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Résumé

L’Inule visqueuse (Inula viscosa), de la famille des astéracées, est considérée comme 1’une
des plantes médicinales les plus fréquentes et les plus utilisees en médecine traditionnelle
dans la région du bassin méditerranéen (Algeérie, Maroc..). Elle est connue populairement sous

le nom de Magramane.

Ce travail porte sur I’étude des tests phytochimiques, dosage des composés phénoliques et
évaluation de D’activité antioxydante, in vitro, par les tests du piégeage du radical libre DPPH’,
piégeage du radical cation ABTS™ et le pouvoir réducteur de fer FRAP, d’extrait brut eau-
méthanol, sa fraction organique acétate d’éthyle et la phase aqueuse résiduelle, préparés par

infusion suivi d’une macération des feuilles d’Inula viscosa.

Les résultats de screening phytochimique, ont révélé la présence des tanins, des flavonoides,
des quinones libres, des terpénoides et des alcaloides, et I’absence des saponines et des

anthraquinones.

Le dosage des composés phénoliques, a montré la présence des flavonoides et des
polyphénols dans tous les extraits étudiés avec des quantités variables d’un extrait a un autre.
Les teneurs les plus élevées en polyphénols et en flavonoides, ont été enregistrées par la
fraction acétate d’éthyle (518 + 47 pg EAG/ mg E et 491,9 £ 104,2 ng EC / mg E,

respectivement).

L’étude de I’activité anti-radicalaire par le test de DPPH et le test d’ABTS, a montré que les
extraits de cette plante présente une activité anti-radicalaire importante avec des Clso d’ordre
de 0,25+0,015 mg/ml pour I’inhibition du DPPH et d’ordre de 0,16+0,012 mg/ml pour
I’inhibition d’ABTS™.

Un meilleur pouvoir réducteur de fer (FRAP) a été enregistré par la phase résiduelle aqueuse
avec une EC50 d’ordre de 0,248 +0,006 mg/ml. Cette activité reste largement inferieure par

rapport a I’acide ascorbique (ECso = 0,002 mg/ml).

Mots clés: Inula viscosa, DPPH, ABTS, FRAP, Screening phytochimique, composes
phénoliques, Activité antioxydante.



Abstract

Sticky fleabane (Inula viscosa), of the asteraceae family, is considered to be one of the most
frequent and most used medicinal plants in traditional medicine in the region of the
Mediterranean basin (Algeria, Morocco, etc.). It is popularly known as Magramane.

This work concerns the study of phytochemical tests, dosage of phenolic compounds and
evaluation of antioxidant activity, in vitro, by scavenging of the free radical DPPH:, by
scavenging of the cation radical ABTS-* and iron-reducing power FRAP tests, of crude water-
methanol extract, its organic ethyl acetate fraction and the residual aqueous phase, prepared

by infusion followed by maceration of the leaves of Inula viscosa.

The results of phytochemical screening revealed the presence of tannins, flavonoids, free

quinines, terpenoids and alkaloids, and the absence of saponins and anthraquinones.

The dosage of phenolic compounds has shown the presence of flavonoids and polyphenols in
all extracts studied with varying amounts from one extract to another. The highest contents of
polyphenols and flavonoids were recorded by the ethyl acetate fraction (518 + 47 ug EAG/
mg E and 491,9 + 104,2 ug EC / mg E, respectively).

The study of the anti-radical activity by the DPPH test and the ABTS test, showed that the
extracts of this plant has an important anti-radical activity with 1C50 of the order of
0,250,015 mg/ml for the inhibition of DPPH- and in the order of 0,16+0,012 mg/ml for the
inhibition of ABTS™.

Better iron-reducing power (FRAP) was recorded by the residual aqueous phase with an
EC50 of about 0,248 £0,006 mg/ml. This activity remains largely lower compared to ascorbic
acid (EC50 = 0,002 mg/ml).

Key words: Inula viscosa, DPPH, ABTS, FRAP, phytochemical screening, Phenolic
compounds, Antioxidant activity.
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Introduction

Depuis quelques années, nous observons un regain d’intérét pour la phytothérapie, ce qui
explique I’importance des plantes médicinales pour le traitement de différentes pathologies
(OMS, 2007). Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 11% sur 252
médicaments considérés comme essentiels, sont exclusivement produits & partir de plantes
médicinales (Rates, 2001). Elles sont utilisées par ingestion interne ou application externe

sous forme de gélules, teintures, alcoolats, tisanes, et d’extraits (Létard et al., 2015).

Le monde végétal est considéré comme la source majeure de médicaments, grace a la
richesse en molécules dites métabolites secondaires (Eddouks et al., 2007). Ce sont des

composeés synthétisés naturellement par les végétaux (Guillaume et Charrouf, 2005).

Les composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides, tanins..) sont parmi ces
principaux métabolites secondaires, qui se trouvent partout dans le régne végétale. Ce sont des
substances ayant un ou plus d’un groupe hydroxyle phénolique, li¢ a un ou plusieurs systémes
cycliques benzéniques. Ils posseédent plusieurs activités biologiques dont 1’activité anti-

inflammatoire, antimicrobienne (Vermerris et al., 2006 ; Zillich et al., 2015).

De plus, de nombreuses études ont démontré que ces composés sont des piégeurs efficaces

des espéces réactives d’oxygene (Duthie et Crozier, 2000).

Le stress oxydant est un déséquilibre, entre la production de radicaux libres et les défenses
antioxydantes. Il survient soit par une production de radicaux libres accrue par rapport aux
capacités antioxydantes intactes, soit par un état déficient des antioxydants, soit ces deux
situations cumulées (Ahmad, 1995).

Inula viscosa L. Ait, de la famille des astéracées, est une plante vivace distribuée dans le
bassin méditerranéen (Brullo et Marco, 2000). En médecine traditionnelle, cette plante a de
nombreuses utilisations : anthelminthiques (Al-Qura’n, 2009), anti-inflammatoires (Barbetti,
1985), antipyretiques, activités antiphlogistiques et antiseptiques (Lauro et Rolih, 1999 ; Lev
et Amar, 2000). De plus, leurs extraits possedent des propriétés antioxydantes et antivirales
(Abad et al., 2000 ; Schinella et al., 2002).

De notre part, nous nous sommes intéressés, aux screening phytochimiques, dosages des
composés phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides) et la recherche d’activité
antiradicalaire (piégeage du radical DPPH-: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrozyl, et piégeage du
radical cationique ABTS" : acide 2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) et

antioxydante (pouvoir réduction du Fer : FRAP), d’extrait hydrométhanolique , sa fraction

1
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organique d’acétate d’éthyle et la phase aqueuse résiduelle enrichis en polyphénols, des

feuilles séchées d’Inula viscosa L., récoltées dans la région de Tlemcen.
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Chapitre 1 : Stress oxydant

1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des entités moléculaires ayant un électron célibataire au niveau de
I’orbitale électronique périphérique d’un atome (Kohen et Nyska, 2002 ; Klein et
Ackerman, 2003).

Ils sont fortement réactifs et instables et peuvent étre neutres ou chargés. lls sont
caractérisés, également, par une durée de vie extrémement courte (10! & 10° s) (Yoshikawa
et Naito, 2002 ; Carriére et al., 2006).

Chaque jour environ 10 000 & 20 000 radicaux libres attaquent chaque cellule. Certains ayant
des effets bénéfiques : ils aident le corps a contrdler les muscles lisses, a éliminer des
bactéries et a combattre I’inflammation. D’autres, Si leurs productions ne sont pas contrélées,
causent : le diabete sucré, le cancer, la maladie de parkinson, le vieillissement et 1’ Alzheimer
(Pala et Gurkan, 2008).

