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INTRODUCTION GENERALE



[-Introduction

es plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I’homme, puisqu’il

s’en sert pour se nourrir, se soigner et parfois dans ses rites religieux.

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée & 1’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes ont
toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et dans
les préparations culinaires .la chine, berceau de la phytothérapie, 1’Inde, le Moyen- Orient,
notamment au cours de I’ére arabo-musulmane, I’Egypte, la Grece, Rome, constituent des
civilisations phares chez lesquelles les plantes aromatiques et médicinales ont occupé une place
de premiers choix.

L’extraction des plantes médicinales est une pratique basée sur les avancees et les
preuves scientifiques qui recherchent des extraits actifs des plantes.les extraits actifs identifies
sont standardisés .Cette pratique conduit aux phytomédicaments et selon la réglementation en
vigueur dans le pays, leur circulation est soumise a 1’autorisation de mise sur le marché pour les
produits finis, et a la réglementation sur les matieres premiéres a usage pharmaceutique pour les
préparations magistrales de plantes médicinales ,celles-ci étant délivrées exclusivement en
officine. On parle alors de pharmacognosie ou de biologie pharmaceutique.[1]

Mais, les plantes meédicinales sont faiblement utilisées dans le traitement de certaines
affections, bien qu’elles aient fait leurs preuves dans le passé ou nos grands-parents les
utilisaient presque exclusivement leur vertus curatives.

Selon I’OMS, la phytothérapie est considérée comme une médecine traditionnelle et elle
est encore massivement employée dans certains pays, dont les pays en voie de développement.
C’est une médecine non conventionnelle du fait de 1’absence d’étude clinique [1].Le retour, et

pour cause, vers la phytothérapie est aujourd’hui une démarche planétaire.

Se trouvant dans le bassin méditerranéen avec de grandes variations climatiques du
Nord au Sud, I’Algérie présente un terrain de prédilection au développement de cultures .La
cultures aromatiques et médicinales en Algeérie reste traditionnelle .Elle se limite aux jardins
familiaux et aux jardins d’agrément, notamment avec des especes florales faisant 1’objet de

cultures de fleurs. La valorisation de ces ressources naturelles peut avoir des retombées



économiques considérables pour notre pays. Récemment des projets de production des plantes
aromatiques et médicinales ont vu le jour et sont essentiellement orientés vers : 1’exportation
des plantes fraiches, d’huile essentielle et d’huile concréte.

Dans le but de continuer a exploiter les plantes poussant en Algeérie et réputées pour
leurs vertus médicinales, nous avons étudié la composition chimique des H.Es de 1’l.Viscosa et
I.Montana ainsi que I’étude de leur pouvoir antioxydante et antibactérienne.

Pour ce faire, nous avons subdivisé notre travail de recherche en deux parties principales. :

La premiere partie est consacrée a une synthése bibliographique mettant 1’accent sur
cing chapitres :
Le premier chapitre consiste en une étude générale sur les plantes médicinales et la
phytothérapie. Le second chapitre est consacré a 1’étude botanique et chimique de L’Inule
Visqueuse & Montagne. Le troisiéme chapitre présente les classes des métabolites
secondaires. Le quatrieme chapitre présente les huiles essentielles, leur localisation dans la
plante, leur composition chimique, les principales méthodes de leur extraction et
I’identification de leurs Composants. Le cinquiéme chapitre résume la méthodologie suivie lors
de I’évaluation des propriétés pharmacologiques d’un principe actif extrait de plante.

La deuxiéme partie illustre le matériel et les méthodes utilisés ainsi que les résultats
obtenus :

-L’extraction de 1’huile essentielle de L’Inula Viscosa et Inula Montana par hydrodistillation
-L’analyse de I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse.

-L’évaluation de I’activité antioxydante de 1’huile essentielle par la méthode de piégeage du
radical libre DPPH et la méthode de FRAP et I’évaluation de I’activité antibactérienne.
-Les tests phytochimiques des différentes parties de la plante.

Enfin, une conclusion générale qui résume 1’ensemble des résultats obtenus.



PREMIERE PARTIE : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIE

Chapitre I

« Les plantes médicinales et la phytothérapie »



I-Introduction

Depuis des siécles, la phytothérapie, le traitement par les plantes, est a la base de la
médecine. Les plantes sont certes la pour nous permettre de nous soigner, mais également pour
favoriser le bon fonctionnement de notre organisme [2].
II- Les plantes médicinales
I1.1. Définition
Les plantes médicinales sont des plantes dont un des organes (feuille, écorce) posséde des vertus
curatives et parfois toxigques selon son dosage. Les plantes médicinales sont les plantes utilisées en
phytothérapie pour leurs principes actifs, elles peuvent étre vendues en herboristerie, en
pharmacie, avec ou sans prescription selon la réglementation du pays.
I1.2. Les plantes médicinales et leurs utilisations
Les plantes médicinales sont utilisées pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Cette
connaissance ancestrale fut a ’arrivée de la médecine traditionnelle mise de coté au profit de la
prise de médicaments d’ordonnance souvent plus puissants et agissant plus rapidement que la
médecine traditionnelle utilisée auparavant. Par contre, aujourd’hui nous assistons au retour de
I’utilisation des plantes médicinales pour favoriser la santé. Chaque plante médicinale a une
définition qui lui est propre et une utilisation spécifique. [3]
Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et 1’élaboration des
médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisées directement comme
des agents thérapeutiques, mais aussi comme matiere premiére pour la  synthése  des
médicaments ou comme modéles pour les composés pharmacologiquement actifs [4]. Les
plantes sont donc la source principale de substances actives, et pas uniquement dans la médecine
traditionnelle [5].
III-La phytothérapie

II1.1. Définition

La phytothérapie, selon Bruneton (1999), est le traitement par les plantes ; c'est-a-dire par la
consommation ou I’utilisation de produits préparés a partir de plantes sans passer par une €étape de
sélection de molécules, on ne consomme donc pas que le principe actif mais tout ce que contient la
plante. Par ailleurs la phytothérapie requiert une connaissance parfaite de substances chimiques
contenues dans un organe végétal et une bonne connaissance de mode d’emploi. On peut distinguer
la phytothérapie utilisée dans une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne, basée sur
I’utilisation de plantes ayant des vertus découvertes empiriquement de la Phytothérapie basée sur

les études scientifiques recherchant les principes actifs des plantes et leurs effets [3].



I11.2. Les différents types de phytothérapie
On peut distinguer différents types de thérapies par les plantes :
e La phytothérapie : I'utilisation des différentes partics des plantes (racine, feuilles,

fleurs...ou la plante entiére) sous différents formes galéniques.

e Lagemmothérapie : I'utilisation des bourgeons de la plante.

e L’aromathérapie : I'utilisation des huiles essenticlles obtenues gréce a divers procédés

d’extraction. [6]

e Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont
dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. ils sont présentés

sous forme de sirop, de gouttes, de gélules ... [7].



Chapitre 11

« RECHERCHE BIBLIOGRAPHIE »



-Etude botanique

L.1.INTRODUCTION
Le nom du genre Inule, estdi a Carl VVon Linné (1753), terme qui vient du nom de 1’espéce

Helenium. Le nom Helenium découlerait du grec "helen". La Iégende antique raconte que la fleur
serait née des larmes de la belle Hélene de Troie.

Les Inules appartiennent a la famille des Astéracées C’est une importante famille de plantes
dicotylédones qui regroupent 20000 espéces.

Le genre Inule comprend une variété d'environ 90 especes. Ce sont des plantes herbacées vivaces, a
feuilles alternes, capitules jaunes, contenant a la fois des fleurs tubuleuses et des fleurs ligulées,
bractées en plusieurs séries fleurs périphériques pistillées, a ligules tridentées, antheres sagittées a la

base, a chaines munis de cotes, aigrette simple.

Rudbechia hirta Rudbeckia lociniata Arnica mollis Inula Helenium

Figure 1 : les Inules
Les Inules sont largement utilisées dans la médicine traditionnelle. Au Japon I’Inule est
utilisé comme un remede familial (tisane) ; comme une diaphorése en Europe, et en Taiwan et
Chine comme un agent thérapeutique pour la tuberculose et I'entrogastrique chronique. Elle a aussi
des propriétés antiseptiques, antibiotique, antispasmodique, anti inflammatoire, anti diabétique
[8-11].



I.2.Répartition géographique
Le genre Inule est largement distribué dans le bassin méditerranéen [12], en Europe
(Espagne, France...), Asie (Chine, Turquie, Japon) et en Afrique (Algérie, Tunisiec Maroc...).on le

trouve dans les sols salés, les prairies Humides et les bords de cours d’eau.

Figure 2 : carte géographique de L’Inule

1.3. Inule Visqueuse
Le nom Inula viendrait du grec : Inéo qui signifié-je purge [13].Et Viscosa veut dire visqueuse :
Aunée visqueuse [14].
L’Inula est une plante trés anciennement connue, elle a été utilisée au moyen age jusqu’a nos jours
pour ses vertus médicinales variées.

Sa taxonomie est configurée dans le tableau suivant :

Embranchement Spermaphytes
Sous- angiospermes
embranchement
Classe dicotyledones
Sous Classe gamopetales
Ordre campunulales
Famille compositae
Genre Inula
Espece Viscosa - L — AIT
Noms Terhald,
vernaculaires magramane



Tableau 1 : Taxonomie d’Inula viscosa [14]
L.3.1. Description botanique d’Inule Visqueuse

Inule Visqueuse est une plante herbacée pérenne ou vivace de la famille astéracées,

répandues dans toute la région méditerranéenne. Elle est blanchétre.

