a un effet sur les souches testées
dont :

e Bactéries a gram positif :

D’apres les résultats obtenus et en se référant a 1’échelle e citée par MEENA et SETHI.,
1994 ; on constate que notre extrait d’Inule visqueuse L a une forte action inhibitrice sur les 2
bactéries étudiées : Staphylococcus aureus ATTC 43300 et Bacillus cereus ATTC 10876 avec

des diametres d’inhibition en moyenne de 11,3 mm et 32,3 mm respectivement.

e Bactéries a gram négatif :

Concernant les deux souches étudiées : Escherichia coli ATTC 25922 et Pseudomonas
aeruginosa ATTC 25852 s’est avéré qu’eles sont résistantes a notre extrait d’Inule visqueuse

L avec un diamétre d’inhibition en moyenne de 6 mm.

Les résultats obtenus confirment les hypothéses données par SMITH-PALMER et al., 2001
: la forte sensibilité des bactéries gram* vis-a-vis de notre extrait et contrairement a celle obtenue
par les bactéries gram-, peut s’expliquer par la différence de la structure de la paroi constituant

les différentes bactéries gram* et gram-.

La paroi des Gram- présente une structure plus fine mais plus complexe que celle des
grams+. Malgreé cela la paroi des gram- constitue une membrane externe qui crée une barriere

imperméable tandis que les grams+ en sont dépourvues.
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Le résultat obtenu par notre étude sur I’activité antimicrobienne de notre extrait s’avere trés
intéressant car d’apres (SMITH-PALMER et al., 2001) Staphylococcus aureus est une bactérie
a gram positif responsable des infections des plaies, de la peau et du sang et trés résistante aux
antibiotiques. Donc I’application de notre extrait d 'Inule visqueuse L contre cette bactérie sera

positive.
IV-2-2-Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) :

La détermination de la concentration minimale inhibitrice de I’extrait d 'Tnule visqueuse L
sur les souches bactériennes (Annexe 3) ayant exprimees une sensibilité vis-a-vis de ce dernier
présenté en tableau 5. Cette évaluation est effectuée selon la méthode de diffusion milieu solide
(Mueller-Hinton) décrite par DZOMBA et MUCHANYEREYI (2012).

Tableau 5 : CMI de ’extrait vis-a-vis des souches utilisées.

Souches Diamétres Pouvoir
d’inhibition mm antimicrobien
(extrait d’I.viscosa)
GRAM + Staphylococcus 6.5+0.37 Fortement
aureus Inhibitrice
ATTC 43300 Témoin (-)=0
Bacillus 710.41 Fortement
Subtilis Inhibitrice
ATTC 10876 Témoin (-)=0
GRAM - Escherichia Coli 6+0.36 Légerement
ATTC 25922 Inhibitrice
Temoin (-)=0
Pseudomonas Aucun pouvoir
aeroginosa 0
ATTC 25852

(0) = aucun résultat.

Les différentes souches utilisées dans cette étude réagissent spécifiquement et montrent
ainsi differentes CMI. Bacillus cereus ATTC 10876 et Staphylococcus aureus ATTC 43300
deux bactéries a gram positifs présentent la plus grande sensibilité avec des CMI respectives de
7 mm et 6 mm qui correspond en successivité a 0,02 g/ml (1/6 de notre concentration principale
qui est de 0,16g/ml = 100 %) et a 0,01 g/ml (1/8 de notre concentration principale = 6,25%).
Pour ce qui est d’E. coli ATTC 25922 qui est une
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bactérie a gram négatif, celle-ci présente une faible sensibilité avec une CMI de 6 mm qui
correspond a ¥z de notre concentration principale (50 %) ; par contre Pseudomonas aerogenosa

ATTC 25852 ne présente aucune activité inhibitrice.