Ces radicaux ont des sources internes qui peuvent étre un produit des réactions
enzymatiques, comme les réactions impliquées dans la phagocytose, dans la chaine
respiratoire, dans la synthése de prostaglandine et dans le systétme du cytochrome P450.
Certaines sources internes de production des radicaux libres sont la xanthine oxydase,
mitochondrie, phagocytes, peroxysomes, exercice, inflammations (Kumar, 2011). Ils ont
également des sources exogenes comme les solvants organiques, les pesticides, la fumée de

tabac, les anesthésiques et certains polluants (Machlin et Bendin, 1987).
2. Les oxydants (pro-oxydants)

Les pro-oxydants sont des molécules chimiques qui induisent un stress oxydant, soit en
inhibant les systémes antioxydants, soit en générant des especes réactives de I’oxygene
(Puglia et al., 1984). lls sont trés instables et attaquent toutes les substances chimiques
qu’elles entrent en contact (Agarwal et Allamaneni, 2004).

On distingue 3 familles d’oxydants qui sont les especes réactives de 1’oxygene (ERO), les

especes réactives de I’azote (ERN) et les oxydants chlorés (HOCI) (Morena et al ., 2002).
2.1. Les espéces réactives de ’oxygeéne « ERO »

La réduction univalente de 1’oxygéne a pour conséquence la formation d’especes réactives
de l'oxygene (ERO), dont font partie les radicaux libres (radical hydroxyle, anion

superoxyde) et le peroxyde d’hydrogéne. Toutes ces especes sont potentiellement toxiques
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pour I’organisme car elles peuvent induire des cassures au sein de I’ADN, dégrader les sucres,

et inactiver les protéines (Pincemail et al ., 1999).
2.1.1. Types des ERO
e Le superoxyde Oz~

L’oxygene a la capacité d’accepter un ¢électron supplémentaire pour créer le superoxyde
(Raha et Robinson, 2000) (R1). C’est le précurseur de la plupart des autres espéces réactives
de I’oxygene. Il est impliqué dans la propagation des réactions oxydantes en chaine (Turrens,
2003).

Le superoxyde peut étre formé lors du métabolisme de I’oxygeéne dans la chaine respiratoire
mitochondriale ou par voie enzymatique telle que : xanthine oxydase, NADPH oxydase, ou

par les réactions d’auto-oxydation non enzymatiques (Jaisson et al ., 2017).
(R1) O2 + 1&¢ = O (Fridovich , 1995).
e Le peroxyde d’hydrogéne H20>

Le H>O2 est plus stable que le superoxyde (Oueslati, 2017). Il résulte d’une dismutation
spontanée ou enzymatique d’O2~. Il est trés lipophile et a la capacité de traverser les
biomembranes (Halliwell et al., 2000) (R2).

(R2) 207" + 2H* —— H,0; + O, (McCord, 2000).
e L’hydroxyle OH

Le radical OH' est formé par réaction de H20, avec Fe** (réaction de Fenton) ainsi que par
radiolyse de 1’eau (Mohan, 2010). Il est trés réactif et réagit tres rapidement avec presque
toutes les molécules cellulaires tels que : les acides aminés, I’ADN, les sucres, et les

phospholipides (Vergely et al ., 2003).
2.1.2. Les cibles biologiques des ERO
» L’ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les ERO. La 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG)
résulte de I’interaction entre I’OH- et la guanine. La (8-OH-dG), au lieu de s’apparier avec la
cytosine, elle associera avec I’adénine, ce qui provoque des mutations au sein de I’ADN et
conduit a des altérations du message génetique impliquees dans le déclenchement du

vieillissement ainsi que du cancer (Haleng et al., 2007).
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» Les protéines

Des dérivés protéiques carbonyles se forment a partir des altérations des structures primaires,
secondaires et tertiaires des protéines par les ERO, par plusieurs mécanismes tels que
I’oxydation et la fragmentation des acides aminés (Pincemail et al., 1999). La plupart des

protéines oxydées sont rapidement éliminées par protéolyse sous 1’action du protéasome

(Friguet et al., 2000).
2.2. Les espéces réactives de I’azote ERN
e L’oxyde nitrique (NO)

Le NO est un radical réactif abondant qui agit comme une molécule de signalisation
biologique oxydante importante dans la neurotransmission, les mécanismes de défense, la
relaxation des muscles lisses, etc (Bergendi et al ., 1999). Il a des effets sur la transmission

neuronale et sur la plasticité synaptique dans le systeme nerveux central (Valko et al ., 2007).

Leur production dans les tissus biologiques, est assurée par des NO synthases spécifiques qui
assurent le métabolisme de ’arginine en citrulline avec la formation de NO' via une réaction

oxydative a 5 électrons (Ghafourifar et Cadenas, 2005).
e Le peroxynitrite ONOO-

Le peroxynitrite est un puissant oxydant formé a partir de superoxyde et d’oxyde nitrique. |l

est plus réactif que ses précurseurs (NO', O2") ( Bartosz, 1996 ; Alvarez et Radi, 2003).

Le peroxynitrite réagit avec différentes biomolécules appropriées et provoque une scission
des brins d’ADN, induit la peroxydation des lipides, oxyde la cystéine, les résidus de
méthionine, de lysine et de I’histidine (Koppenol et al., 1992 ; Kelm et al., 1997 ;
Demiryilrek et al., 1998). Il est également impliqué dans plusieurs maladies tels que : les

troubles neurodégénératifs, 1’athérosclérose, etc (Alvarez et Radi, 2003).
2.3. Les oxydants chlorés « HOCI »

La production d’especes activées du chlore, est assurée par les cellules impliquées dans la
phagocytose (granulocytes et monocytes) contenant la myéloperoxydase qui utilise 1’anion
chlorure et le peroxyde d’hydrogéne pour former 1’hypochlorite HOCI (Vamecq et al .,
2004).

HOCI, est un oxydant puissant. Il a la capacité de chlorer et d’oxyder plusieurs molécules
(Klebanoff,1999) .
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Dans le phagolysosome. Il fonctionne comme un bactéricide puissant (Hampton et al.,
1998) et assure également la formation du radical hydroxyle s’il réagira avec Oz (Engelmann
et al ., 2000).

Le HOCI peut réagit avec plusieurs cibles biologiques dont I’ADN, le cholestérol, les lipides,
et les protéines. Les principales cibles cellulaires de réaction avec HOCI, sont les protéines en
raison de leurs abondances et leurs réactivités élevées avec HOCI (Figure 1) (Hawkins et
al., 2003).

NO Synthases
O Arginine = 2
o Citrulline

NAD(P)H oxydase
chaine mitochondriale
xanthine oxydase
oxygernases

"NO

02 -
Superoxyde dlS”)U!asal \

H20.

Myéloperox yd“'s\ /

Fe™* HOCI

<

ONOO

O, 4

Figure 1 : Sources cellulaires et interconversions des espéces réactives de 1’oxygéne (ERO),

de I’azote (ERN) et du chlore (HOCL) (Beaudeux et al., 2006).
3. Le stress oxydant

Le stress oxydant est un déséquilibre entre la production d’especes réactives de 1’oxygene
« ERO » et les antioxydants cellulaires (Migdal et Serres, 2011). Ce qui se traduit par des

dommages oxydatifs des constituants cellulaires (protéines, lipides, ADN, ARN) (Sergent et

al., 2001).

Les conséquences du stress oxydatif varient selon la dose et le type cellulaire :
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» Un stress léger qui induit I’augmentation de 1’expression des protéines d’adhésion et
de la prolifération cellulaire ;

» Un stress moyen qui facilite ’apoptose ;

A\

Un stress fort qui cause une néecrose ;
» Un stress violent qui induit une désorganisation de la membrane et provoque des

lyses immédiates.

D’autres perturbations biologiques apparaitraient a la suite d’un stress oxydatif : anomalies
de récepteurs, diminution de la fluidit¢ membranaire, perturbation de I’immunité cellulaire et
affaiblissement musculaire. 1l entraine également plusieurs anomalies pathologiques : fibrose,

carcinogenése, mutations, malformations des feetus... (Favier et al., 1995).
4. Les antioxydants

Un antioxydant est toute molécule capable de désactiver ou de stabiliser les radicaux libres

avant d’attaquer les cellules (Sisein, 2014).
5. Classification des antioxydants
Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs natures en :

» Antioxydants enzymatiques : incluent la superoxyde dismutase, la glutathion

peroxydase, la catalase...
» Antioxydants non enzymatiques : On distingue 2 types :

- Les antioxydants métaboliques : peuvent étre produits a 1’intérieur de 1’organisme.
IIs comprennent la bilirubine, la mélatonine, le coenzyme Q10, I’acide urique, le

glutathion.