Elle apparait sous forme de buissons hauts de 0.5 a 1 m, ligneuse dans sa partie inférieure.
Les feuilles sont ondulées, dentées, aigués, rudes recouvertes sur les deux faces de glandes
visqueuses qui dégagent pendant la phase végétative une odeur forte et acre.

La floraison commence & partir du mois de Septembre, les inflorescences sont de longues
grappes fournies de capitules jaunes. Les fleurs périphériques sont liguiliformes, celles du centre

sont tubulaires. Les fruits sont des akénes velus a aigrette grisatre.

Figure 3 : Inule Visqueuse (fleur -feuille)

L4.Inula Montana

> Position systématique [15-16]

Embranchement : Phanérogames
ouSpermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Endicots

Sous classe : Astéridées

Ordre : Astérales

Famille : Astéracées ou Composées

Genre Espéce : Inula montana L

Noms vernaculaires Boutelilis

Tableau 2: Taxonomie d’Inula Montana


http://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Asteraceae

1.4.1. Description botanique

C’est une plante polymorphe a tige simple, blanchatre laineuse de 15-35 cm qui porte des
feuilles entiéres. Les inférieures atténuées en pétiole.

Gros capitules de 4-5 cm, solitaires au sommet de la tige, a grandes ligules jaunes et linéaires.
Les bractées externes de 1’involucre sont herbacées et lancéolées, les inférieures sont ciliées et
linéaires. Les fleurs sont jaunes. Elle est assez commune en région méditerranéenne, qui croit sur

les pentes rocailleuses arides des montagnes. La floraison est du moi de Juin a Juillet.

Figure 4 : Inula Viscosa

II- Etude chimique
Les Inules ont fait I’objet de nombreuses études phytochimiques; on reprend, a la suite, les
principaux travaux réalisés sur les extraits et les H.Es obtenues a partir des principales espéces
d’Inules.
I1.1.Inule Visqueuse

L’espéce de I’l.Viscosa est riche en métabolites secondaire. Ils ont fait 1’objet de plusieurs
travaux. On cite les travaux phytochimiques qui leurs ont été consacrés.

Une étude phytochimique effectuée sur la partie aérienne de I'espéce 1.Viscosa. Cette étude a
permis d'isoler :

v" Trois flavanones .Les structures ont été identifiées par les différentes méthodes d'analyses

spectroscopique RMN H'et RMN C **[17]
OH

flavanone

R = H Sakuranetin
R = OH 7-0-Methylaromadendrin
R = OCOCH; 3-Acetyl-7-O-methylaromadendrin

v’ Sesquiterpénes qui ont été identifié par I’analyse spectrale RMN [18].



s,
7
OH

4-H-tomentosin

Inuviscolide
Figure 6 : Structures des sesquiterpénes isolés d’Inula Viscosa
D’autre part, des équipes ont étudies la composition chimique a partir des différent parties

d'I-Viscosa par les méthodes d’extraction (hydrodistillation et distillation) et huile a été analysé par

CPG /SM. En résumé la composions chimique des H.Es dans le tableau 3 ci- dessous :



Les chercheurs Pays Année  Méthodes Composés

majoritaires

Mahmoud et al Jordanie 2010 Hydrodistillation Fokienol 20.7% [21]

Marie-Cécile et al France 2006 Hydrodistillation Fokienol 21.1% [23]

Tableau 3 : la composition chimique d’huile essentielle

D’aprés les données bibliographiques, 1’ Viscosa est riche en sesquiterpéne oxygéné.
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Figure 7 : carte géographique de la répartition du sesquiterpene oxygéené
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D’autre part, ’activité antioxydante de I’extrait méthanolique a été évaluée par la méthode
de DPPH et le test d’ABTS", Les résultats révélent un pouvoir antioxydant trés fort de ’ordre de
(1Cs0 =40 uM) ; (ICs0 =30 pM). [25]

I1.2.Inula Montana

I.Montana est une espéce tres peu étudiée chimiquement. D’apreés les données bibliographiques.
Gonzalez-Romero et al., (2000) ont pu isoler, & partir la partie aérienne d’l. Montana cing
lactones sesquiterpéniques (isoinuviscolide, gaillardine, 1 betahydroxy-3beta-acetoxy-eudesme-
4(15) ,11(13)-dien-12-8beta-olide, pulchelline-C etpulchelline- E). [26]
D’autre part, ’activité antioxydante de I’extrait méthanolique a été evalué par la méthode de

DPPH. Les résultats révélent un pouvoir antioxydant. (ICsy =0.63mg/ml).[27]



CHAPITRE 111

« Les métabolites secondaires »



I-INTRODUCTION

La plante est le siege d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthése de
principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions mémes de vie
de la plante. La plante doit faire face a de multiples agressions de I’environnement dans lequel
elle vit prédateurs, microorganismes pathogeénes, etc. On concoit donc que la plante puisse
développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les substances les plus
diverses pour se défendre : les métabolites secondaires.

La pharmacodynamie (discipline qui étudie I’effet des médicaments sur I’organisme)
est utile pour justifier I’activité des principes actifs isolés ou associés. Par ailleurs, pour toute
utilisation de plantes, il faut recourir soit a des médecins soit a des pharmaciens compétents
dans ce domaine [28].

Les métabolites secondaires peuvent étre classés en 3 principales familles : les
alcaloides, les terpenes, et les polyphénols.

&es lrpones

Les terpenes (= Terpénoides) sont des constituants habituels des cellules végétales,
impliqués ou non dans des fonctions métaboliques essentielles. L'étude de leur métabolisme
connait un regain d'intérét par suite du développement des méthodes analytiques auxquelles
est venu s'ajouter I'outil moléculaire [29]. Ce sont des métabolites secondaires résultant de la
condensation d’unités isopréniques a 5 atomes de carbone. A ce jour, avec plus de 30000
molécules identifiées, les terpenes constituent 1’une des plus polymorphes et des plus grandes
familles de composés naturels. La dénomination des différentes classes de molécules
terpéniques repose sur le nombre de motifs isoprénes constituant leur squelette. Ainsi on
rencontre :

* Monoterpeénes qui comptent deux unités isoprénes soit 10 atomes de carbone

o Sesquiterpénes qui contiennent 3 unités isoprénes soit 15 atomes de carbone

+ Diterpénes qui comportent 4 unités isoprénes soit 20 atomes de carbone

o Sesterpenes qui comptent 25 atomes de carbone

o Triterpénes qui comportent 30 atomes de carbone

o Tétraterpénes qui contiennent 40 atomes de carbone

12



les alcaloides

En général, ces composés possédent au moins un atome d’azote hétérocyclique.
Actuellement, la structure chimique d’environ 16 000 alcaloides est connue. Environ 20% des
especes de plantes produisent des alcaloides. lls ont une nature basique, présentant
géneralement de puissants effets physiologiques. Ce sont pour la plupart des poisons végétaux
tres actifs, dotés d'une action spécifique. La méedecine les emploie le plus souvent a I'état pur
et leur véritable valeur ne saffirme qu'entre les mains du medecin car ils entrent dans la
composition de nombreux médicaments comme principe actif. Les plantes les utilisent pour la
plupart d’entre eux dans leur systeme de défense contre les herbivores et les pathogenes car

ces composés sont toxigues.

&as composés phénoligues

I.3.1.Introduction

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. lls peuvent étre
définis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes (d’ou la
dénomination de métabolites secondaires). Par opposition aux métabolites primaires qui
alimentent les grandes voies du métabolisme basal, mais ils sont essentiels dans I'interaction
de la plante avec son environnement.

Ces composés ont tous en commun la présence dun ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles [30]. La structure des composés
phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers
les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés) [31]. Avec plus de 8000
structures phénoliques identifiées [30].

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante avec
son environnement en jouant soit le rdle des signaux de reconnaissance entre les plantes
(Allélopathie), et les symbioses, ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions
vis-a-vis des organismes pathogenes. lls participent de maniére trés efficace a la tolérance des
végétaux a des stress varies, donc ces composés jouent un réle essentiel dans I'équilibre et
I’adaptation de la plante au sein de son milieu naturel. [31]

D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que
I'on trouve chez les plantes médicinales, alliées a leur difficulté de production. Chez I'nhnomme,
ces molécules tracées jouent un role important en agissant directement sur la qualité
nutritionnelle des fruits et légumes et leur impact sur la santé des consommateurs (effet

antioxydant, effet protecteur contre I'apparition de certains cancers...) [31]
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& 32 Glassification

Les polyphénols sont répartit en plusieurs classes :
Les flavonoides.
Les tanins.
Les stilbénes.
Les lignanes et les coumestanes.

Autres phytoestrogenes.

YV V.V V V V

Les saponines (triterpenoide).
L3.2.1.flavonoide
Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
écorces d'orange [32], cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a été
plutot prété du flavus ; (flavus=jaune) [33,34].

Les flavonoides ont été isolés par le scientifique E.Chervreul en 1814, mais ont été
réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gyorgyui, désignés sous le nom de
vitamine P, en raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins.
Cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne
correspondaient pas a la définition officielle des vitamines, il devient clair que ces substances
appartiennent aux flavonoides [35].

Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples depuis la découverte du célebre
"french paradox" correspondant a un bas taux de mortalité cardiovasculaire observé chez les
habitants des régions méditerranéennes, associant une consommation de vin rouge a une prise

importante de graisses saturées [34,36]. Prés de 4000 flavonoides ont été décrits [37].