Contrairement aux résultats obtenus par (BOUKEMAYA.F et MESSAOUDI.F, 2015) ou
nous retrouvons une sensibilité unique de staphylococcus aureus avec une CMI de 2 cm
(20mm). Ces résultats montrent clairement que I'extrait étudié a une forte activité inhibitrice vis-

a-vis de staphylococcus aureus.

D’aprés des études réalisées par ABDOUNE (2012) ; BENHAMMOU (2006), Inula
viscosa L ne présente aucune activité inhibitrice vis-a-vis de Pseudomonas aerugenosa.
Néanmoins ces mémes auteurs indiquent la présence d'une faible activité inhibitrice sur E.

coli et d'une forte inhibition sur Staphylococcus aureus.
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Conclusion

Le présent travail a porté sur 1’étude des activités biologiques de 1’extrait brut des feuilles
de la plante médicinale Inula viscosa L de la région de Ouacif. C’est une plante trés répandue
et abondante dans notre pays et dans tous le bassin méditerranéen ; elle a une meilleure
croissance du point de vue de sa composition chimique (les biomolécules actives) ; et de ses
éventuelles propriétés qui contribuent dans sa valorisation dans plusieurs domaines tels que le
secteurs agro-alimentaire ; I’industrie pharmaceutique ; et d’autres domaines médicales ainsi

elle est utilisée dans la médecine traditionnelle pour plusieurs anneées.

La détermination de 1’activité antioxydante de 1’extrait des feuilles de cette derniere été
mise en évidence par plusieurs tests tels que la détermination de la teneurs en polyphénols
totaux ; test de réduction du fer ; test de capacité antioxydante totale (TAC) , dont nos
résultats montrent que cette plante médicinale comprend une richesse en composés
antioxydants ; ce qui détermine sa forte activité antioxydante qui se révéle d’un ordre de
2025 mg/ml mais qui est inférieure aux référant ( Vitamine C ) qui se révéle de 318 mg/ml
(figure 15). En outre, on s’est intéressés a la détermination de 1’activité antibactérienne de
I’extrait des feuilles de cette plante médicinale vis-a-vis des quatre souches ( Staphylococcus
aureus ATTC 43300, Bacillus subtilis ATTC 10876 ; Escherichia coli ATTC 25922 ;
Pseudomonas aerogenosa ATTC 25852 ) qui a été évalué par la méthode de diffusion sur
disque dont nos résultats montrent que cette plante consiste une forte activité inhibitrice sur
les bactéries a gram + qui sont sensible ( Bacillus subtilis et Staphylocoques aureus )
contrairement au bactéries a gram — qui sont dotées par une faible activité donc elles sont
résistantes ( E.coli et Pseudomonas aerogenosa) ; et cela revient a la composition de la paroi
de chaque bactérie que soit a gram + ou a gram-.

Inula viscosa L est un réservoir de structures chimiques actives et une source d’activités
biologiques donc il faut la préserver. Dans ce cadre, nous proposons humblement quelques

perspectives :

- L’élargissement de I’éventail des activités biologiques et des tests utilisés.

- Identifier d’autres substances bioactives d’origine végétale ayant un pouvoir
thérapeutique comme alternatifs aux médicaments synthétiques.

- Attirer I’attention les industries pharmaceutiques a synthétiser d’avantage les
médicaments a base de plantes et d’encourager leur commercialisation.

- Encourager des études complémentaires sur les activités différentes biologiques des
plantes médicinales.