- Les antioxydants nutritifs : sont des sources exogénes (alimentation) et qui ne
peuvent pas étre synthétisées dans le corps tels que les vitamines C et E, les

flavonoides, les caroténoides, et les métaux (Pham-Huy et al., 2008 ; Kabel, 2014 ).
5.1. Les antioxydants enzymatiques
5.1.1. Les superoxydes dismutases SOD

Les superoxydes dismutases constituent une des premieres lignes de défense contre le stress

oxydant. Ce sont des meétalloprotéines qui catalysent une réaction de dismutation du

superoxyde 02~ en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne afin de 1’éliminer

(R3) (Haleng et al., 2007). 11 existe 3 formes de SOD chez I’homme : la Cu/Zn-SOD-1

7
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(cytosolique), la Mn-SOD-2 (mitochondriale) et une Cu/Zn SOD-3 extracellulaire produite en
permanence (Castronovo, 2003).

(R3) 20,7+ 2H* =2 H,0,+0; (Sachdeva et al., 2014).

L’enzyme a un role dans la prévention des changements cellulaires précancéreuses et peut
servir d’anti-inflammatoire (Yasui et Baba, 2006). Elle est également utilisée comme
ingrédient anti-age et antioxydant en cosmétique et dans les produits de soins personnels en
raison de sa capacité a réduire les dommages des radicaux libres sur la peau, prévenir ainsi
des ridules, des rides, protéger contre les rayons UV, adoucir le tissu cicatriciel et réduire les
autres signes de vieillissement (Luisa et al., 2002).

5.1.2. La glutathion peroxydase

Les glutathion peroxydases sont des enzymes antioxydantes contenant quatre cofacteurs de
sélénium qui catalysent la dégradation du peroxyde d’hydrogéne et des hydroperoxydes

organiques (Ras) (Lobo et al., 2010).
(R4) 2 GSH + H20.-8*___ GSSG + 2 H,O (Sachdeva et al., 2014).
5.1.3. La catalase

La catalase est une enzyme commune présente dans presque tous les organismes vivants

aérobies. Elle catalyse la décomposition du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene

(Chelikani et al., 2004).
5.2. Les antioxydants non enzymatiques
5.2.1. Les antioxydants métaboliques

a. La mélatonine

La mélatonine est une hormone naturelle présente chez les animaux et dans certains autres
organismes vivants dont les algues (Caniato et al., 2003). Elle est également connue

chimiquement sous le nom de N-acétyl-5-méthoxytryptamine (Nassar et al., 2007).

La mélatonine est un puissant antioxydant. Elle a la capacité de traverser facilement la

barriere hémato-encéphalique et les membranes cellulaires (Reiter et al., 1997).
b. La bilirubine

La bilirubine est le produit terminal de la dégradation de I’héme issue du catabolisme de

I’hémoglobine. C’est un composé non hydrosoluble capable de piéger I’oxygeéne singulet et

ROO (Haleng et al., 2007).
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c. Le glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide de petite masse moléculaire, formé par la condensation de
I’acide glutamique, de la glycine et de la cystéine. Il contient un groupement thiol libre

apporté par la cystéine. Ce qui lui conférant ses principales propriétés biochimiques.

Le glutathion c’est un puissant antioxydant qui protége les cellules de la peroxydation

lipidique ainsi que des radicaux libres (Chabory, 2009).
5.2.2. Les antioxydants nutritifs
a. Lavitamine C

La vitamine C est I’antioxydant hydrosoluble le plus important qui se trouve dans les
liquides extracellulaires (Sirmali et al., 2014). Elle contribue chez les plantes a la
régénération d’autres antioxydants puissants tels que la vitamine E et les caroténoides (Forni
et al., 2019). En tant qu’agent réducteur, ’acide ascorbique peut réduire et neutraliser les

espéces réactives d’oxygene comme le peroxyde d’hydrogéne (Padayatty et al., 2003).
b. La vitamine E

La vitamine E naturelle comprend 4 tocophérols (a, B, v, d) et 4 tocotriénols (a, B, v, 6) tous
dérivé du 6- chromanol (Herrera et Barbas, 2001). Elle agit comme une premiére ligne de
défense contre la peroxydation lipidique, protégeant ainsi les membranes cellulaires des

attaques de radicaux libres (Rizvi et al., 2014).
c. Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments responsables de bon nombre de teintes orange, jaune et
rouge des fruits, des feuilles, et des fleurs des plantes. Elles ont un rbéle majeur dans la
protection des plantes contre les processus photooxydants et constituent également une partie

du systéme antioxydant dans I’organisme humain (Stahl et Sies, 2003).
6. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des plantes et sont impliqués
dans la défense contre I’agression par des agents pathogenes ou I’'UV (Beckman , 2000). Ces
métabolites secondaires se trouvent partout : dans les tiges, les feuilles, les racines et les fleurs
de tous les végétaux (Edeas, 2007). lls se divisent en une dizaine de classes chimiques ayant

toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6
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carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (Hennebelle et al.,
2004).

La phénylalanine c’est I’intermédiaire commun de formation de tous les composés
phénoliques végetaux, mais ils proviennent également d’un précurseur proche qui est I’acide
shikimique (Kondratyuk et Pezzuto, 2004).

L’activité antioxydante des polyphénols confere leur rOle dans la protection des constituants
cellulaires contre les dommages oxydatifs, ce qui limite le risque de différentes maladies

dégenératives liées au stress oxydant (Scalbert et al., 2005).

Les principaux types de polyphénols sont les acides phénoliques, les flavonoides et les tanins
(Scalbert et al., 2005).

6.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques se trouvent majoritairement dans les aliments et sont divisés en 2
classes : derivés de I’acide cinnamique et dérivés de 1’acide benzoique (Shahidi et Naczk,
1995 ; Pandey et Rizvi, 2009).

= 7~

R,— R,—4 2\
" ® " ®
Les acides benzoiques R, R> R; Ry Les acides cinnamiques R, R, R, Ry
Ac. benzoique H H H H Ac. cinnamique H H H H
Ac. salicylique OH H H H Ac. o-coumarique OH H H H
Ac. p-hydroxy- benzoique H H OH H Ac. m-<coumarique H OH H H
Ac. gallique H OH OH OH Ac. p-<coumarnque H H OH H
Ac. protocatéchique H OH OH H Ac. caféique H OH OH H

Figure 2 : Structure des dérivés de 1’acide benzoique et I’acide cinnamique (Chaouche,
2014).

6.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés naturels appartenant a la famille des polyphénols
(Marfak, 2003). Ils sont quasiment universels chez les plantes vasculaires (Erlund, 2004), et
constituent les pigments responsables des colorations rouge, jaune et orange de différents
organes végétaux (Havsteen, 2002). Ils sont couramment consommeés sous forme de légumes,
et fruits (Ghedira, 2005). Ills agissent dans les plantes comme antimicrobiens,
photorécepteurs, antioxydants, nourrir les répulsifs, et également pour le dépistage de la

lumiére. D’aprés plusieurs études, les flavonoides présentent des actions antivirales,

10
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vasodilatatrices, antiallergéniques, et anti-inflammatoires (Pietta, 2000). Grace a leur
groupement hydroxyle (C3-OH) fortement réactif, les flavonoides stabilisent et inactivent les
radicaux libres (Nijveldt et al., 2001) .

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes: flavonols, flavanones,flavones,

flavanols, isoflavones, anthocyanes et proanthocyanidines (Scalbert et al., 2005).