« Structure chimique
Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils posseédent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui
sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C) [38].
Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6 [39]
en formant une structure de type diphényle propane dont des groupements hydroxyles,
oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attaches sur les noyaux de cette molécule [34].
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Figure 8 : schéma simplifié des flavonoides [40]

& Glassification

Tableau 4 : Principales classes des flavonoides [38]

Classes Structures chimiques
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Exemples
Apigénine
Lutéoline
Diosmétine
Kaempférol

Quercétine

Myrecétine

Catéchine

Naringénine

Eriodictyol

Pelargonidine
Cyanidine

Delphénidine

Genisteine

Daidezine



< Sistribution

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines,
tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens [41.

Certaines classes de flavonoides sont présentes exclusivement chez certains végetaux.
On trouvera par exemple, les flavanones dans les agrumes, les isoflavones dans le soja. Les
anthocyanes et les flavonols ont eux une large distribution dans les fruits et les légumes
tandis que les chalcones se retrouvent plus fréquemment dans les pétales des fleurs, sont
considérés comme des pigments naturels au méme titre que les chlorophylles et les
caroténoides [42,32].

Le monde animal est trés concerné par les flavonoides dont des chercheurs [43] ont
isolé respectivement quinze et seize composés aromatiques a partir du lait de vache avec
respectivement 6 et 5 composes importants dus principalement a la consommation des plantes
par les herbivores.

On trouve aussi la chrysine, la quercétine, de la galangine dans les propolis ; sécrétion
des bourgeons de nombreux arbres (le bouleau, le sapin, le saule...) récoltés par les abeilles,
ces insectes les fabriquent en modifiant la propolis par leurs enzymes salivaires. Les abeilles
mettent en ceuvre les propriétés antifongiques et antibactériennes des polyphénols pour
aseptiser leurs ruches [42].

Le tableau 5 représente la distribution des principaux flavonoides dans certains

aliments.
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Tableau 5 : Distribution alimentaire des principales classes de flavonoides [38].

Flavonoides

FLAVONOLS

Flavone

Flavanones

Flavan3-ols

Anthocyanidines

Exemples Aliments
Quercétine Oignon, poireau,
Kaempférol brocolis,pommes,

chou frisé, vin rouge,

Lutéoline Persil, céleri.
Apigénine

Genisteine Graines de soja
Daidzeine et produits qui

en dérivent.

Vin rouge, thé noire, thé
vert, cacao, chocolat

Catéchine

Epicatéchine

Epigallocatéchine
Cyanidine Raisins, vin rouge,
Delphénidine certaines variétés de

céréales.
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Caractéristiques

Le groupe le plus abondant des
composés phénoliques.

Le groupe le plus abondant des
composés  phénoliques, les
flavones se different des
flavonols seulement par le
manque d'un OH libre en C3, ce
qui affecte ainsi leur
absorption aux UV, mobilité
hromatographique et les
réactions de coloration

Caractérisés par leur
variabilité  structurale dont
'attachement du cycle B se fait
en C3. IIs sont présents dans
les plantes sous forme libre ou
glycosylée.

Flavan3ols ainsi que flavan3,
4diols sont tout les deux
impliqués dans la biosynthése
de proanthocyanidines (tanins
condensés) par des
condensations  enzymatiques
et chimiques

Représentent le groupe le plus
important des substances
colorées, ces pigments
hydrosolubles contribuent a la
coloration des angiospermes.



&5 coumarines

Elles sont issues du métabolisme de la phénylalanine via un acide cinnamique, 1’acide
p-coumarique (Figure 9). Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants
Organiques tels que I’éther ou les solvants chlorés dans lesquels ils sont extractibles. Elles ont
un spectre UV caractéristique.

Les coumarines (Tableau 6) présentent des effets cytotoxiques, antivirales,
Immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur),
Hypotensives, elles sont aussi bénéfiques en cas d’affections cutanées. [44]

5 4

Rs N

Figure 9 : structure de base des coumarines [44]

Tableau 6: Quelques exemples de coumarines

Nom de coumarine Re Ry Rs
Ombelliférone H OH H
Herniarine H OCHs H
Esculétol OH OH H
Scopolétol OCHs OH H
Scopanone OCHs OCHs H
Fraxéto OCH; OCH; OH
&e larnins

Les tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux et surtout
les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est
formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques, leur

degré d’oxydation (Figure 10) [45]. Caractérisées par leur astringence, ils ont la propriété de
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précipiter les protéines (fongiques ou virales) et les métaux lourds. Ils favorisent la
régénération des tissus et la régulation de la circulation veineuse, tonifient la peau dans le
cas des rides. lls sont abondants dans les organes végétaux jeunes. Deux groupes de tanins
différents aussi bien par leur structure que par leur origine biogénétique sont distingués : les
tanins hydrolysables et les tanins vrais (non hydrolysables). Certains tanins auraient des

propriétés anti-oxydantes et bactériostatiques [46].

Ri= Ro= H : Afzéléchol
R;= OH : R>= H : Catéchol
R; = R = OH : Gallocatéchol

Figure 10 : Structure de base des tanins.

% Lestanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables sont des esters du glucose et d’acides phénols que sont 1’acide
gallique (tanins galliques) et I’acide éllagique (tanins éllagiques). Leurs polyméres sont appelés
des tannoides. lls sont caractéristiques des Angiospermes dicotylédones [46]
% Les tanins non hydrolysables
Les tanins vrais, non hydrolysables sont des polymeéres de flavonols (catéchols) et de
proanthocyanidols qui donnent par ébullition avec les acides minéraux dilués des composés

insolubles amorphes et de couleurs rouges appelés phlobaphenes ou rouge de tanins [46].
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Chapitre IV

«LES HUILES ESSENTIELLES »



I- -Historique

Les premieres preuves de fabrication et d'utilisation des huiles essentielles datent de I'an 3000
avant J.C [47] Les huiles essentielles semblent donc avoir accompagné la civilisation humaine
depuis ses premieres geneses. Les egyptiens puis les grecs et les romains ont employé
diverses matieres premieres végétales ainsi que les produits qui en découlent, notamment les
huiles essentielles. Ces utilisations concernaient différents domaines : parfumerie, médecine,
rites religieux, coutumes paiennes, alimentation, etc.

L'étape byzantine de la civilisation a permis l'instauration des bases de la distillation
avec l'ere arabe de la civilisation, I'huile essentielle devient un des principaux produits de
commercialisation internationale. Ainsi, vers I'an mille, Avicenne, médecin et scientifique
persan, a defini précisément le procédé d'entrainement a la vapeur. L'lran et la Syrie
deviennent les principaux centres de production de divers types d'extraits aromatiques.

Par la suite, les huiles essentielles ont bénéficié des avancées scientifiques, au niveau
des techniques d'obtention et de I'analyse de leur composition chimique. Parallelement, leur
utilisation a aussi tiré profit de I'avénement de l'aromathérapie. René-Maurice Gattefosse a
crée, en 1928, le terme de I'aromathérapie et il a mené de nombreux travaux concernant les
huiles essentielles, notamment leurs propriétés ; ces résultats seront a lI'origine de nombreuses
autres recherches [48].

II-Définition

Le terme « huile essentielle » a été inventé au 16 ™ siécle par le médecin Suisse
Parascelsus Von Hohenheim pour désigner le composé actif d’un remede naturel [49]. De trés
nombreux auteurs ont tenté de donner une définition des huiles essentielles. D’aprés William
Naves [1874-1936], aucune des définitions des huiles essentielles n’a mérité de la clarté, ni
celui de la précision. Cet auteur définit les huiles essentielles comme « des mélanges de divers
produits issus d’une espéce végétale, ces mélanges passent avec une certaine proportion d’eau
lors d’une distillation effectuée dans un courant de vapeur d’eau » [50].

Cette définition a été reprise a peu de choses prés par AFNOR et ISO : « I’huile
essentielle est le produit obtenu a partir d’'une matiére premiere d’origine végétale, soit par
entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe frais de
certains agrumes, soit par distillation. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase
aqueuse par des procédés physiques » [51,52].

Pour certains auteurs comme Carette (2000), il est important de distinguer huile

essentielle et essence ; cette dernicre est une sécrétion naturelle élaborée par 1I’organisme
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végétal, contenue dans divers types d’organes producteurs, variables selon la partie de la
plante considéree. En revanche, une huile essentielle est un extrait naturel de matiéres
premiéres d’origine végétale, obtenu par distillation par la vapeur d’eau, ¢’est-a-dire que
I’huile essentielle est 1’essence distillée.

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Parmi les
500 000 especes végétales, 10% seulement sont dites « aromatiques », ¢’est-a-dire qu’elles
synthétisent et sécrétent des infimes quantités d’essence aromatique [53,54]. Certaines
familles se caractérisent par le grand nombre d’espéces a essences qu’elles groupent, en
particulier les Labiés, les Ombelliferes, les Myrtacées et les Lauracées [55].

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la
cellule et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockées dans des cellules dites
cellules a huiles essentielles, dans des poils sécréteurs, dans des poches sécrétrices ou dans
des canaux sécréteurs [53, 56,57]. Elles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux :
les fleurs, les feuilles, les racines, les rhizomes, les fruits, le bois et/ou les graines [58,59].

III- Chimie des huiles essentielles

II1.1. Composition chimique

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés
odorants distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s’agit des terpénes,
prépondérants dans la plupart des essences, et des dérivés du phénylpropane, retrouvé en tant
que compos¢ majoritaire dans quelques unes, telles que les essences d’anis, de cannelle, de
girofle, etc.... Divers autres constituants minoritaires leurs sont associés. De nombreux
dérivés porteurs de fonctions diverses sont également considérés comme des composes
terpéniques.

