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Introduction Générale

La médecine traditionnelle repose sur utilisation des plantes pour se soigner, connue
sous le nom ” la phytothérapie ”. Du grec ” phyton ” qui signifie plante et ” therapein ”
qui signifie soigner, il s’agit donc d’une thérapeutique allopathique destinée a prévenir
et traiter des troubles fonctionnels et des états pathologiques bénins par des plantes

médicinales dénuées de toxicité dans les conditions normales d’utilisation.

La médecine traditionnelle a une longue histoire. C’est la somme des connaissances, des
compétences et des pratiques fondées sur les théories, les croyances et les expériences
indigenes de différentes cultures, qu’elles soient explicables ou non, utilisées dans le main-
tien de la santé ainsi que dans la prévention, le diagnostic, ’amélioration ou le traitement

des troubles physiques et la maladie mentale [4].

Selon 'organisation mondiale de la santé (OMS), pres de 80% des populations dépendent
de la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaire [5]. Des avantages écono-
miques considérables dans le développement de cette médecine et dans 'utilisation des

plantes médicinales pour le traitement des diverses maladies ont été constatés [6].

De nos jours, les vertus thérapeutiques des plantes présentent un regain d’intérét grace a
I’amélioration des techniques extractives et aux progres des méthodes d’analyses struc-

turales pour la découverte de nouveaux principes actifs. On estime que deux tiers des



médicaments actuels ont une origine naturelle obtenus par hémi-synthese ou par modi-

fication d’un produit naturel [7].

La phytothérapie présente de nombreux avantages qui expliqueraient le retour a son

utilisation [8] :

— Au niveau de la santé publique : la phytothérapie évite I'iatrogénie de facon générale,
ne génere pas de dépendance médicamenteuse nécessitant un sevrage a l'arrét du
traitement.

— Au niveau écologique et environnemental : les plantes sont prélevées de la nature et y
retournent apres métabolisation dans ’organisme. Au contraire des médicaments pro-
venant de I'industrie chimique, qui accumulent dans ’environnement des substances
médicamenteuses potentiellement toxiques.

— Au niveau économique : les produits de phytothérapie sont, en général, bien moins

chers que les produits de médecine classique (en particulier les tisanes).

Les plantes constituent une source immense de molécules chimiques complexes (méta-
bolites secondaires), largement exploités dans les industries cosmétologiques, agroali-
mentaires et pharmaceutiques. Parmi ces métabolites, on distingue les terpénoides, les
alcaloides et les polyphénols. Ces derniers et principalement les flavonoides sont essen-
tiellement connus pour leurs nombreuses activités biologiques, parmi lesquelles : leur
actions antioxydantes, antiinflammatoires, anticancéreuses et antimicrobienne. Ils parti-
cipent a combattre les radicaux libres issues de I'oxygene et de ’azote. Les radicaux libres
étant naturellement produits dans la cellule durant la respiration et le métabolisme, leur
accumulation excessive peut endommager la cellule par altération de ses biomolécules.
Ces dommages souvent irréversibles sont & l'origine de nombreuses maladies dégénéra-
tives [9, 10].Dans cette étude, nous nous sommes plus particulierement intéresés aux
composés dotés d’une activité antioxydante. les especes réactives de 'oxygene libérées
par 'organisme humain, au cours des diverses attaques sont éliminées ou piégées par des

molécules douées de propriétés antioxydantes.

L’oxydation, en particulier des lipides induit non seulement une diminution de leur valeur

nutritive, mais aussi des effets reconnus nuisibles pour le consommateur et qui peuvent



étre associés a des risques de cancer chez I’homme. Dans ce context de nombreux in-
dustriels et scientifiques recherchent de nouveaux antioxydants naturels afin de pallier
& ce probleme de toxicité par produits synthétiques. Ainsi, les antioxydants naturels
représentent une source complémentaire de nouvelles molécules pour la prévention et le
traitement des maladies inflammatoires, neurologiques, cardiovasculaires et du cancer

[9, 11].