Leurs structures contiennent un squelette composé de deux cycles aromatiques A et B
porteurs de plusieurs fonctions phénols et qui se réunissent par une chaine de trois atomes de
carbones. Ces atomes de carbones étant le plus souvent engages dans un hétérocycle avec un
atome d’oxygene (Figure 3) (Stoclet et Schini-Kerth , 2011).

Figure 3 : Squelette de base des flavonoides (Chira et al., 2008).
6.3. Les tanins

Les tanins constituent un groupe diversifié de composés phénoliques hydrosolubles. Ils sont
répartis dans diverses parties des plantes, tels que : I’écorce, les feuilles et les fruits. Ils ont un
réle dans la protection des plantes contre les infections (Waterman et Mole, 1994 ;

Vermerris et Nicholson, 2008).

11
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Ces composés phénoliques sont capables de s’agréger avec la gélatine, les alcaloides et les
protéines pour former des précipitations (Chung, 1998). Ils sont divisés selon leurs structures
chimiques en 2 principaux groupes : tanins hydrolysables et tanins condensés (Zucker, 1983).

Les tanins sont utilisés pour traiter plusieurs maladies tels que les tumeurs du duodénum ou
d’estomac, les diarrhées et ils sont utilisés également comme des antiseptiques et anti-

inflammatoires en médicine naturelle chinoise et japonaise (Khanbabaee et Van Ree, 2001).

L’activité de piégeage des radicaux libres et la chélation des métaux de transition sont les

mécanismes de base de ’activité antioxydante des tanins (Koleckar et al., 2008).

TANNINS
l | l
O\ _OH OH
HO 0
OH
OH
HO OH
o HO
Hydrolysable Tannins Condensed Tannins

Figure 4 : Les unités de base des tanins hydrolysables et des tanins condensés (Ghosh,
2015).
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Inula viscosa (L.) Aiton (Dittrichia Viscosa Greuter) est une herbe vivace annuelle qui évolue

dans le bassin méditerranéen et appartient a la famille des Astéracées (Wang et al., 2004).

Cette espéce végetale présente une grande résistance aux conditions défavorables et se

produit dans les environnements dégrades (Sinden et al., 2004 ; Dpiwe, 2011 ).
1. Description botanique

Inula viscosa c’est une plante visqueuse et ligneuse a la base, atteignant 1,5 m de haut
(Lippert et podlech, 2008). Elle est caractérisée par des poils glandulaires, sécrétant une
résine collante a 1’origine du nom « viscosa », couvrant completement la plante et conférant
également sa forte odeur (Parolin et al., 2014). Les feuilles sont rugueuses et les fleurs sont
jaunes (Figure 5) (Zeguerrou et al., 2013).

Floraison : Juillet- Novembre (Lippert et podlech, 2008).

Figure 5 : Les feuilles d’Inula viscosa (Photo personnel).

2. Noms vernaculaires :

En Arabe : Magramane (Araniti et al., 2017).
En Francais : Inule visqueuse (Araniti et al., 2017).

En anglais : Sticky fleabane (Wang et al., 2004).

13



Chapitre 2 : Plante etudiée Inula viscosa

3. Classification botanique

Regne Végetal

Embranchement Spermaphyte
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous Classe Astérides

Ordre Astérales

Famille Astéracées

Genre Inula

Espéce Viscosa (Guignard ,2001)

4. Distribution

Inula viscosa est principalement répartie dans les zones méditerranéennes occidentales :
Algérie, Albanie, Italie, France, Tunisie, Maroc, Portugal, Espagne...ctc (Brullo et De-
Marco, 2000). Elle pousse sur les bords de route, les habitats humides (Wang et al ., 2004) et
le sable (Barrero et al ., 2008).

5. Usages thérapeutiques

Inula Viscosa c’est une plante riche en substances naturelles, ce qui lui confére plusieurs
propriétés médicinales (Kattouf et al ., 2009). Elle est utilisée en médicine populaire comme
anti-inflammatoire, anti-gale et pour favoriser la cicatrisation des plaies (Lauro et Rolih,
1990 ; Ali-Shtayeh et Abu Ghdeib, 1999).

De nombreuses études ont démontré un ensemble d’activités biologiques de cette plante dont
les plus intéressantes : antitumorale (Rozenblat et al., 2008), antifongique (Bssaibis et al.,
2009 ; Franco-Mican et al., 2008), antivirale (Sassi et al., 2008), antioxydante (Albano et al
., 2012) et antibactérienne (Side Larbi et al., 2016).

Elle est utilisée également pour le traitement du diabéte sucré (Haoui et al ., 2015), troubles
gastroduodénaux et pulmonaires (Lastra et al., 1993 ; Al-Qura’n ,2009), ’anémie et la
tuberculose (Al-Dissi et al ., 2001).
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6. Composition chimique

Des études phytochimiques réalisées sur I. viscosa ont révélé la présence des composés
phénoliques, des lactones et des Terpénoides (Yegen et al., 1992 ; Ali-Shtayeh et al., 1998 ;
Ali- Shtayeh et Abu Ghdeib ,1999 ; Cohen et al., 2002).

En plus les parties aériennes de cette plante sécrétent une résine riche en composes

phénoliques, ce qui a permis d’identifier 22 flavonoides (Wollenweber et al., 1991).

Les principaux composants de I’huile essentielle isolée a partir ses feuilles et ses fleurs sont :
les Hydrocarbures, les cétones, les tétraterpenes, les sesquiterpénes, les monoterpénes, les
phénols, les aldéhydes, les alcools et les diterpénes. Le composant majeur de cette huile est

fortement composé de sesquiterpénes (Haoui et al., 2015; Alalan et al., 2015).
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Notre travail est réalise au sein du laboratoire de recherche « Antibiotiques, Antifongiques,
Physico-chimie, Synthese et Activités Biologiques (LAPSAB), Faculté des sciences de la
nature et de la vie, des sciences de la terre et 1’univers, Universit¢é Abou Bekr Belkaid

(Tlemcen).

Ce travail, est porté sur I’¢tude phytochimique, le dosage des composés phénoliques et la
recherche d’activité antioxydante des extraits enrichis en polyphénols des feuilles d’Inula

viscosa.
1. Matériel végétal

Les feuilles d’Inula viscosa ont été récoltées dans la région de Mansourah, Wilaya de

Tlemcen durant le mois du Juin-Juillet 2019.

Les feuilles ont été séchées dans un endroit sec, aéré et a I’abri de la lumiére et découpées,

ensuite, en petits morceaux a I’aide d’un mortier (Figures 6,7).

Figure 06: Tiges et feuilles d’Inula | Figure 07: Feuilles d’Inula viscosa séchées

viscosa séchées (photo personnel). et découpées (photo personnel).

2. Préparation des extraits

2.1. Extrait brut hydrométhanolique

Un extrait brut des feuilles d’lnula viscosa a été préparé par une extraction hydro-

méthanolique selon la méthode d’infusion suivie d’une macération :

16
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» Sur 20 g des feuilles d’Inula viscosa séchées et découpées, verser 500 ml du mélange
eau/méthanol bouillant : 30/70 (V/v) ;

> Laisser le mélange macéré pendant 48 h a une température ambiante et a I’abri de la
lumiere ;

» Apres maceration, filtrer le mélange a 1’aide d’un papier filtre ;

» Evaporer le méthanol, a I’aide d’un Rotavapor & 60°C;

»  Sécher complétement I’extrait dans une étuve a 37°C ;

» Récupérer et conserver 1’extrait brut hydrométhanolique (EB).

2.2. Fractionnement par acétate d’éthyle

L’extrait brut hydrométhanolique, aprés élimination du méthanol, est soumis a une

extraction liquide-liquide, par I’acétate d’éthyle (3 fois), al’aide d’une ampoule a décanté.

La phase organique acétate d’éthyle récupérée est évaporée a sec a I’aide d’un Rotavapor a

60°C et la phase aqueuse résiduelle obtenue est séchée dans 1’étuve a 37°C.