Les composés terpéniques sont issus d’une voie métabolique secondaire de 1’acide
mévalonique. Suivant le nombre entier d'unités pentacarbonés (C5) ramifiées, dérivées du 2-

méthylbutadiéne (isoprene).
CHy

A
H,C

CH,

|soprene

Figure 11 : Structure de I'unité isoprénique

La structure des composés des huiles essentielles est constituée d’un squelette hydrocarboné,
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constituant une chaine plus ou moins longue. Sur ce squelette de base est souvent présent un
ou plusieurs sites fonctionnels semblables ou différents. La majorité des sites fonctionnels
sont des sites oxygénés avec un ou plusieurs atomes d’oxygene, pour quelques groupes
fonctionnels azotés ou soufrés [60].
Selon Mailhebiau (1994) [61], cette structure varie en fonction :

% Nombre d’atomes de carbone qui la constitue.

+ Caractére saturé ou insaturé des liaisons, et leur agencement : linéaire ou cyclique.

¢ La configuration spatiale (forme de chaise, de bateau, de triédre...).

% La nature des groupes fonctionnels : terpenes, alcools terpéniques, cétones,

phénols.

Tableau 7: Nomenclature des terpenes [62]

Nombre d’atomes Unité d'isopréne Nomenclature
10 2 Monoterpénes (C10)
15 3 Sesquiterpenes (C15)
20 4 Diterpenes (C20)
25 5 Sesterpénes (C25)
30 6 Triterpenes (C30)
40 8 Tétraterpénes (C40)

II1.2. Utilisation des huiles essentielles [63]
Ces produits naturels présentent un grand intérét comme matiere premiére destinée a
différents secteurs d’activité tels que:
111.2.1. En pharmacie
Les H.Es peuvent étre utilisés comme:
» l'aromatisation des médicaments destinés a la voie orale.
» pour leurs actions physiologiques (Menthes, Verveine, Camomille).
111.2.2. Dans I'industrie
< Parfumerie et cosmétologie
De nombreux parfums sont toujours d'origine naturelle et certaines H.Es constituent des
bases des parfums.Exemples: Rose, Jasminen etc....

«» Alimentation
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Les H.Es (huile de citron, de menthe, de girofle) sont trés utilisées dans 1’aromatisation

des aliments (jus de fruits, patisserie).
IV- Extraction des huiles essentielles

IV.1.historique

Depuis longtemps, les hommes avaient cherché le moyen de séparer les éléments huileux des
produits aromatiques. Ils réussirent en soumettant la maticre a I’action de la chaleur. Les
substances aromatiques étaient transformées en vapeur ; il suffisait de les recueillir et de les
refroidir pour les obtenir sous forme liquide.
Ce procédé qui se faisait a feu nu, prit le nom de distillation. Il était certainement connu des
Chinois et des Indiens depuis 20 siecles avant J.C. Les Egyptiens et les Arabes ont prévalu
des caractéristiques médicinales et aromatiques des plantes : la conservation des momies,
I’aromatisation des bains, la désinfection des plaies avec les onguents, les parfums et la
fabrication des boissons aromatiques [63]
IV. 2.Méthode d’extraction

Les huiles essentielles sont des produits obtenus soit a partir des matiéres premiéres
naturelles par distillation a 1’eau, soit a partir des fruits de citrus par des procédés mécaniques
et qui sont séparés de la phase aqueuse par des procédés physiques [52,64].
Les huiles essentielles sont extraites principalement par les méthodes suivantes :

IV.2.1. L’hydrodistillation

L’hydrodistillation (HD) est la méthode la plus couramment employée pour 1’extraction
d’une huile essentielle [65] ; dans son principe, elle correspond a une distillation hétérogene.
Le procedeé consiste a immerger la matiére végétale dans un bain d’eau ; ’ensemble est
ensuite porté a ébullition, a pression atmosphérique (figure 12). Sous I’effet de la chaleur, les
molécules odorantes contenues dans les glandes sécrétrices des végétaux sont libérées sous
forme d’un mélange azéotropique. Bien que la plupart des constituants aient des températures
d’ébullition supérieures a 100°C, ils sont entrainés mécaniquement avec la vapeur d’eau. Le
refroidissement par condensation conduit a la séparation du mélange eau-huile essentielle par
décantation. Le systeme « Clevenger », préconisé par la pharmacopée européenne [66],
permet le recyclage de la phase aqueuse du distillat dans le bouilleur par cohobage
[Clevenger, 1928].Ainsi, I’eau et les molécules volatiles sont séparées, par leurs différences
de densité, dans I’essencier en une phase aqueuse (hydrolat) et une phase organique
surnageante (huile essentielle). La durée d’hydrodistillation, de trois a six heures en fonction

de la matiére végetale a traiter, peut avoir une influence sur le rendement en huile essentielle
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et sur sa composition chimique

Figurel? : Hydrodistillation a 1’aide d’un systéme de type Clevenger.

1V.2.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau
L’entrainement a la vapeur d’eau est ’'une des méthodes officielles pour I’obtention des huiles
essentielles des plantes aromatiques. A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne
met pas en contact direct I’eau et la matiére végétale a traiter [67]. La vapeur d’eau fournie
par une chaudiére traverse la matiére végétale située au dessus d’une grille. Durant le passage
de la vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et libérent 1’huile essentielle qui est
vaporisée sous ’action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle »
Figure 13.Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et I’essencier avant d’étre
séparé en une phase aqueuse et une phase organique (I’huile essentielle).L.’absence de contact
direct entre I’eau et la matiére végétale, puis entre 1’eau et les molécules aromatiques évite
certains phénomeénes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de 1’huile[68].
Les étapes de I’extraction des huiles essentielles d’origines végétales restent identiques
quelque soit le « type » d’extraction utilisé. Il est nécessaire dans un premier temps d’extraire
de la maticre végétale les molécules aromatiques constituant 1’huile essentielle, puis dans un
second temps de séparer ces molécules du milieu par distillation comme cela est explicité

dans la Figurel3
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Figurel3 : Les étapes de 1’extraction des huiles essentielles [68]

V- Méthodes d’analyses des huiles essentielles

Selon la Pharmacopée Francaise et Européenne, le contrdle des huiles essentielles
s’effectue par différents essais, comme la miscibilité a 1’éthanol et certaines mesures
physiques : indice de réfraction, pouvoir rotatoire et densité relative. La couleur et I’odeur
sont aussi des parametres importants [69].
La meilleure carte d’identité quantitative et qualitative d’une huile essentielle reste cependant
le profil chromatographique en phase gazeuse. Il permet de connaitre tres exactement la
composition chimique.

V.1. Chromatographie en phase gazeuse(CPG)

La CPG s’est montrée une méthode appropriée pour la séparation et I’identification des
composants d’une H.E, elle réalise a la fois une analyse qualitative et quantitative.

L’¢échantillon est vaporisé et injecté en téte de colonne. L’€lution est assurée par un flux
de gaz inerte qui sert de phase mobile. La CPG est basée sur le partage de produit analysé
entre une phase gazeuse mobile est une phase (liquide ou solide) immobilisée sur la surface
d’un support inerte [70].
Les constituants des mélanges appelés généralement « solutés » sont inégalement retenus par
la phase stationnaire lors du transit dans la colonne. De ce phénomeéne appelé « rétention »,
les solutés injectés se déplacent avec une vitesse inégale entre eux et inférieure a celle de la
phase mobile, ceci les conduit a sortir de la colonne les uns apres les autres. On enregistre
d’abord un signal dit ligne de base en présence du gaz vecteur seul, puis un pic au passage de

chaque solute séparé.
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V.2.Le couplage Chromatographie phase gazeuse/Spectrométrie de masse

(CPGISM)

Dans le secteur particulier des huiles essentielles, le couplage CPG/SM est, aujourd’hui, la

technique de référence. Lorsqu’on soumet un compos¢é moléculaire a cette analyse, on

déclenche un processus a plusieurs étages

R/
A X4

X/
L X4

lonisation : les molécules présentes dans 1’échantillon se volatilisent sous ’effet du
vide et de la haute température (200°C), il en résulte un mélange d’ions issus de la
fragmentation de 1’échantillon de départ

Accelération : Les ions formés se dirigent vers le dispositif de séparation sous
I’effet d’'un magnétique augmentant ainsi leurs énergies cinétiques.

Séparation : Les ions seront distribués suivant leur rapport masse/charge

Détection : apres séparation, les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux
charges électriques transportees.

Traitement du signal : le signal de sortie de 1’appareil conduit au spectre de masse
qui constitue la représentation conventionnelle de 1’abondance des ions en fonction

de leurs rapports : masse/charge.

L’appareillage CPG/SM permet de fournir un chromatogramme accompagné d’un

ensemble de spectres de masse correspondants & chaque pic chromatographique, ce qui

permet 1’identification précise de la majorité des constituants séparés par la CPG.
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Figure 14 : Identification des constituants d’une huile essentielle par combinaison des
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Chapitre v

Activites biologiques



Activite antioxydante

I.1. Introduction

Les méthodes d’évaluation du caractére antioxydant sont nombreuses et peuvent étre
qualitatives ou quantitatives. La méthode qualitatives, utilisée pour repérer [’activité
antioxydant des composes, sont relativement peu nombreux et font intervenir en général, la
coloration ou la décoloration d’un réactif spécifique en présence d’agents antioxydants. Une
des méthodes les plus utilisées pour la détection d’antioxydants est la chromatographie sur
couche mince (CCM), qui donne naissance a des réactions colorées en présence de tels
composés (Li et al, 1999).