Notre recherche est axée vers l'identification de composés phénoliques, 1’évaluation de
Pactivité antioxydante des extraits de diverses plantes ou parties de plantes. Ce mémoire
est consacré donc a I’étude de deux plantes ou parties de plantes, Inula viscosa L et Car-
thamus caeruleus L.. Parmi les critéeres ayant conduit au choix de ces plantes il y a la

disponibilité et 'utilisation traditionnelle.

Notre travail est subdivisé en trois chapitres :
Le premier chapitre est consacré aux notions générales sur les huiles essentielles com-
portant les définitions nécessaires, les différents effets et intéréts des huiles essentielles,

les domaines d’application et les techniques d’extraction.

Le deuxieme chapitre est dédié a la présentation des deux plantes choisie et la démarche
expérimentale suivie. Le troisieme chapitre est consacré a 1’étude des deux plantes choi-
sies et a une synthese des travaux antérieurs réalisés sur ces plantes avec différentes
techniques d’extraction des huiles essentielles. Et nous cléturons cette étude par une

conclusion générale.




Premiere partie

Partie bibliographique



Chapitre 1

Généralités sur les plantes

meédicinales

1.1 Notions Générales sur les plantes médicinales

1.1.1 Apercu historique

Depuis la nuit des temps, 'homme a eu recours aux plantes pour se nourrir mais aussi
pour se soigner. Les plantes médicinales traditionnelles sont des substances naturelles
d’origine végétale avec peu ou pas de traitement industriel qui ont été utilisées pour
traiter des maladies. Au fil des siecles, la connaissance des plantes médicinales se trans-
met de génération en génération. La popularité de ces plantes est surtout véhiculée par
une tradition orale majoritairement héritée du passe. Déterminer le moment exact de
I'utilisation des plantes comme médicament est tres difficile. Les preuves indiquent que
les plantes ont été cultivées comme médicaments il y a environ 60000 ans. Les textes sur
les plantes médicinales remontent & pres de 5000 ans en Inde, en Chine et en Egypte, et
a au moins 2500 ans en Grece et en Asie centrale. L'un des premiers "ouvrages”, traitant
de leurs propriétés, a été rédigé en Chine, environ 1500 ans avant J.-C., intitulé Pen
Tsao. Les plantes aromatiques étaient brilées, ou mises & infuser ou a macérer dans des
huiles végétales [12, 13].

Ce savoir s’est progressivement complété avec la formation des civilisations et la mise a
disposition de plus d’équipements. Les plantes médicinales sont utilisées comme ressource
médicale dans presque toutes les cultures. Assurer la sécurité, la qualité et D'efficacité

5



des plantes médicinales et des médicaments a base de plantes est devenu tres récemment

un enjeu majeur dans les pays industrialisés et en développement [13].

Les plantes médicinales ont toujours eu une place importante dans l’arsenal thérapeu-
tique de 'humanité. Selon ’Organisation mondiale de la Santé (OMS), environ 65-80%
de la population mondiale dans les pays en développement, en raison de la pauvreté et
du manque d’acces a la médecine moderne, dépendent essentiellement des plantes mé-
dicinales traditionnelles pour leurs soins de santé primaire. Et malgré les remarquables
progres en chimie organique de synthese du vingtieme siecle, plus de 25% des médica-
ments prescrits dans les pays industrialisés tirent directement ou indirectement leurs
origines des plantes. Ce pourcentage peut atteindre 50% lorsque I’ensemble des produits

du marché parallele est pris en considération [4-6, 9].

De nos jours, 'utilisation de thérapies alternatives et complémentaires avec la médecine
traditionnelle a pris de 'ampleur. L’aromathérapie est I’'une des thérapies complémen-
taires qui utilisent les huiles essentielles comme agents thérapeutiques majeurs pour
traiter plusieurs maladies. Les huiles essentielles sont extraites des fleurs, écorces, tiges,
feuilles, racines, fruits et autres parties de la plante par diverses méthodes. L’inhalation,
I’application locale et les bains sont les principales méthodes utilisées en aromathérapie
qui utilisent ces huiles pour pénétrer la surface de la peau humaine avec une aura mar-

quée [14].