L’extrait brut hydrométhanolique (EB), la fraction acétate d’éthyle (FAE) et la phase
résiduelle aqueuse (PR) sont récupérés et conservés a 1’abri de la lumiére, afin de réaliser des

analyses phytochimiques et biologiques.
2.3. Le rendement d’extraction

Le rendement c’est le rapport entre la masse d’extrait aprées 1’évaporation (M) du solvant et
la masse du matériel vegétal utilisé (MO), il est exprimé en pourcentage.

Pour chaque extrait, nous avons calculé ce pourcentage par la formule suivante :
R (%) = M/MO x 100

v" R :Rendement en %
v' M : Masse de I’extrait sec résultant (en gramme)
v" MO : Masse du matériel végétal de départ (en gramme)

3. Screening phytochimique

Pour mettre en évidence la présence des familles chimiques contenant dans les extraits
preparés des feuilles d’Inula viscosa, des tests phytochimiques qualitatifs ont été réalisés. Ces
tests sont marqués par le changement de couleur, la formation d’un précipité et également par

observation sous lumiere UV.
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Ces tests ont eté effectués selon les procédures standards de Trease et Evans (1989) et
Harborne (1998).
L’évaluation des résultats ¢’est comme suit :
- . Négatif , + : faiblement positif ,++ : moyennement positif , +++ : fortement positif.
3.1. Les composés azotés
% Les alcaloides

Dans 2 tubes, introduire 0,5 ml d’extrait puis acidifier le milieu par HCI (1%). Ajouter
0,5ml de reactif de Mayer dans le premier tube et 0,5 ml de réactif de Wagner dans 1’autre
tube.

L’apparition d’un précipité blanc ou brun respectivement, révele la présence des alcaloides.
3.2. Les composés phénoliques
% Les tanins

Dans un tube, ajouter 0,25 ml de la solution aqueuse FeCls (1%) a 1 ml d’extrait et incuber

le mélange 15 min a une température ambiante.
L’apparition d’une coloration verdatre ou bleu-noiratre révele la présence des tanins.
% Les flavonoides

Dans un tube, ajouter a 1 ml d’extrait, Iml de HCI concentré et quelques copeaux de

magnésium.
L’apparition d’une coloration rouge, rose ou jaune indique la présence des flavonoides.
¢+ Les quinones libres
Dans un tube, ajouter a 1 ml d’extrait 0,1 ml d’hydroxyde de sodium NaOH (1%).

L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet révéle la présence des quinones

libres.
+« Anthraquinones

Dans un tube, ajouter 1 ml de NH4sOH (10%) a 1 ml d’extrait puis agiter. L apparition d’une

coloration violette révéle la présence des anthraquinones.
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3.3. Les composés terpeniques
¢ Les saponines (Test de mousse)

Introduire 10 ml d’extrait dans un tube, agiter pendant 15 secondes puis laisser le mélange au
repos (15min). Une hauteur persistante supérieure a 1 cm de mousse indique la présence des

saponines.
% Terpénoides: Test de Slakowski

Ajouter 0,4 ml de chloroforme et 0,6 ml de I’acide sulfurique concentré sur 1 ml d’extrait.
La présence des terpénoides est indiquée par la formation de 2 phases avec une couleur

marron a I’interphase.
4. Dosage des composés phénoliques

4.1. Dosage des polyphénols totaux
v" Principe

Le test de Folin- Ciocalteu est considéré comme 1’une des méthodes les plus fréquentes pour
le dosage des composés phénoliques. Il est basé principalement sur un transfert d’¢lectrons en
présence de carbonate de sodium NaxCOsdes composés phénoliques aux complexes d’acide
phosphomolybdique / phosphotungstique ce qui induit a la formation des complexes blues

qui sont déterminés a 725 nm (Singleton et al ., 1965 ; Singleton et al., 1999).

Nous avons déterminé la teneur en polyphénols totaux des extraits des feuilles d’Inula

viscosa par la méthode décrite par Ardestani et Yazdanparast (2007).

v" Mode opératoire

» Me¢élanger 100 pl de chaque extrait (1mg/ml) avec 2000 ul de la solution de carbonate
de sodium Na2COs (2%) ;

Incuber pendant 5 minutes a température ambiante ;
Ajouter 100 pl de réactif Folin-Ciocalteu (0,2 N) ;

Incuber pendant 30 minutes a I’obscurité et a température ambiante ;

vV Vv VYV V

Mesurer 1’absorbance contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre a 725 nm.
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Dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant
I’acide gallique comme contréle positif a différentes concentrations de (0,05 — 0,45 mg/ml).

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait (ug EAG/ mg E).

4.2. Dosage des flavonoides
v Principe

Le dosage des flavonoides peut étre réalisé par une méthode spéctrophotométrique en
utilisant la soude NaOH et le trichlorure d’aluminium AICls. Ce dernier forme un complexe
jaune avec les flavonoides qui devient rose en présence de NaOH. Cette couleur absorbe a

510 nm dans le visible (Ardestani et Yazdanparast , 2007).
v" Mode opératoire

Le dosage des flavonoides contenant dans les feuilles d’Inula viscosa a été réalisé selon la

méthode décrite par Ardestani et Yazdanparast (2007).

» Mélanger 250 ul de chaque extrait (1mg/ml) avec 1 ml d’eau distillée et 75ul de nitrite
de sodium (NaNO2) a 15 % ;

» Aprés 6 minutes d’incubation a température ambiante, ajouter au mélange 75 pl de
trichlorure d’aluminium (AICl3, 6 H20) a 10 % ;

» Incuber ’ensemble pendant 6 minutes ;

» Ajouter aux tubes, 1 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4 %, et compléter le volume

finalea2,5ml;
> Agiter et incuber le mélange a I’obscurité pendant 30 minutes ;
» Mesurer I’absorbance a 510 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre.

Dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle, en

utilisant la catéchine comme contrdle positif a différentes concentrations (0,05 -0,4 mg/ml).

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent catéchine par milligramme d’extrait
(ug EC/mgE).
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5. Recherche d’activité antioxydante des extraits des feuilles d’Inula

viscosa

5.1. Piegeage du radical DPPH
v Principe

Ce test repose principalement sur la capacité de 1’extrait a réduire le radical libre DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette foncée, qui se transforme en coloration
jaunatre en présence d’'un antioxydant. Cette décoloration est mesurable par

spectrophotométrie a 517 nm (Brand-Williams et al., 1995; Merouane et al., 2014).

La recherche de I’activité antiradicalaire des extraits préparés des feuilles d’Inula viscosa a

été réalisée selon le protocole de Atoui et al., (2005).
v" Mode opératoire

» 50 pl des solutions d’extraits a différentes concentrations de (0,1 a 1mg/ ml) ont été

ajoutées a 1950 ul DPPH (0,0025¢g fraichement préparé dans du méthanol) ;

» Pour chaque concentration un blanc est préparé contenant 50 pl de chaque concentration

d’extrait et 1950 pl du méthanol ;

» Parallélement, un contréle négatif est préparé en mélangeant 50 ul du méthanol avec
1950 pl de la solution méthanolique de DPPH ;

» La lecture de 1’absorbance est faite a 517 nm aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité et

a température ambiante ;

» Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide

ascorbique dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les extraits ;

Pour chaque concentration, le test est répété 3 fois.

v Calcul des pourcentages d’inhibition
I (%) = [(A cont — A &ch) / Acont] X 100

e | (%): Pourcentage d’inhibition
e A cont: Absorbance du contrdle négatif

e Acch : Absorbance de I’échantillon testé
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v" Calcul des Clso

Le Clsp signifie la concentration de 1’extrait qui peut inhiber 50% du radical libre DPPH. I
est calculé graphiquement a partir des équations des courbes de régressions logarithmiques
des pourcentages d’inhibitions en fonction des concentrations des extraits testés. Ce parametre

détermine 1’extrait le plus efficace avec la valeur la plus faible en Clso.
5.2. Test d’ABTS: (acide 2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS*)
v Principe

L’oxydation de I’ABTS incolore avec le persulfate de potassium (K2S:0sg), permet la
formation du radical cationique ABTS* de coloration bleu- vert. L’addition d’un antioxydant
entraine la réduction de ce radical (ABTS*") en ABTS.