D’autres méthodes, moins pratiques, nécessitent la pulvérisation successive de deux
solutions différentes. Une méthode a phase reversée de la chromatographie (CCM), combinée
avec la détection visuelle pour 1’évaluation de D’activité de balayage de radical libre des
fractions antioxydantes en employant le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH) (Maamri.,
2008)

En ce qui concerne 1’évaluation quantitative de I’activité antioxydante, beaucoup de
méthodes peuvent étre appliquées pour estimer directement [D’activité antioxydante. La
génération de radical libre est directement reliée avec 1’oxydation dans les nourritures et les
systemes biologiques. Les méthodes principales comportent le balayage des radicaux de
superoxyde (O;) ; le balayage de peroxyle d’hydrogéne (H,O) ; le balayage d’acide
hypochloreux (HOCI) ; le balayage du radical d’hydroxyle (OH) ou le balayage du radical de
peroxyle (ROO) (Maamri, 2008).

La plupart des méthodes sont basées sur [’utilisation de systémes générant des
radicaux tres varié€s. Ce sont principalement des méthodes dites "d’inhibition " dans lesquelles
une espéce chimique capable de générer des radicaux libres est utilisée avec une substance
capable de détecter ces espéces. L’échantillon dont on souhaite mesurer le pouvoir
antioxydant est capable d’inhiber la génération des radicaux. Compte tenu de la complexité
des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode unique qui permettrait de refléter le
profil antioxydant d’un échantillon. C’est pourquoi, on effectue différents tests de mesure de
pouvoir antioxydant (Belkheiri, 2010)

Les antioxydants peuvent réagir a différentes étapes du procédé d’oxydation et ils
peuvent avoir plus d’un mécanisme d’action, ce qui ne facilite pas leur classification (Frankel

et Meyer, 2000).
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Selon Huang et al, (2005), les méthodes d’évaluation de 1’activité antioxydante in
vitro peuvent étre divisées en deux grandes catégories suivant les réactions mises en jeu : Les
tests basés sur le transfert d’un atome d’hydrogéne dans lequel I’antioxydant et le substrat
sont en compétition pour les radicaux peroxyles ROO*®

ROO*+ AH —ROO0OH +A®
ROO*+LH —» ROOH +L*

Il existe de nombreuses méthodes de mesure de 1’activité antioxydante (Diouf et al, 2006).
I.2.Techniques d’évaluation de I’activité antioxydante
> Piégeage du radical 2,2-diphényl-1picrylhydrazyl (DPPH®)

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (a,a-diphenyl-B-
picrylhydrazyle) fut I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure
activité antioxydant des composes phénoliques (Blois, 1958 ; Brand-Williams et al,
1995).La réduction du radical DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométric UV visible, en mesurant la diminution de [’absorbance a 517nm
provoquée par la présence des extraits phénoliques. Le DPPH est initialement violet, se
décolore lorsque 1’¢lectron célibataire s’apparie. Cette décoloration est représentative de la
capacité des composés phénoliques a piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes
activités enzymatiques. Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir
antiradicalaire direct de différentes substances phénoliques des extraits (Molyneuxs, 2004).

» Reduction de fer : FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)

Comme son nom I’indique, cette technique a été développée pour mesurer la capacité
du plasma a réduire le fer ferrique (Fe®") en fer ferreux (Fe?*). En effet le Fe**participe & la
formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. Le Fe®*a un pH faible forme un
complexe avec la 2, 4,6-tris (2-pyridyl)-1, 3,5-s-triazine (TPTZ) de couleur bleue qui a une
absorption maximale a 594 nm. Ainsi, la formation de ce complexe indiquera un pouvoir
réducteur et déterminera la capacit¢ d’un composé a se comporter comme un antioxydant.

Les valeurs sont obtenues par comparaison de 1’absorbance a 594 nm du mélange réactionnel
contenant 1’échantillon a tester avec celle d’un mélange réactionnel contenant une
concentration connue en Fe?* (Benzieet et Strain, 1996 ; Pulido et al, 2000). Ce test nous

servira a évaluer I’activité anti-oxydante des composés purs uniquement.
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II- Activite antimicrobienne

I.1.Introduction

L'homme vit dans un environnement peuplé d'un grand nombre de
microorganismes qui sont présents dans l'air, dans le sol, dans les eaux douces, dans les
eaux marines, a la surface de la peau et les muqueuses ainsi qu'au niveau du tube
digestif, de l'arbre respiratoire et de l'appareil urinaire. Ces microorganismes sont
constitués par les bactéries, les virus, les champignons et les parasites. Ils sont soit des
hotes naturels de 'homme et donc saprophytes (flore digestive par exemple), soit ils
déterminent une infection et donc pathogenes.

Le monde bactérien est tres vaste et les bactéries peuplent notre environnement.
Elles assurent a la surface du globe, sur le sol et dans les eaux d'innombrables fonctions;
elles exercent des actions bénéfiques (ex: bactéries fertilisantes du sol), mais d'autres
peuvent provoquer des infections chez les plantes, les animaux et également chez
I'homme [Khiati M (1998) Guide des maladies infectieuses et parasitaires. OPU,
Alger)

I1.2.Techniques d’évaluations de I'activité antibactérienne

» Méthode de I’aromatogramme

En plus de I’appellation méthode de 1’aromatogramme (Abdesselam, 2006), elle est
appelée aussi technique de I’antibioaromatogramme (Jacob, 1979), méthode de VINCENT
(Pibiri, 2006), méthode de diffusion dans la gélose (agar) (Razakarivony et al., 2009). Elle
est particulierement adaptée a I’étude de I’action antibactérienne. Elle permet de déterminer la
sensibilité des différentes espéces bactériennes vis a vis de I’huile essentielle donnée. Elle
peut étre aussi adaptée pour tester d’ autres agents antimicrobiens (Wilkinson, 2006).

» Meéthode de dilution

La méthode par dilution a pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrice

(CMI). Elle consiste a déterminer la plus faible concentration d’un agent antimicrobien,

nécessaire pour inhiber la croissance d’un microorganisme (Oussou et al., 2008; Derwich et

al., 2010).
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Chapitre VI

MATERIALS ET METHODES



1-Matériels végétales

La matiére végétale utilisée au cours de cette étude est récolté au mois de mars 2014
dans différents régions de I’ouest algérien (figure 15). L’identification des espéces végétales a
été réalisée au niveau de deux laboratoires, Laboratoire de Biologie végétale et Laboratoire de
Recherche Ecologie et gestion des Ecosystemes naturels.
On rapporte ci-dessous les coordonnées des sites de récoltes pour chaque espece :

» Inule Visqueuse

Tableau 8: Caractéristiques géographiques et bioclimatique 1.Viscosa

Nedrouma 650 35°0° 1°73° Semi-aride a hivers
tempéré

Mansourah 1031 34°52° 1°20° Semi —aride

Ain fezza 1000 34°50° 1°17° Semi-aride

Ain T’émouchent 143 35°17 1°22' Semi —aride

Honaine 380 35°05° 1°27° Semi-aride a hivers
frais

(m) : métre

> Inula Montana

Tableau 9 : Caractéristiques géographiques et bioclimatiques I.Montana

Région Altitude(m) Latitude  Longitude Etage bioclimatique
Oumel Alou 1022 34°49’ 1°16’ Semi-aride tempéré
(m) : métre

Les plantes ont été séchés a I’ombre et & I’abri de I’humidité a température ambiante
pendants quelque jours. Une fois séchées les trois parties de la plante ont été réduites en

poudre puis soumises a I’extraction.
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II-Extraction de [ ’huile essentielle
I1.1.L hydrodistillation

L’appareil utilisé pour I’hydrodistillation est de type Clevenger, il
est constitué d’une
chauffe ballon qui permet la distribution homogéne de la chaleur dans le ballon, un ballon en verre
ou I’on place la matiére végétal séchées et I’eau distillée, une colonne de condensation de la vapeur
(réfrigérant) qui vient de 1’échauffement du ballon
v Technique
350 g de la matiere végétal  séche sont mises dans un ballon a fond rond,
additionnées de 4 L d’eau distillée. L’ensemble est porté a ébullition pendant environ 4
heures. L’H.E est alors entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite condensée en passant par
le condensateur. Le liquide recueilli résulte en un distillat avec une couche d’huile mince ala
surface qui sera par la suite séparée, apres repos du liquide. L huile essentielle obtenue est gardée

au réfrigerateur a 4 °C et a I’obscurité.
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Figure 16 : Montage de I’hydrodistillation.

11.2. Le rendement

Le rendement d’une extraction se calcule par le rapport entre la masse de huile
essentielle extraite et la masse de la matiere vegetale.

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (RHE) est défini
comme étant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue apres I’extraction (M') et la
masse de la matiére végétale utilisée (M). Le rendement est exprimé en pourcentage, et il est

donné par la formule suivante :

III-Caractérisation des huiles essentielles

L’analyse de la partie volatile est réalisée par les techniques suivantes

» Analyse par CPG/FID
Les analyses ont été realisees a 1’aide d’un chromatographe Perkin Elmer Autosystem
GC, équipé de deux détecteurs a ionisation de flamme (FID) permettant la détection des
composants, d™un injecteur diviseur et de deux colonnes (60m x 0,22mm d.i, épaisseur du film
0,25um) respectivement polaire (Rtx-Wax, polyéthyléne glycol) et apolaire (Rtx-1,
polydiméthyl-siloxane). Le gaz vecteur est I’hélium (1mL/min) avec une pression en téte de

colonne de 25 psi. La température de I’injecteur est de 250°C et celle du détecteur de 280°C.