Les médicaments traditionnels & base de plantes recoivent une attention considérable
dans les débats sur la santé mondiale. En Chine, la phytothérapie traditionnelle a joué
un role de premier plan dans la stratégie de confinement et de traitement du syndrome
respiratoire aigu sévere (SRAS)[6]. En relation avec ’actualité marquée par la pandémie
de coronavirus de 2019 (COVID-19) plusieurs études ont mis en évidence 'effet théra-
peutique des huiles essentielles d’eucalyptus globolus. En fait, cette crise sanitaire a fait
remonter en surface l'utilisation des plantes médicinales et les huiles essentielles (HE)
qui sont au centre d’intérét des scientifiques comme le seul moyen de prévention au mo-

ment ou les médicaments approuvés disponibles avec une efficacité établie sont rares ol



inexistants [15].

1.1.2 Les Plantes médicinales

La plante, organisme vivant, marque son identité par des spécificités morphologiques,
a lorigine de la classification botanique, mais aussi biochimiques, liées a des voies de

biosyntheses inédites, représentant 'intérét de I'usage des plantes médicinales.

1.1.3 Préparations a base de drogues végétales

Les préparations & base de drogues végétales se présentent en extraits, teintures, huiles
grasses ou essentielles, fragments de plantes, poudres, sucs exprimés par pressionE Leur
production met en oeuvre des opérations de fractionnement, de purification ou de concen-
tration. Cependant, les constituants isolés, chimiquement définis, ou leur mélange ne sont
pas considérés comme des préparations a base de drogues végétales. Des substances, telles
que des solvants, des diluants, des conservateurs peuvent entrer dans la composition des

préparations a base de drogue végétale ; la présence de ces substances doit étre indiquée.

1.1.4 Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances aromatiques ; parfumées, a la consistance hui-
leuse, produites par le métabolisme des plantes. Elles se forment avec I'aide de ’énergie
solaire qui agit sur les cellules sécrétoires des plantes. La plante retient 1’huile essen-
tielle dans une minuscule cavité glandulaire qui s’ouvre, par exemple, lorsque la plantes
est soumise a la chaleur ou a la lumiére intense. Selon les standards ISO et AFNOR,
d’octobre 1987, L’huile essentielle est un produit odorant, généralement de composition
complexe, obtenu a partir de matiere premiere végétale botaniquement défini [12, 16, 17] :
— soit par entrainement a la vapeur (le plus fréquent) ;

— soit par distillation seche, (quelques cas, dont I'huile essentielle de cade utilisée en

dermatologie) ;
— oit par un procédé mécanique approprié sans chauffage des agrumes (uniquement pour

le genre Citrus).



De fagon générale,la grande majorité des plantes contiennent des huiles essentielles qui
sont les condensations de leur force vitales. Dans les plantes, les différents composants des
huiles essentielles sont utilisés normalement comme hormones stimulantes, régulatrices

de la croissance et de la reproduction|[1, 18, 19].

1.1.4.1 Répartition et localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les especes
productrices d’huiles essentielles ne sont pas limitées a un groupe taxonomique spéci-
fique, elles sont plutét présentes dans ’ensemble du régne végétal. Les genres capables
d’élaborer les constituants qui les composent sont répartis dans une cinquantaine de fa-
milles botaniques parmi lesquelles les Lamiacées, les Astéracées, les Rutacées, les Canne
lacées, les Lauracées, les Myrtacées et les Zingibéracées. Les huiles essentielles peuvent
étre stockées dans tous les organes : fleurs (rose) feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier),
écorces (cannelier), bois (bois de rose, santal), racines (vétiver), rhizomes (curcuma, gin-

gembre), fruits (anis, badiane) et graines (muscade)[20, 21].