- Le passage aux tests in vivo.
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Annexe 1 : Milieux de culture

. Gélose Mueller-Hinton (milieu solide) :

Hydrolysat acide de Cas€ine. .. .....cccoovieeiieiieiie e 1750 g
EXrait de VIANGE.......ecve et nne e 2.00¢g
AINIAON. .. 1 1.50¢g
AT e 17.00 g
BAU ISHIIER ... 1000 ml
. Bouillon ceeur-cervelle (milieu liquide) :

EXtrait coeur CEIVEIIE .......oovie e 175¢g
Peptone pancréatique de geIatiNe ............ccceeveiieii e 10,09
PrOtEOSE PEPLOMNE. . . ..veueeiiiiitenieteete ettt sttt sttt sttt ettt n et e 10,09
[ Lol o T SRS OSRS 2,090
PhoSphate di-SOAIGUE.........c.uiiiiiieieiie e 2,50
(O3] [0 ULl [T Yo L1 ' 4 SR 5090
BAU ISHIIEE ... 1000 ml

Annexe 2 : Tampon phosphate Tampon
phosphate 0.2 M pH 6.6 :

e Solution A :

AN E= L Y OSSO 2409

BAU ISTIIER ... 100 ml
e Solution B :

(AN E= L Y OO 2849

BAU ISHIIER ... s 100 ml

Préparation de la solution tampon :

Mélanger 62.5 ml de la solution A avec 37.5 ml de la solution B
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Annexe 3 : Caractéristiques des souches testées.

+ Staphylococcus aureus ATTC 43300 : sont des Cocci a gram+, se répartissent en amas,
immobiles, sont des bactéries ubiquitaires, et multirésistantes , cette espéce n’a pas
d’exigence nutritive particuliere, son métabolisme respiratoire est aérobie-anaérobie
facultatif, , ¢’est une espece la plus pathogene du genre Staphylococcus vu qu’elle posséde
un pouvoir invasif par une forte capacité de multiplication ce qui lui donne aussi la
specificité toxique ; elle peut se retrouver sur la peau des animaux et méme sur celle de
I’homme .

+ Bacillus cereus ATCC 10876 : sont des bacilles longs, mobiles a gram +, appartenant a la
famille des Bacillaceae, de formes réguliéres, en courtes chaines, et peuvent étre sporulées ;
elles sont aéro-anaérobies facultatifs. Elles peuvent étre toxique en sécrétant de nombreuses
toxines, elles sont résistantes a la pénicilline G, amoxicilline, amoxicilline+acide
clavulanique, céphalosporines,

+ Pseudomonas aeruginosa ATCC 25852 :

Ce sont des bacilles fins a gram -, non capsulés, mobiles gréace a la présence des flagelles, elles
sont aérobie stricts ; elles ont des exigences nutritives peu importantes. Pseudomonas
aerogenosa c’est agent pathogéne responsable de la broncho-pneumopathies et les affections
respiratoires et les infections nosocomiales, il s’agit d’une bactérie qui présente une résistante

pour plusieurs antibiotiques.

+ Escherichia Coli ATTC 25922 : sont des entérocoques a gram - ; sous forme de
batonnet, asporulé, qui peut se déplacer au moyen de flagelles péritriches et elles
peuvent étre non mobile. Elles sont multirésistantes et toxinogénes (entérotoxinogéne
« ECET »).
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Annexe 4 : Matériels et Produits utilisés.

-Flacons
-Ependorfs
Tubes a essai.
Fioles.

Béchers.
Passoire
Entonnoir
Laine de verre
Pinces.
Micropipettes
Anses.
Seringues
Filtres

Pipettes Pasteur
Ecouvillons.
Erlennmeyer
Papier whatman.
Papier aluminium
Boites de pétri
Bec besen
Couteau

Coton

Tariere
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Etuve

Broyeur électrique
Réfrigérateur
Lyophilisateur

Bain marie
Spectrophotometre
Autoclave

Agitateur a plaque chauffante
Vortex

Balance de précision
centrifugeuse

Eau distillée

Acide-L-ascorbique C¢HgOs (vitamine C)
Ammonium molybdate

Phosphate dibasique de sodium Na;HPO4
Phosphate monobasique de sodium Na H2PO4
Acide sulfurique H2SO4

Tampon phosphate (NaH2 Pos+Naz H Poa)
Chlorure ferrique FeCls

Ferricyanure de potassium KsFe(CN)s
Acide trichloracétique CoHCIz302 (10%)
Reactif Folin-Ciocateu

Bicarbonate de sodium Na.COz3

Acide gallique C7HeOs

Eau physiologique (NaCl 9g/l)




Résumeé

Depuis toujours, les plantes médicinales furent le principal recours pour la fabrication de remédes naturels ce qui
fait I’intérét de la médecine traditionnelle dans les différentes civilisations.