La programmation de la température consiste en une élévation de 60 a 230°C, a 2°C/mm,
puis en un palier de 45 mm & 230°C. L’injection se fait par mode split avec un rapport de
division de 1/50. La quantité d’huile essentielle injectée est de 0,2 uL. Pour chacun des
composants, les indices de rétention polaires et apolaires sont calculés a partir des temps

de rétention d’une gamme d’étalon d’alcane.

v' Couplage CPG/Spectrométrie de masse

Les analyses ont été réalisees a I’aide d’un chromatographe Perkin Elmer Autosystem
XL, doté d’un injecteur automatique et de deux colonnes (60 m x 0,22 mm d.i.; épaisseur du
film : 0,25 um) polaire (Rtx-Wax) et apolaire (Rtx-1), couplé a un détecteur de masse Perkin
Elmer TurboMass. Le gaz vecteur est ’helium (1mL/min) avec une pression en téte de
colonne de 25psi. La température de I’injecteur est de 250°C. La programmation de la
température se fait en une élévation de 60 a 230°C, & 2°C/mm, puis en un palier de 35 mm a
230°C. L’injection se fait par mode split avec un rapport de division de 1/80.

IV-aluation de [ activité anti-oxydante

IV .1.Piégeage du radical libre DPPH® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

) stable de couleur
Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre

violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical
DPPH-est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm

servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH’, qui est proportionnel au

pouvoir antiradicalaire de 1’échantillon (Figure 17). [88]

] HOR —"

NO, o
2 NO-

1.1-Daphdnyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") (DPPH)YH

violet jaune

Figure 17 : Réaction d’un donneur d’hydrogéne (antioxyadant) avec le radical

DPPH®
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» Mode opératoire

Une solution éthanolique de 27 pl/ml de DPPH®° est mélanger )
avec différentes

concentrations Des H.E et I’hydrolat .on met de chaque dilution de ces extraits dans
un tube a essai puis on ajoute 1mL de solution de DPPH,apres incubation a 1’obscurité
pendant 30 min a la température ambiante .la lecture des absorbances est effectuée a 517 nm a

I’aide d’un spectrophotometre (U.V/VIS Spectrophotometer , optizen pop)

> Expression des résultats :
Nous calculons ainsi les pourcentages d’inhibition par la formule suivante :

% DPPH réduit = [(DO contréle - DOE) / DO controle] x 100

DOcontréle : absorbance du DPPH a tO0.

DOE : absorbance aprés ajout de 1’échantillon a tester.
IV .2.Méthode de la réduction du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique
a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe3+)

présent dans le complexe K3Fe(CN) 6 en fer ferreux (Fe2+). En effet le Fe3+participe ala
formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du milieu réactionnel
est déterminée a 700 nm [89]. Une augmentation de I’absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés [90].

» Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu (1986). En
effet, 1 ml de différentes concentrations de chaque extrait dilué dans 1’eau distillée est
mélangé avec 2,5 ml de la solution tampon phosphate (0,2M ; pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure
de potassium (K3Fe(CN) 6) a 1%. Les melanges sont incubés a 50°C pendant 30 min. apres,
2,5 ml de I’acide trichloracétique (10%) est additionné. Le tout est centrifugé a 3000 tours
pendant 10 min. 2,5 ml du surnageant de chaque concentration est mélangé avec 2,5 ml d’eau
distillee et 0,5 ml FeCI3 (0,1%). L’absorbance est mesurée a 700 nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre (U.V/VIS Spectrophotometer, optizen pop)
L’acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif dans cette expérience dans les

mémes conditions opératoires.
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» Expression des résultats

Pour explorée les résultats obtenus, la maniere la plus commune utilisée par la majorité
des auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonctions des differentes
concentrations utilisées. L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur des fractions testées.

V-valuation de /’activité antimicrobienne
L’activité antimicrobienne a été déterminée par deux méthodes :

» Méthode de diffusion ou des aromatogrammes
La méthode des aromatogrammes est la technique choisie pour déterminer I’activité
antibactérienne de I’huile essentielle a tester. Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire
des huiles essentielles sur un milieu solide & I’intérieur d’une boite de Pétri. Cette méthode
nous permet de mettre en évidence ’effet antibactérien de I’huile essentielle sur les bactéries,
ainsi que la détermination de la résistance ou la sensibilité de ces bactéries vis-a-vis de cette
huile essentielle. La sensibilité des souches a I’huile essentielle a été testée par la méthode

décrite par Bauer et Kirby.une culture de 18 h testées sur bouillon Muller-Hinton a été

préparé a une concentration de 108 UFC/ml, ensuite ensemencé sur gélose Miller —Hinton.
Un disque de 6mm de diamétre stérile imprégnée avec 10uL d’huile a été placé au centre de la
plaque inoculée [91].

» Meéthode de dilution

La concentration minimale inhibitrice a été calculée par la méthode de microplaque.
L’huile a subie une dilution successive par ¥z dans des tubes contenant le bouillon Maller-Hinton
par I’ajoute de tween 80 a une concentration de 1%(v/v) pour obtenir une solution homogene .on
a préparé une seconde solution qui contient seulement le bouillon Miller —Hinton et de tween
80 a une concentration de 1%, cette concentration a été utilisée en tant qu’un blanc.

Les inoculums de 107 UFC/ml ont été dilués de 1/100 pour une concentration de 105
UFC/ml.sur les microplaques, 180 ul de la suspension bactérienne 105 UFC/ml ont été déposés a
I’intérieur des puits. Ensuite 20ul des solutions des extraits ont été ajouté.la concentration
finale du tween 80 dans chaque puits est 0.1% (v/v) et les concentrations finales de I’huile
vari de 0.007% 4%.
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VI- Tests phytochimiques

Les especes sélectionnées font lI'objet d’une étude phytochimique qui consiste a détecter
les différents composés chimiques existant dans la plante. Deux solvants de polarités
différentes (eau, éthanol) ont été utilisés, au cours de ces tests qui sont basés sur des essais de
solubilité, des réactions de coloration.

» Extraction par solvants organique (soxhlet)

L’extraction est conduite dans un extracteur de type soxhlet. La partie de la plante
étudiée a été séchée et broyée, 25g de la matiére végétale est placé dans une cartouche en

papier filtre, elle doit étre fermée pour empécher 1’organe de la plante d’étre emporté par les

solvants (éthanol et I’eau), le tout est mis au fond du siphon. Dans un ballon, on introduit 250 ml
de solvant et des fragments de pierre ponce. La durée d I’extraction est de 9 heures. Le

mélange est filtré et I’extrait est soumis aux tests suivants.

Figure 18 :la matiere végétale séche

Les essais phytochimiques sont menés en utilisant les méthodes usuelles décrites pour la
plupart par Harborne (1998) :

- Les composés appartenant au groupe des flavonoides sont mis en évidence par la
réaction a la cyanidine.

- La caractérisation des tanins est faite par la réaction au chlorure ferrique.

- La recherche des alcaloides est réalisée a 1’aide des réactifs généraux de
caractérisation des alcaloides. Deux réactifs voire trois sont utilisés a savoir le réactif de
Dragen dorff, le réactif de Mayer et le réactif de Wagner.

- La recherche des saponosides est basée sur la propriété qu’ont les solutions aqueuses
contenant des saponosides de mousser apres agitation.

- La recherche des stérols et des terpénes peut étre réalisée par la réaction de
Liebermann -Burchard. [92]



I-Composition chimique de I’'H.E des parties aérienne d’LViscosa

L’espéce de I’l.Viscosa a été récoltée dans les stations de Nedrouma et Ain Témouchent
pendant le mois d’avril 2013. Les huiles essentielles sont extraites par hydrodistillation dans
un appareil de type Clevenger avec un rendement 0.05- 0.09%.

L’analyse chromatographique (CPG-Ir & CPG/SM) des huiles essentielles des deux
stations S1 (Nedrouma) et S2 (Ain Temouchent) a permis d’identifier 58 composés,
représentant 91.1% a 54.5% de la composition totale des huiles essentielles. Les
identifications sont établies au Laboratoire de 1’universit¢ de Corse et a 1’aide des

bibliothéques commerciales.

Figure 19 : situation des zones d’étude



Les résultats des analyses sont regroupés dans le Tableau 10 ci-dessous :

N° Composes TR S1(%) S2(%)
1 a-pinene 14.36 35.39

2 Sabinene 16.10 2.43

3 B-pinene 16.38 1.51

4 mycene 16.91 2.93

5 a-phellandrene 17.77 1.84

6 p-cymene 18.64 1.27

7 B- phellandrene 19.22 37.76

8 y-terpinene 20.84 1.60

9 linalool 22.68 0.42

10 Terpinen-4-ol 27.91 0.46

11 myrtenol 28.60 0.11

12 Bornyl acetate 34.97 1.36

13 E-B-caryophyllene 43.83 1 3.72
14 Caryophyllene oxyde 52.61 1.25

15 B-eudesmol 56.35 0.14 6.95
16 Epi-a-bisabolol 58.19 1.63 0.98
17 nonanal 22.54 0.07
18 y-terpinolene 28.38 0.45
19 decanol 29.10 0.29
20 tridecene 35.54 0.24
21 Theaspirane | 35.97 0.20
22 Cis-3-hexenyl tiglate 36.83 0.45
23 Theaspirane Il 37.22 0.02
24 Geranyl acetone 44.55 0.11
25 Guaia-6,9-diene 45.04 0.91
26 a-humulene 45.79 1.14
27 alloaromadendrene 46.32 0.47
28 a-curcumene 46.97 0.14
29 y -muurolene 47.20 0.85
30 Gemacrene 47.58 0.07
31 Cis-p-guaiene 47.82 1.19
32 ledene 48.31 0.23
33 a-muurolene 48.70 0.13
34 y -cadinene 49.06 0.17
35 -curcumene 49.25 0.08
36 Cis/trans calamenene 49.38 0.16
37 cadinene 49.57 0.61
38 E-nerolidol 51.38 0.27
39 Cis-3-hexenyl benzate 51.61 0.62
40 spathulelenol 51.90 0.81
41 Caryophyllene oxyde 52.91 11.50
42 globulol 53.36 4.33
43 copaborneol 53.80 0.21
44 -oplapenone 54.04 0.36
45 Humulene epoxyde I1 54.23 0.76
46 aromadendrene 55.18 2.42
47 v -eudesmol 55.56 0.69
48 Epi-cubenol 55.69 1.57
49 a-eudesmol 55.83 1.23
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50 Trans muurolol 56.19 0.58