Les molécules actives, impliquées dans les mécanismes de défense des plantes, sont issues
du métabolisme secondaire. Elles ne participent pas directement & la croissance des
plantes, mais ont évolué pour leur fournir une protection naturelle contre les attaques
de microbes ou d’insectes. Une partie de ces métabolites secondaires se concentre dans

les sacs oléiferes, qui sont des poches sécrétrices d’huiles essentielles.

1.1.4.2 Composition chimiques des huiles essentielles

La composition de nombreuses huiles essentielles a été décrite dans la littérature. Elle
varie en fonction de différents facteurs, incluant le stade de développement des plantes,
les organes prélevés, la période et la zone géographique de récolte [12, 14, 16, 19, 22].
Les constituants des huiles essentielles sont synthétisés dans la plante par les voies des
acides mélavonique et shikimique en tant que métabolites secondaires, stockés dans les
trichomes glandulaires, les cellules oléagineuses ou les canaux des tissus végétaux. La

plante aromatique utilise I’énergie solaire via la photosynthese et active son métabolisme



primaire afin de produire des sucres (aussi lipides et protides). Le métabolisme secon-
daire élabore a partir de ces sucres par divers processus d’oxydoréduction des structures
moléculaires complexes et variables selon les caractéristiques génétiques propres a 'es-

pece végétale (Fig.1.1) [1].
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Les différents groupes de métabolites secondaires Le métabolisme secondaire se
définit comme I’ensemble des voies de synthese de la plante non communes a toutes les

plantes supérieures, se différenciant en fonction de leurs appartenances taxonomiques.

¢ Les alcaloides :Les alcaloides sont principalement extraits des plantes fleurissantes,
mais on les trouve Egalement chez quelques animaux. Ce sont des composés relati-
vement stables qui sont stockés dans les plantes en tant que produits de différentes

voies biosynthétiques.

¢ Les composés phénoliques :Constituent une famille de molécules tres largement ré-
pandues dans le regne végétal. Ils sont des produits de métabolites secondaires des
plantes depuis les racines jusqu’aux fruits. Malgré qu’ils n’exercent pas une fonc-
tion directe dans l'organisme végétal (croissance ou reproduction) mais ils jouent
un role fondamental aux niveaux sensoriel (couleur et caractéres organoleptiques)
et nutritionnel. Les polyphénols prennent une importance croissante, notamment
a cause de leurs effets sur la santé. En effet, leurs réles d’antioxydants naturels
suscitent de plus en plus d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer,

des maladies inflammatoires, des maladies cardiovasculaires et des maladies neuro
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dégénératives. Ils sont également utilisés comme additifs pour 'industrie Agroali-
mentaire, pharmaceutique et cosmétique. Les groupes des composée phénoliques
sont : les flavonoides, les tanins, les lignines,les Saponines, les stilbénes, les couma-

rine.

La détermination de la composition chimique a intéressé de nombreux chercheurs et les
méthodes d’analyse chimique de plus en plus sophistiquées ont permis d’identifier un
tres grand nombre de constituants des huiles essentielles. Les huiles essentielles sont des
mélanges plus ou moins complexes dont les constituants jouent du point de vue parfum
des roles d’inégale importance : les uns contribuent puissamment a I’aréme de 1’essence,
certains participent simplement a [’harmonie du mélange. D’autres sont completement
inodores ou peu odorants, ceux -ci ont un role tout a fait effacé. Les constituants des
huiles essentielles appartiennent, de fagon quasi exclusive, a deux groupes caractérisés par
des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides d’une part et le groupe
des composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents, d’autre
part. Elles peuvent également renfermer divers produits issus de processus dégradais

mettant en jeu des constituants non volatils [19, 23].