Une décoloration de la solution révéle la présence d’une activité antiradicalaire. Cette
derniére s’exprime par pourcentage d’inhibition « Pl » de 1’absorbance a 734 nm (Osman et

al., 2006 ; Moon et Shibamoto, 2009).
v’ Préparation de solution mére (ABTS™) (Rezaire, 2012)

» mélanger 10 ml d’une solution éthanolique de persulfate de potassium a 4,9 mM et
10ml d’une solution éthanolique ABTS a 14 mM.

» Laisser le mélange réactionnel incuber pendant 16 h a I’obscurité et a température

ambiante.
v Préparation de la solution fille de travail (ABTS™) :

» Diluer la solution mere précédemment préparée avec du éthanol jusqu’a obtention d’une
absorbance d’environ 0,700+ 0.020 a 734 nm.

v" Mode opératoire
Le test ABTS est réalisé selon le protocole décrit par Re et al. (1999) :

» 50 pl des solutions d’extraits a différentes concentrations (0,1-0,7 mg/ml pour I’extrait
brut et la fraction organique et 0,05-0,45 mg/ml pour la phase résiduelle) ont eté
ajoutées a 950ul solution de travail ABTS* préparée;

» Pour chaque concentration un blanc est préparé contenant 50 pl de chaque concentration

d’extrait et 950 pl du I’Ethanol ;
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» Parallélement, un controle négatif est préparé en mélangeant 50 ul du 1’Ethanol avec
950 pl de la solution Ethanolique d’ABTS™ ;

» Lalecture de I’absorbance est faite a 734 nm aprés 6 min d’incubation a 1’obscurité et a

température ambiante ;

» Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; le Trolox

dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les extraits ;
Pour chaque concentration, le test est répété 3 fois.

Les résultats sont exprimés en pourcentages d'inhibition calculés selon la formule :
PI. = (D.O controle — D.O extrait / D.O contréle) x 100

PI: pourcentage d’inhibition

Les valeurs d’ICso (concentrations des extraits qui inhibent 50% du radical libre cationique
ABTS™"), sont calculées graphiquement a partir des équations des courbes de régressions
logarithmiques des pourcentages d’inhibitions en fonction des concentrations des extraits

testés.
5.3. Pouvoir réducteur de fer (Ferric Reducing Antioxidant Power ; FRAP)
v" Principe

Cette méthode est basée sur la capacité des extraits & réduire le fer ferrique (Fe®*) présent

dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*) (Karagozler et al., 2008).
v" Mode opératoire

» Meélanger 100 pl de I’extrait a différentes concentrations (0,1 - 1 mg/ml pour I’extrait
brut et la fraction organique et 0,05 — 0,4 mg/ml pour la phase résiduelle), avec 250 pl
d’une solution tampon phosphate 0,2 M (PH 6,6) et 250 ul d’une solution de
ferricyanure de potassium KzFe(CN)e (1%) ;

Incuber I’ensemble a 50° C pendant 20 minutes dans I’étuve ;
Laisser le mélange refroidis ;
Ajouter 250 pl de I’acide trichloracétique TCA (10%) pour stopper la réaction ;

Centrifuger I’ensemble a 3000 rpm pendant 10 min ;

vV VvV VY V V¥V

Combiner 500 pl de surnageant avec 500 pl d’eau distillée et 100 ul d’une solution
aqueuse de chlorure de fer (FeCls) (0,1 %) ;
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» Mesurer I’absorbance a I’aide d’un spectrophotométre a 700 nm contre un blanc,
préparé en remplagant 1’extrait par le méthanol ;
Pour chaque concentration, le test est répété 3 fois.

Le contrble positif est représenté par une solution standard de 1’acide ascorbique. Il est
réalisé dans les mémes conditions que les extraits, en mesurent 1’absorbance dans différentes

concentrations (0,01 a 0,4 mg/ml).
v Expression des résultats d’EC50
L’EC50 c’est la concentration efficace de 1’extrait qui donne une réponse demi-maximale.

Ce parameétre est calculé graphiquement a partir les courbes de régissions linéaires
d’absorbances en fonction des différentes concentrations des extraits étudiés. Il détermine

I’extrait le plus efficace avec la valeur la plus faible en EC50.
6. Analyses statistiques

% Moyenne

(Xl +X2 + S e .+Xn) . IZX]
(n) T onm

X =

s Ecart-type

S=V ¥ (xi- X) 2/ n-1]
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Résultats et interprétations

1. Caractéristiques des extraits étudiés

L’extraction méthanol-eau (70/30, v/v), par une infusion et une macération (48h), suivie d’un
fractionnement par acétate d’éthyle, des feuilles séchées et broyées d’Inula viscosa, nous a
permis de récupérer trois extraits : un extrait brut eau méthanol (EB), une fraction acétate
d’éthyle (FAE) et une phase résiduelle (PR).

Les rendements et les caractéristiques des différents extraits préparés des feuilles d’Inula

viscosa sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Caractéristiques des différents extraits des feuilles

Extrait brut Eau- Fraction acétate Phase residuelle
méthanol (EB) d’éthyle (FAE) aqueuse (PR)
Rendement (%) 22,34 6,90 12,87
Aspect Cristaux Cristaux Cristaux
Couleur Marron clair Marron foncé Marron clair
Solubilité Meéthanol Meéthanol Méthanol

A la base des résultats obtenus, nous avons observé que 1’extrait brut hydrométhanolique
(EB) a le rendement le plus élevé (22,34 %) suivi respectivement par la phase résiduelle
aqueuse (PR) (12,87 %) et la fraction organique acétate d’éthyle (FAE) (6,90 %).

Tous les extraits sont sous forme de cristaux de couleur marron. lls sont tous solubles dans

le méthanol.
2. Screening phytochimique

Des tests phytochimiques ont été réalisés afin de détecter la présence ou ’absence des
métabolites secondaires dans les différents extraits préparés des feuilles d’Inula viscosa. Les

résultats obtenus sont mentionnés ci-dessous (Tableau 2).
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Tableau 2 : Screening phytochimique des trois extraits préparés des feuilles d’Inula viscosa
Extrait brut Eau- | Fraction acétate | Phase résiduelle

méthanol (EB) d’éthyle (FAE) aqueuse (PR)
Alcaloides « Mayer » ++ + -

Métabolites secondaires

Alcaloides « Wagner » - - -

Tanins +++ +++ +++
Flavonoides - + -
Quinones libres + +++ +++

Anthraquinones - - -

Terpénoides « Slakowski » 3Fa e A e ainis

Saponines - - -

- : Neégatif , + : faiblement positif ,++ : moyennement positif , +++ : fortement positif

D’apres les résultats obtenus, nous avons noté que les tanins, les quinones libres et les
terpénoides sont présents dans tous les extraits préparés des feuilles d’Inula viscosa. Les
flavonoides sont seulement présents dans la fraction acétate d’éthyle et les alcaloides ont
révéelé un test positif avec le réactif de Mayer pour I’extrait brut Eau-méthanol (EB) et sa

fraction organique acétate d’éthyle (FAE).

Par contre, nous avons enregistré I’absence totale des anthraquinones et des saponines pour

les trois extraits préparés des feuilles d’Inula viscosa.
3. Dosage des composés phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides)

Les dosages des composés phénoliques d’extrait brut eau-méthanol (EB), sa fraction acétate
d’éthyle (FAE) et la phase résiduelle aqueuse (PR) des feuilles d’Inula viscosa, ont été
réalisés par des méthodes spectrophotométriques, en utilisant le réactif Folin- Ciocalteu pour
le dosage des polyphénols totaux et la réaction avec le trichlorure d’aluminium (AICI3) en

milieu alcalin pour le dosage des flavonoides.