51 7,a-eudesmol 56.99 0.90
52 bulesol 57.44 1.61
53 a-bisabolol 58.34 1.61
54 Endes-,11-en-4a-ol 58.71 1.88
55 2-pentadecanone 59.13 1.18
56 pentadecanal 59.70 0.86
57 y —curcumen-15-al 61.50 1.07
58 E-phytol 79.12 0.41

91.5% 54.5%

% d’identification

Tableau 10: Composition chimique de I’huile essentielle des parties aériennes I-Viscosa (S1 & S2)

L’histogramme 1 montre les classes de composés caractéristiques de 1’huile essentielle
de la partie aérienne d’l.Viscosa (S1). Les analyses chromatographiques (CPG-Ir & CPG/SM)
révelent que :

L’huile essentielle de | .Viscosa  est caractérisée par la prédominance des
monoterpenes hydrocarbonés (84.73%) avec le - phellandrene (37.76 %) comme composé
majoritaire et d’autres composés en  quantités relativement plus faibles en sesquiterpénes
hydrocarbonés (1%),  sesquiterpénes oxygénés (3.02%) et en monoterpenes 0xygénés
(2.35%).

Histogramme 1 : Composition chimique de 1’huile de 1’l.Viscosa (S1)



Concernant I’huile essentielle de la partie aérienne du |’Lviscosa (S2), les résultats
mentionnés dans le Tableau 11, permettent de tracer I’histogramme 2.

Histogramme 2 : Composition chimique de I’huile de I’l.Viscosa

L’histogramme 2 montre les classes de composés caractéristiques de 1’huile essentielle
d’l.Viscosa (S2). Cette huile essentielle est proportionnellement composée de sesquiterpénes
oxygéné (27,16%) avec B-eudesmol (6.95%) comme composé majoritaire, sesquiterpénes
hydrocarbonés (24.48%) le composé principal est I’oxyde de caryophylléne (11.50%) ;

Les oxygénés non terpéniques (1.47 %).

On révele, en outre, la faible présence de ces deux classes ci-dessous:
» Mono terpénes oxygéné (0.74%)
» Diterpene (0.41%).

H2C H3C

CHa

Figure 21 : B-eudesmol Figure 20 : B- phellandrene



Aprés avoir réalisé une série d’analyses, on a constaté que la composition de 1’l.Viscosa n’est
pas la méme entre Ain Temouchent et Nedrouma. On comparant nos résultats avec les
travaux déja fait dans différents endroits dans le monde, on remarque aussi une différence de
composition et cela et dii aux facteurs environnementaux « sol- la température ... »
W-Gompasition — chimigue  de [ X dos parties  adrionne
41.Montana

Les extractions des H.Es de la partie aérienne d’Inula Montana récoltée en mars 2013
dans la région de Tlemcen, sont réalisées par la technique d’hydrodistillation a I’aide d’un
appareil de type Clevenger. Le rendement moyen obtenu est de 1’ordre de 0,01%. L’analyse
chromatographique (CPG-Ir & CPG/SM) de I’huile essentielle a permis d’identifier 35
composés, représentant 72.6% de la composition totale des huiles essentielles.
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Tableau 11 : Composition chimique de I’huile essentielle des parties aériennes I. Montana

N° Composés RI,” RI, ¢ Rl ¢ %
1 tricyclene 920 922 1014 Tr
2 o-thujene 932 924 1025 Tr
3 a-pinene 936 933 1025 32
4 a-fenchene 941 943 1039 0,6
5 camphene 950 945 1061 0,3
6 sabinene 973 967 1122 4,3
7 B-pinene 978 972 1112 1,4
8 myrcene 987 983 1160 3,3
9 o-phellandrene 1020 999 1165 1,5
10 3-carene 1050 1008 1150 9,6
11 p-cymene 1050 1010 1266 0,5
12 limonene 1050 1023 1201 4,3
13 B-phellandrene 1030 1023 1209 1,4
14 (E)-B-ocimene 1010 1037 1247 0,7
15 Y-terpinene 1010 1049 1243 0,7
16 (E)-sabinene 1010 1053 1445 0,2
hydrate
17 terpinolene 1020 1080 1281 3,2
18 (Z)-sabinene 1070 1084 1537 0,8
hydrate
19 linalool 1030 1084 1549 0,2
20 3-octyl acetate 1130 1107 1330 0,2
21 veratol 1120 1113 1713 0,1
22 (Z)-verbenol 1070 1128 1642 0,3
23 lyratol 1100 1146 1778 0,1
24 terpinen-4-ol 1140 1162 1591 2
25 o-terpineol 1160 1181 1691 0,1
26 dihydro-neo- 1280 1212 1795 tr
carveol III
27 linalylacetate 1290 1239 1552 0,2
28 (E)-anethole 1240 1261 1815 0,1
29 bornylacetate 1290 1269 1562 0,7
30 5-isopropyl- 1270 1298 2258 tr
3methyl phenol
31 o-terpinylacetate 1350 1333 1686 1,8
32 (E)myrtanylacetate 1360 1370 1479 0,1
33 B-bourbonene 1360 1384 1518 0,1
34 B-elemene 1390 1386 1584 0,2
35 -funebrene 1490 1411 1591 1,6

d’identification %

72.6%

“Ordre d’¢lution est donné sur colonne apolaire (Rtx-1)° Rivit : indices de rétention de la littérature sur
colonne apolaire reportés a partir de Konig et Coll., 2001 et NIST, 2005.° Rla: indices de rétention sur colonne
. indices de rétention ; MS : spectre de masse en mode impact électronique ; tr : trace
(<0.05%) ; d¢ % : pourcentages des composés. Stations: TLEMCEN. Réf1, Composeés identifiés a partir des
_données de la littérature Konig et Coll., 2001; Ref2, Composés identifiés des données du NIST

apolaire Rtx-1. RI
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L’histogramme 3 montre les classes de composés caractéristiques de I’huile essentielle
de la partie aérienne d’l.Montana. Les analyses chromatographiques (CPG-Ir & CPG/SM)
révélent que :

L’huile essentielle de la partie aérienne de I’Inula Montana, est principalement
dominée par la classe des monoterpénes hydrocarbonés (63.8%), On note que cette famille est
caractérisée par I’abondance du a-pinéne (32%). Les monoterpénes oxygenés (3.9 %) sont
nettement dominés par le terpinen-4-ol (2%).

Une autre classe de composes présente dans I’huile essentielle est celle des
sesquiterpénes hydrocarbonés (1.9%) qui sont nettement dominés par le p-funebrene (1.6%).
D’autres classes sont présentes telles que :

> Les oxygenés non terpéniques (3%) Cette classe est dominée par le a-terpinylacetate
(1.8%).

Histogramme 3 : Composition chimique de I’huile de 1’l.Montana

Figure 22 : a-pinéne



III-Evaluation de I'activité antimicrobienne et antioxydante des huiles essentielles
» ANTIOXYDANTE DES HUILES ESSENTIELLES

L’activité antioxydante des H.Es est évaluée par deux méthodes : le test de la
réduction du radical libre du DPPH et le test de réduction du fer (FRAP). La comparaison
et la validation des résultats sont effectués avec un contréle positif utilisant I'acide

ascorbique ET BHT.

> Efégmg@ du radical libre DR RIC (2 Z-diphényle- 1 piorylhpdrazapl)

Le radical DPPH-est I’un des substrats les plus utilisés généralement pour 1’évaluation
rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la
simplicité de 1’analyse. L’activité antioxydante est déterminée par la diminution de
I’absorbance d’une solution alcoolique de DPPH-a 517 nm, qui est du a sa réduction a une
forme non radicalaire DPPH-H par les antioxydants (AH) donneurs d’hydrogénes  présent
dans I’extrait végétal ou par une autre espece radicalaire comme le montre les équations
suivantes :

DPPH- (yiolet) + AH DPPH-H (jaune) + A- (radical)
— DPPH-+ R- DPPH-H
L’activité antioxydante des H.Es e de L 'Tnula Viscosa et Inula Montana est évaluée
par la mesure des absorbances a différentes concentrations. La comparaison et la validation

des resultats sont effectués avec un contréle positif utilisant 1’acide ascorbique.

Figure 23 : structure de I’acide ascorbique

L’ensemble des résultats sont regroupés dans le Tableau 12.
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Tableaul2 :% inhibition de H.E d’l.Viscosa & |.Montana aprées 30 mn

Cc (mg/ml) 0.05 0.09 1.2 1.5 2 ICso (Mmg/ml)
H.V 25.5 39.6 529 59.3 63.23 0.97
Cc (mg/ml) 0.05 0.062 0.072 0.08 0.09
0.066
H.M 36.9 47.5 53.4 59.2 68
Cc(mg/ml) 0.04 0.05 0.06
AA 39 51 65 0.049

A la lumiere de la lecture des résultats mentionnés dans le Tableau 12 : on en déduit
gue I’inhibition de la décoloration du radical DPPH est en fonction de différent concentration
et du témoin acide ascorbique. L’huile essentielle de 1I’l.Montana pouvait ramener le radical
libre stable 2.2 diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) au diphenylpicrylhydrazine jaune-coloré
avec un ICso de 0.066mg/ml montrant une activité antioxydante superieur a celle de I’acide
ascorbique avec ICso 0.049mg/ml. L’activité de I’huile de I’Inula Viscosa est plus faible
parce que le pourcentage d’inhibition est de 25.5% a concentation de 0.05 mg/ml donc 1Csg
est plus fort 0.97 %

> Réduction du fer . ~5FRA 'R (stermic reducing antioxidint power)

C’est une analyse de I’activité antioxydante qui est rapide, reproductible, et facile a
exécuter. Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique
Fe3+en fer ferreux Fe2+. La puissance de réduction est 1’un des mécanismes antioxydants.
[93].