L’objectif de notre travail est la mise en évidence de I’activité antioxydante et antimicrobienne de I’extrait aqueux
d’Inula viscosa L qui est une plante herbacée, aromatique, visqueuse appartenant a la famille des Asteraceaes, appelée
communément « magraman ». Elle est largement utilisée en Afrique du nord, particulierement en Algérie. Une
extraction aqueuse des feuilles séches de la plante a été effectuee en utilisant la méthode de macération .L’activité
antioxydante été appréciée par deux tests de références qui sont le test de réduction du fer (FRAP) et le test de capacité
antioxydante totale(TAC) dont cet extrait a montrer une faible activité antioxydante qui a été respectivement estimé
par une IC50 de (0.8 £ 0.146 pg/ml) qui correspond a 950 pg/ml et (0.81 + 0.118 pg/ml) qui correspond a 2025 pg/mil;
par rapport aux référents qui révele de 318 mg/ml . Ainsi, la mise en évidence de I’activité antibactérienne de I’extrait
aqueux lyophilisé d’Inula viscosa L qui a été determinée in vitro, par la méthode des disques, en présence de quatre
souches bactériennes de références :

- Gram négatif : Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeroginosa ATCC 25852.
- Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 43300 et Bacillus cereus ATCC 10876.

Les résultats obtenus montrent que I’extrait aqueux de 1’inule visqueuse aux concentrations utilisées a une légére
inhibition sur la croissance des souches bactériennes (Staphylococcus aureus et Bacillus cereus) qui sont sensibles
alors qu’aucun effet inhibiteur n’a été remarqué sur les souches (E. coli et Pseudomonas aeroguinosa) qui sont
résistantes.

Mots Clés : Inula viscosa L ; Extraction ; Activité antioxydante ; Activité antibactérienne ; In vitro.

Abstract

Medicinal plants have always been the main source of natural remedies, which is why traditional medicine has been
of great interest to different civilizations.

The objective of our work is to highlight the antioxidant and antimicrobial activity of the aqueous extract of Inula
viscosa L which is a herbaceous, aromatic, viscous plant belonging to the family Asteraceaes, commonly called
"magraman”. It is widely used in North Africa, particularly in Algeria. Aqueous extraction of dry leaves of the plant
was carried out using the maceration method. Antioxidant activity was assessed by two reference tests which are the
iron reduction test (FRAP) and the total antioxidant capacity test (TAC). This extract showed a low antioxidant
activity which was respectively estimated by an 1C50 of (0. 8 + 0.146 pg/ml) which corresponds to 950 pug/ml and
(0.81 = 0.118 pg/ml) which corresponds to 2025 pg/ml ; compared to the referents which reveals 318 mg/ml. Thus,
the evidence of the antibacterial activity of the lyophilized aqueous extract of Inula viscosa L which was determined
in vitro, by the disc method, in the presence of four bacterial reference strains:

- Gram negative : Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeroginosa ATCC 25852.
- Gram positive : Staphylococcus aureus ATCC 43300 and Bacillus cereus ATCC 10876.

The results obtained show that the aqueous extract of Inula viscosa L at the concentrations used has a slight
inhibition on the growth of bacterial strains (Staphylococcus aureus and Bacillus cereus) which are sensitive while
no inhibitory effect was noticed on the strains (E. coli and Pseudomonas aeroguinosa) which are resistant.

Keywords : Inula viscosa L ; Extraction ; Antioxidant activity; Antibacterial activity; In vitro.