Les teneurs en composes phénoliques sont déterminées a partir des équations de régression
linéaire de la courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux (y =
1,916x, R?= 0,992) (Figure 8) et de la courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage
des flavonoides (y = 2,995x, R?= 0,996) (Figure 9).
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Les teneurs sont exprimées en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait (ug EAG/ mg E) pour les polyphénols totaux et en en microgramme équivalent

Catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/ mg E) pour les flavonoides.
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Figure 8 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 9 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.
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Le tableau 3 représente en moyennes, les teneurs en composés phénoliques dans 1’extrait
brut eau-méthanol préparé par une infusion suivie d’une macération et ses deux fractions

récupérées : FAE et PR.

Tableau 3 : Teneurs en composés phénoliques des extraits des feuilles d’Inula viscosa

Polyphénols totaux Flavonoides
Extraits (ng EAG/ mg E) (ng EC/ mg E)

+ Ecart type (n=3) * Ecart type (n=3)
Extrait brut Eau-méthanol (EB) 248 £8,1 187 +18,7
Fraction organique acétate

518 £47 491,9+£104,2

d’éthyle (FAE)
Phase résiduelle aqueuse (PR) 357 £16 484 +00,00

Les résultats mentionnés dans le tableau 3, ont montré que les différents extraits préparés des
feuilles d’Inula viscosa contiennent des quantités en composés phénoliques avec des teneurs

variables d’un extrait a un autre.

La fraction organique acétate d’éthyle contient les teneurs les plus élevées en polyphénols
totaux et en flavonoides (518 + 47 ng EAG/ mg E et 491,9 + 104,2 pg EC / mg E,

respectivement).

Des quantités de polyphénols totaux et de flavonoides (357+ 16 EAG/ mg E et 484 + 00,00
ug EC / mg E, respectivement) ont été enregistrées dans la phase résiduelle aqueuse (PR)
récupérée aprés l’extraction liquide-liquide. Ce qui explique I’existence toujours des

quantités des polyphénols dans cette phase.

4. Recherche de I’activité antioxydante des extraits des feuilles d’Inula

viscosa

4.1. Piégeage du radical DPPH

Les figures 10, 11, 12 et 13 représentent les courbes des pourcentages d’inhibition du radical
libre DPPH' en fonction des différentes concentrations d’extraits préparés des feuilles d’Inula

viscosa ou de I’acide ascorbique.
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Figure

10 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH: en fonction des différentes
concentrations d’acide ascorbique.
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Figure

11 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH: en fonction des différentes
concentrations d’extrait brut eau-méthanol des feuilles d’Inula viscosa.
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Figure 12 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH: en fonction des différentes
concentrations de fraction organique acétate d’éthyle des feuilles d’Inula viscosa.
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Figure 13 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH: en fonction des différentes
concentrations de phase aqueuse résiduelle des feuilles d’Inula viscosa.

A partir des équations des courbes logarithmiques obtenues, nous avons déterminé les CI50
(concentrations qui inhibent 50% du radical libre DPPH) de chaque extrait étudi¢ d’Inula

viscosa et 1’acide ascorbique.

Les différents résultats sont regroupés dans le tableau 4 :
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Tableau 4 : Valeurs Clso des extraits préparés des feuilles d’Inula viscosa

Extraits Clso (mg/ml) + Ecart type (n=3)
Acide ascorbique (témoin) 0,33+0,012
Extrait brut Eau-méthanol (EB) 0,39 +0,030
Fraction acétate d’éthyle (FAE) 0,41 £ 0,014
Phase résiduelle aqueuse (PR) 0,25+ 0,015

A la base des resultats obtenus, nous avons remarqué que la fraction résiduelle aqueuse
présente la meilleure activite anti-radicalaire (Clso = 0,25 + 0,015) suivi respectivement par le
contréle positif : ’acide ascorbique (CIsg 0,33+ 0,012), I’extrait brut Eau-méthanol (Clso =
0,39+0,030) et la fraction organique acétate d’éthyle (Clso = 0,41+0,014).

4.2. Test A’ ABTS

Les résultats d’inhibition du radical cationique ABTS* en fonction des différentes
concentrations d’extraits préparés des feuilles d’Inula viscosa et de Trolox. Sont représentés
dans les figures 14, 15, 16 et 17.
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Figure 14 : Pourcentage d’inhibition du radical libre ABTS* en fonction des différentes
concentrations du Trolox.
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Figure 15 : Pourcentage d’inhibition du radical libre ABTS* en fonction des différentes

concentrations d’extrait brut eau-méthanol des feuilles d’Inula viscosa.
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibition du radical libre ABTS* en fonction des différentes

concentrations de la fraction organique acétate d’éthyle des feuilles d’Inula viscosa.
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Figure 17 : Pourcentage d’inhibition du radical libre ABTS™ en fonction des différentes
concentrations de la phase résiduelle aqueuse des feuilles d’Inula viscosa.

Les Clso (concentrations qui inhibent 50% du radical cationique ABTS"), sont représentées
dans le tableau 5. Elles sont déterminées a partir des équations des courbes de régressions
logarithmiques des pourcentages d’inhibition du radical ABTS® en fonction des différentes

concentrations du Trolox (témoin) et des extraits préparés des feuilles d’Inula viscosa.

Tableau 5 : Valeurs d’IC50 des différents extraits des feuilles d’inula viscosa

Extraits CI50 (mg/ml) + Ecart type (n=3)
Trolox (témoin) 0,07 £0,002
Extrait brut Eau-méthanol (EB) 0,24 +0,008
Fraction acétate d’éthyle (FAE) 0,16+0,012
Phase résiduelle aqueuse (PR) 0,18 +0,014

A la base des résultats obtenus nous avons noté que la fraction acétate d’éthyle (FAE)
présente la plus forte activité anti-radicalaire sur le radical ABTS © (Clso = 0,16+0,012)
suivi respectivement par la phase résiduelle aqueuse (Clso = 0,18+0,014) et I’extrait brut Eau-
méthanol (Clso = 0,24+0,008). Cette activité reste largement inferieure par rapport au Trolox
(Clso = 0,07+0,002), utilisé comme contrdle positif.
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4.3. Pouvoir réducteur de fer FRAP

Les résultats obtenus du pouvoir réducteur de fer des différents extraits des feuilles d’Inula

viscosa, sont présentés dans les figures (18, 19, 20 et 21).
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Figurel8 : Pouvoir réducteur du fer en présence de 1’acide ascorbique (Ghanemi,2019).
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Figure 19 : Pouvoir réducteur du fer d’extrait brut eau-méthanol des feuilles d’Inula viscosa.
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Figure 20 : Pouvoir réducteur du fer de la fraction organique acétate d’éthyle des feuilles

d’Inula viscosa.

1. y =2.0198x
R? = 0.9981

o o o
B [} (o]

Absorbance a 700 nm

o
[N}

O T T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Concentration de la phase aqueuse résiduelle (mg/ml)

Figure 21 : Pouvoir réducteur du fer de la phase résiduelle aqueuse des feuilles d’Inula

viscosa.

Le tableau 6 regroupe les différentes EC50 (concentration efficace de I’extrait qui donne une
réponse demi-maximale). Elles sont calculées a partir des équations de régression linéaire des

courbes d’absorbances en fonction des différentes concentrations des extraits étudiés.
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Tableau 6 : Les valeurs d’EC50 des différents extraits des feuilles d’Inula viscosa

Extraits EC50 (mg/ml) £ Ecart type (n=3)
Extrait brut Eau-méthanol (EB) 0,332 £ 0,003
Fraction acétate d’éthyle (FAE) 0,330+ 0,014
Phase résiduelle aqueuse (PR) 0,248 = 0,006

Acide ascorbique

0,002 (Ghanemi adila)

D’aprés ces résultats obtenus, nous avons enregistré une meilleure activité anti-oxydante de la

phase résiduelle aqueuse (PR) avec une EC50 de 0,248 +0,006 suivi respectivement par la
fraction acétate d’éthyle(FAE) et I’extrait brut (EB) avec des EC50 d’ordre de 0,330 + 0,014

et de 0,332 + 0,003. Cette activité reste largement inferieure par rapport a celle de 1’acide

ascorbique (ECso = 0,002), utilisé comme contréle positif.
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Discussion

L’Algérie de par son climat, et la nature des ses sols, pourvu d’une flore trés riche en

plantes aromatiques et médicinales dont la majorité existe a 1’état spontané.