Les terpénes

Les terpénes (= terpénoides) sont des constituants habituels des cellules végétales, im-
pliqués ou non dans des fonctions métaboliques essentielles, on les trouve fréquemment
dans les huiles volatiles des plantes [23]. Les terpénes présentent structurellement et
fonctionnellement différentes classes. Ils sont formés des combinaisons de plusieurs uni-
tés de 5 carbones a la base (Cs) appelé isoprene. Dans le cas des huiles essentielles, seuls
seront rencontrés les terpenes les plus volatils, c’est a dire, ceux dont la masse molécu-
laire n’est pas trop élevée : monoterpenes (Cig) et sesquiterpenes (Cis), mais existent
aussi les hemiterpenes (Cs), diterpenes (Cayp), triterpenes (Cgg) et tetraterpenes (C40)
[1]. Un terpene contenant de l'oxygene est un terpénoide. La biosyntheése des terpeénes
consiste la synthese du précurseur de l'isopentenyl diphosphate (IPP), I'adjonction ré-
pétitive d’IPPs pour former le précurseur prenyldiphosphate des différentes classes de
terpenes, la modification allylique de prenyldiphosphate par des synthétases spécifique
de terpenes pour former la squelette terpene et finalement, la modification enzymatique
secondaire (réaction redox) de la squelette pour attribuer les propriétés fonctionnelles
aux différents terpenes [2].
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— Les monoterpénes : Ils sont formés par le couplage de deux unités isopréniques (Cyp).
Ils sont les molécules les plus représentatives, constituant 90 % des huiles essentielles
et permettent une grande variété de structures(Fig.1.2).

— Sesquiterpénes : 1l s’agit de la classe la plus diversifiée des terpenes puisqu’elle
contient plus de 3000 molécules dont les plus caractéristiques sont présentées a la figure
Fig.1.2. Les sesquiterpenes se divisent en plusieurs catégories structurelles, acyclique,

monocyclique, bicyclique, tricyclique, polycyclique.
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FIGURE 1.2: Structure chimique de certains monoterpénes et Sesquiterpenes|2]

Les composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (Cg — C3) sont beaucoup moins fréquents que le précé-
dent. Ce sont tres souvent des allyles et des propénylphénols, parfois des aldéhydes. On
peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composés en (Cg — C7) comme
la vanilline ou comme Panthranilate de méthyle [1, 2]. Les composés aromatiques com-
prennent :

— Aldéhyde : cinnamaldéhyde

— Alcool : alcool cinnamique

— Phénols : chavicol, eugénol

Dérivés méthoxy : anéthole, élémicine, estragole,méthyleugénols
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1.1.4.3 Secteurs d’application des huiles essentielles

Les huiles essentielles constituent une matiere premiere destinée a divers secteurs d’ac-

tivités. Leur popularité s’est accrue d’une facon considérable ces derniéres années [24].

Application en agronomie

Les pesticides a base d’huiles essentielles prennent tout leur intérét en agriculture bio-
logique ou l'usage de pesticides de synthese, réputes plus néfastes pour la sante et pour
I’environnement, est réglementé et de plus en plus controlé dans le cadre de la directive
REACH, en Europe. En fait, les HEs peuvent étre utilisées pour protéger les cultures
contre les insectes nuisibles sur lesquels ils exercent des effets variés : toxiques, répulsifs,
ovicides ou inhibiteurs de croissance. Les HEs peuvent aussi étre exploitées pour leurs
propriétés herbicides. Ainsi, plusieurs préparations contenant des HEs sont commercia-

lisées en tant que biopesticides [19].