Co(”rf]zr/'rt;it)'o” 0,00000 | 0,00025 | 0,00051 | 0,00076 | 0,00102 | 0,00203 | 0,00305 | 0,00407 | 0,00610 | 0,00814 | 0,01017

Absor BHT | 0,000 | 0781 | 1305 | 1774 | 1,982 | 2552 | 2585 | 2.738 | 2.757 | 2,770 | 2.826
HM 0,000 | 0254 | 1,200 | 1460 | 1,693 | 2.360 | 2,500 | 2,590 | 2.640 | 2,670 | 2,700
ny; 0 005 | 0,095 | 01 | 012 | 0,164 | 018 | 0,186 | 019 | 0,196 | 02
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Figure 24 : Pouvoir réducteur des H.Es et de I’acide ascorbique par la méthode FRAP
Les résultats obtenus dans la figure 24, montrent que la capacité a réduire le fer est

presque la méme pour huile d’Inula Montana et elle est plus élevée par rapport huile d’I.
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Viscosa qui a présenté une tres faible activité avec des valeurs observées de densités optiques
(DO) qui ne dépassent pas le 0.5mg/ml (DO=0.2) a une concentration de 0.01017 mg/ml.

Donc I’inule montagne présente une activité anti oxydante intéressante par rapport BHT.

SIS valuation de | activité antibactérienne

Dans le cadre d’une collaboration avec le Laboratoire de microbiologie & I’agroalimentaire
biomédical et & I’environnement Département de Biologie, Université de Tlemcen, on a
évalué les activités antibactériennes des huiles essentielles étudiées vis-a-vis de huit souches
bactériennes de référence.

» Quatre bactéries a Gram positives : Staphylococcus aureus ATCC 25923 ; Listeria
monocytogenes ATCC 19115 ; Enterococcus faecalis ATCC 29212 ; Bacillus cereus ATCC
11778.

» Trois bactérie a gram négative : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ; Klebsiella
pneumoniae ATCC 70603 ; Escherichia coli ATCC 25922.

> Levure : Candida albicans ATCC 10231
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Tableau 13 : Activités antibactériennes des huiles essentielles

ICuiles essenticlles
Inula Viscosa INULA Montana
Souches Diameétres CMI Diameétres CMI
D’inhibitions (mg/mL) D’inibitions  (mg/ml)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 6 / 6 /
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 9 / 6 /
Escherichia coli ATCC 25922 6 / 6 /
Staphylococcus aureus ATCC 25923 8 4.00 10 0.25
Listeria monocytogenes ATCC 19115 7 2.00 7 1.00
Bacillus cereus ATCC 11778. 6 / 6 /
Candida albicans ATCC 10231 6 / 6

Enterococcus faecalis ATCC 29212 6 6

D’apres le tableau nous constatons facilement que 1’huile essentielle des Inules n’a
pas une bonne activité, nous avons enregistré les plus grands diamétres d’inhibition allant de 7
a 10 mm et les CMI les plus intéressantes allant de 0.25 a 4 mg/ml.

L’huile d’l. Viscosa a montré une activité plus faible contre Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et Listeria monocytogenes ATCC 19115 avec un diametre d’inhibition a partir
de 7 et 8 mm et la CMI entre 2 a 4 mg/ml.par contre I’huile essentielle de 1I’l.Montana inhibe
faiblement la souche Listeria monocytogenes ATCC 19115 avec un diamétre de 7 mm et
une concentration minimale inhibitrice de 1 mg/ml.

Les souches de Gram négative telles que : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ;
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 ; Escherichia coli ATCC 25922, et deux souche de
Gram positive Enterococcus faecalis ATCC 29212 ; Bacillus cereus ATCC 11778.et
Candida albicans ATCC 10231 (levure) ont été complétement résistant a cette H.E parce que
ni diametre d’inhibition ni CMI ont été observe.

L’huile de I’l.Montana a montré a une activitt modeste contre Staphylococcus
aureus ATCC 25923 avec le diametre de 10mm et la CMI égale 0.25 mg/ml (figure25)
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Résultat & interprétation

I.Montana J|

Figure 25: la zone d’inhibition de Staphylococcus par huile de I’l.Montana et I.Viscosa

IV-Examen phytochimique

Dos nos jours,la découverte de ressources naturelles du monde végétal reste capitale
pour la mise au point de nouveaux reméde thérapeutiques.ces composés chimiques sont
déterminés par une étude phytochimique qui consiste a caractérisée les différents catégories
de molécules existantes dans les palntes.ces derniéres peuvent servir,non seulement ,a obtenir
des principes actifs utilisés comme agents thérapeutiques,mais comme matériaux
économiques.

Pour cela, nous avons soumis la parties aérienne de 1’l.Viscosa et I.Montana aux tests
phytochimiques.au cours de ces tests deux solvants de polarité croissante (ethanol, eau) sont

utilisés.les résultats obtenus de la plante sont résumés dans les tableaux ci-dessous :

» Tableau 14: épuisement a I'éthanol

Famille de composés 1.Viscosa I.Montana
Alcaloide + +
Flavonoide ++ ++

tanins ++ ++
Composés réducteurs + +

stéroide - -
coumarine - -

Tableau 15 : épuisement a H,0

Famille de comosés 1.Viscosa l.montana
amidon - +
saponoside ++ ++

Tanins + +

Alcaloides sel - -

+++ : test tres positif, ++ : test moyennement, + :test faiblement positif ;- :test négative.

A partir des résultats du screening phytochimique , nous pouvons conclure que :
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les alcaloides sont trés faiblement présents dans la partie de plante, Les flavonoides et les
tanins sont caractérisés avec une dominance importante ; des tests positifs a liqueur de
Fehling peuvent I’existence des composés réducteurs avec une quantité variable .les
saponosides sont present fortement dans les deux plantes, enfin les tests prouvent .absence
des alcaloides sel, coumarines, stéroide dans la partie aérienne de 1’l.Viscosa et I. Montana.

Les résultats montre que les deux plantes sont riche en composés polypheénols.
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CONCLUSION GENERALE



Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. Une étude des propriétés antioxydante et antibactérienne a
concerné deux plantes, appartenant a la famille des astéracées tres fréquemment employées
en Algérie.

La composition chimique, des huiles essentielles extraites des parties ariennes de [’Inula
Viscosa et |.Montana provenant de différentes stations de 1’ouest d’Algérie, a fait 1’objet
d’une étude détaillée par une analyse chromatographie en phase gazeuse a la spectrométrie
de masse (CPG, Ir et CPG/SM).

L’huile essentielle de I’'ILMontana est, également, étudiée pour la premiére fois. Elle
renferme en majorité des monoterpénes hydrocarbonés (63.8%), On note que cette famille est
caractérisée par 1I’abondance du a-pinéne (32%). Les monoterpénes oxygénés (3.9 %) sont
nettement dominés par le terpinen-4-ol (2%).

L’étude de la variabilité interspécifique et intra spécifique de I'Inule Visqueuse sur les
différentes stations réparties dans 1’ouest d’Algérie. Les résultats des analyses des huiles
essentielles en fonction de I’évolution végétative de la plante révelent que la composition
chimique des huiles essentielles des deux Inules varie, considérablement, par rapport a la
période de la récolte.

Dans la seconde partie de cette étude, une évaluation des activités antibactérienne et
antioxydante des huiles essentielles obtenues est réalisée. L’activité antibactérienne des huiles
essentielles est menée sur des souches ; Les résultats montrent que les huiles essentielles de
I’Inula Montana sont actives contre Staphylococcus aureus ATCC 25923. D’autre part,
I’activité antioxydante des H.Es est également, testée avec deux methodes, a savoir la
réduction relative du radical (DPPH) et le test de réduction de fer (FRAP). Les tests montrent

un pouvoir antioxydant intéressant des huiles essentielles de [I’lnula Montana.
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The knowledge of the traditional healers often represents a base for
pharmacological and phytochimic research on the natural drugs. This work
concentrated initially on the extraction of essential oil and the medicated
water of two species of inula: Inula Viscosa and Inula Montana. Then the
evaluation of their antioxydant and antimicrobic activity in vitro and
chemical composition by spectral analysis CPG/SM. The got results show
that the H.E and the medicated water of the two species have an important
antioxvdant power sight the presence of the flayonoides. on the other hand
they have a moderated antimicrobic power. Keywords: Viscosa inula,
Montana Inula. essential Oil. Activities Biological.
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[La connaissance des guérisseurs traditionnels représente souvent une base
pour la recherche pharmacologique et phytochimique sur les médicaments
naturels, Ce travail s'est concentré en premier licu sur I’extraction de
I"huile essentielle de deux espéces d'inule : Inula Viscosa et Inula
Montana. Puis I'évaluation de leurs activité antioxydante et
antimicrobienne in vitro et composition chimique par analyse spectrale
CPG/SM. Les résultats obtenus montrent que I'H.E des deux espeéces ont
un pouvoir antioxydant importants vue la présence des flavonotdes, par
contre elles ont un pouvoir antimicrobien modéréMots clés: Inula Viscosa,
Inula Montana,Huile essentielle . Activités Biologiques.