La valorisation des plantes aromatiques et médicinales est un domaine particulierement
important a développer puisque c’est une source de produits a haute valeur ajoutée (Felidj et
al., 2010).

Inula viscosa c’est une plante de la famille des astéracées, d’origine méditerranéenne. Les
feuilles de cette plante sont traditionnellement employées en Algérie pour le traitement de
plusieurs maladies tel que : le diabete sucré, comme antiseptiques et anti-inflammatoires
(Lauro et Rolih 1990 ; Bellakhdar 1997 ; AL-Dissi et al., 2001).

Ce travail, repose sur I’étude phytochimique de I’extrait brut eau-méthanol, sa fraction
acétate d’éthyle enrichie en polyphénols, et de la phase aqueuse résiduelle, des feuilles
d’Inula viscosa, par des tests phytochimiques, sur le dosage des composés phénoliques et la
recherche d’activité antioxydante par diverses méthodes DPPH (piégeage de radical libre
DPPH’), ABTS ( piégeage de radical libre cation ABTS™*) et FRAP (pouvoir réducteur de
fer).

A la base des résultats obtenus, nous avons enregistré des rendements variables d’ordre de
22,34%, 6,90%, 12,87% pour I’extrait brut Eau-méthanol, la fraction acétate d’éthyle et la
phase résiduelle aqueuse, respectivement.

Les travaux réalises par Chahmi et al., 2015 au Maroc, sur trois échantillons de la partie
aerienne d’Inula viscosa récoltés dans trois régions: Sefrou, Imouzzer et Taounate, et
préparés dans deux solvants différents (acétate d’éthyle et éthanol),ont montré que le solvant
le plus extractif est I’éthanol avec des rendements d’ordre de 23,90% dans Sefrou, 20,80%
dans Imouzzer et 13,35% dans Taounate. Tandis que les rendements enregistrés par les
extraits acétates d’éthyle étaient : 21,30% dans Sefrou, 10,50% dans Imouzzer et 18,50 %

dans Taounate.

Les résultats du screening phytochimique, ont montré la présence des tanins, des quinones
libres, des terpénoides, des flavonoides , des alcaloides et 1’absence totale des anthraquinones
et des saponines dans I’extrait eau-méthanol et ses deux fractions récupérees des feuilles

d’Inula viscosa.

L’étude effectuée par Derradji et Marzen (2016) a montré que les extraits des feuilles de
cette plante contiennent les flavonoides, les coumarines, les saponosides, et les tanins

galliques. IIs ont noté I’absence des alcaloides, des tanins condensés et des quinones libres.

37



Discussion

Haddad et Khiri (2017), ont montré également que les extraits d’Inula viscosa contiennent

les flavonoides, les tanins, les coumarines et les saponosides.

L’utilisation de I’acétate d’éthyle comme solvant d’extraction des polyphénols nous a permis
de préparer un extrait enrichi en polyphénols a partir d’un extrait brut hydrométhanolique
préparé par une infusion suivie d’une macération. Ce qui a été confirmé par les résultats du
dosage des composés phénoliques, qui ont montré que la fraction organique acétate d’éthyle
contient les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux et en flavonoides (518 + 47 pg
EAG/ mgE et 491,9 £ 104,2 ug EC / mg E, respectivement).

Une étude sur le dosage des composés phénoliques effectuée par EI Ouariachi et
Bouyanzer (2014), realisée sur deux extraits d’Inula viscosa (extrait d’acétate d’éthyle et
extrait d’éther diéthylique) a montré également que 1’extrait acétate d’éthyle contient les
teneurs les plus élevées en polyphénols totaux et en flavonoides (441pg/mg et 74ug/mg,

respectivement).

La concentration la plus efficace d’inhibition du 50% du radical libre DPPH- a été
enregistrée par la phase résiduelle aqueuse avec une valeur de 0,25+0,015 mg/ml. Cette
activité est supérieure par rapport a celle de 1’acide ascorbique (Cls0=0,33% 0,012 mg/ml). Ces
résultats sont en accord avec les résultats des travaux de Trimech et al. (2014), qui ont
montré que la concentration inhibitrice de 50% du radical libre DPPH' des feuilles d’Inula

viscosa a été environ 0,26 mg/ml.

Ennacerie et al. (2019), ont montré ¢également que 1’extrait éthanolique d’Inula viscosa
possede la plus forte activité anti-radicalaire avec une Clso d’ordre de 0,09 mg/ml, soit

presque le double de la décoction (Clso= 0,19 mg/ml).

Par ailleurs, les résultats du test d’ABTS obtenus dans cette ¢tude, ont montré que la
meilleure activité anti-radicalaire a été enregistrée par la fraction acétate d’éthyle avec une
Clso d’ordre de 0,16+0,012 mg/ml. Cette activité reste largement inferieure par rapport au
Trolox (témoin positif), (Clso = 0,07+0,002mg/ml). 1l existe une corrélation entre la teneur en
polyphénols et I’activité antioxydante, puisque la fraction acétate d’éthyle qui est la plus riche

en polyphénols présente également la plus forte activité anti-radicalaire.

Mahmoudi et al. (2016), a montré que la concentration efficace d’inhibition radicalaire
d’ABTS " a 50% est d’ordre de 16,75 pg/ml, et qui est largement inférieure a celle obtenue

dans notre étude.
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A noté, que le test FRAP a montré que la phase résiduelle aqueuse présente le meilleur

pouvoir réducteur de fer avec une ECso d’ordre de 0,248 +0,006 mg/ml.

Cette activité est largement faible par rapport a celle de I’extrait méthanolique de la partie

aérienne d’Inula viscosa, (ECso= 0,55+0,03 pg/ml), rapporté par Alfarrayeh (2013).
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Conclusion et perspectives

Notre travail est basé sur I’étude phytochimique et 1’évaluation de 1’activité antioxydante de
I’extrait brut eau-méthanol, sa fraction organique acétate d’éthyle enrichie en ployphénols et
la phase aqueuse résiduelle, préparés par infusion suivie d’une macération des feuilles d’Inula

viscosa.

Les tests phytochimiques réalisés sur les différents extraits ont révélé la présence des tanins,
des flavonoides, des quinones libres, des terpénoides et des alcaloides, et 1’absence des

saponines et anthraquinones.

Par ailleurs, le dosage des composés phénoliques, a montré que la fraction organique acétate
d’éthyle a marqué les teneures les plus élevées en polyphénols totaux et en flavonoides (518
+47 ug EAG/ mg E et 491,9 + 104,2 ug EC / mg E, respectivement).

La meilleure activité anti-radicalaire a été notée par la phase résiduelle agueuse qui a
enregistré une Clso d’ordre de 0,25+0,015 mg/ml pour le test DPPH et la fraction organique

acétate d’éthyle qui a marqué une Clsg d’ordre de 0,16+0,012 mg/ml pour le test ABTS™.

De plus, le meilleur pouvoir réducteur du Fer a été enregistré par la phase résiduelle aqueuse
avec une ECso d’ordre de 0,248 £0,006 mg/ml.

Ce travail mérite d’étre complété, a I’avenir, on proposant les perspectives suivantes:

» Utiliser d’autres solvants organiques pour optimiser le rendement d’extraction, le
fractionnement et la purification des composés phénoliques ;

> ldentifier les composés phénoliques par des techniques spectrométriques et
chromatographiques : RMN, Spectrométrie de masse, HPLC, ...

» Evaluer d’autres activités biologiques d’Inula viscosa (antimicrobienne, anti-
inflammatoire..).

» Evaluer I’activité antioxydante par différentes méthodes : ORAC (Oxygen Radical
Absorbance), TRAP (Total-Radical trapping Antioxidant Parameter assay), CUPRAC
(Cupric reducing antioxidant capacity).

» Etudier in vivo de I’effet antioxydant d’Inula viscosa.
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