Application dans le secteur de ’alimentaire

Dans les industries alimentaires, on se sert essentiellement des propriétés aromatisants
des HEs. Certains de leurs composants, linalool, thymol, eugénol, carvone, aldéhyde
cinnamique, vanilline, carvacrol, citral, et limonene ont été acceptés par la Commis-
sion européenne pour leur usage dans ce cadre-la. Une vaste gamme de conservateurs
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et d’antioxydants sont utilises pour prolonger la durée de vie d’un produit alimentaire.
Cependant, les additifs artificiels sont accuses d’étre cancérigénes et toxiques. Pour faire
face a l'inquiétude et la crainte des consommateurs, des travaux se sont ainsi orientés
vers 'utilisation d’alternatives naturelles. Les HEs contenant des phénols occupent une
place de choix parmi ces palliatifs grace a leurs propriétés antioxydantes. De surcroit,
beaucoup de ces HEs sont antimicrobiennes, actives contre les principaux pathogenes
d’origine alimentaires comme Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Campylobacter,
Salmonella et d’autres. Pourtant, un nombre limité d’additifs alimentaires contenant des
HEs est actuellement commercialisé. On peut citer par exemple le "DMC base natural”,
un conservateur qui contient 50 % d’HEs de romarin, de sauge et d’agrumes, et 50 % de
glycérol.En fait, plusieurs contraintes comme leurs arémes puissants qui peuvent nuire
aux propriétés organoleptiques des aliments et leurs interactions avec les constituants de
la matrice alimentaire, limitent ’application pratique des HEs dans I'industrie alimen-

taire [1, 19].

Application en cosmétologie

Cette thérapie utilise certaines huiles essentielles pour les produits cosmétiques pour la
peau, le corps, le visage et les cheveux. Ces produits sont utilisés pour leurs divers effets
nettoyants, hydratants, asséchants et tonifiants. Une peau saine peut étre obtenue en
utilisant des huiles essentielles dans les produits pour le visage. Sur le plan personnel,
I’aromathérapie cosmétique du corps entier ou du bain de pieds sera un moyen simple et
efficace de vivre une expérience. De méme, quelques gouttes d’huile appropriée donnent

une expérience rajeunissante et revitalisante [19]

Application dans le secteur de santé

Plusieurs huiles essentielles présentent un effet fongicide, antidépresseur, antibactérien,
stimulant et relaxant et peuvent étre utilisées comme agent thérapeutique efficace. Ces
propriétés thérapeutiques remarquables huiles essentielles, agissent efficacement dans
le traitement de plusieurs infections causées par des maladies pathogenes ou non pa-
thogenes. Les maladies pathogenes causées par des virus, des champignons et des bac-
téries peuvent étre traitées a ’aide d’huiles essentielles respectives. Les maladies non
pathogenes sont également traitées avec 'utilisation appropriée d’huiles essentielles. Par
exemple, 'huile essentielle obtenue a partir d’ail a montré une diminution significative
du cholestérol sérique et des triglycérides (TG) en augmentant le niveau de lipoprotéines

(haute densité) chez les patients atteints de maladies coronariennes [25]. Certaines huiles
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essentielles possedent une activité hypotensive et sont utilisées pour le traitement de
I’hypertension. Les huiles essentielles et leurs composants aromatiques individuels ont
montré des propriétés anticancéreuses et sont utilisées dans le traitement du cancer du
sein, des tumeurs, de la leucémie, du gliome et bien d’autres. Les éléments hydrocarbo-
nés sesquiterpéniques présents dans les huiles essentielles en tres petites quantités sont
efficaces pour le traitement des gliomes (tumeurs humaines malignes)[26]. La thérapie
antiangiogénique est considérée comme 'une des méthodologies les plus prometteuses

pour contrdler le cancer [19].

Application en médecine vétérinaire

Il existe diverses huiles essentielles comme 1'huile de citronnelle qui sont utilisées comme
insecticides ou comme insectifuges et dans des applications vétérinaires. Apres l'inter-
diction de 'utilisation d’antibiotiques dans ’alimentation des animaux. les huiles essen-
tielles sont apparues comme une alternative potentielle aux antibiotiques utilisés dans
I’alimentation des animaux. Dans le domaine vétérinaire, Les huiles essentielles utilisées

sont classées dans les classes suivantesa[19] :
1. Les huiles essentielles qui attirent les animaux
2. Les huiles essentielles qui repoussent les animaux
3. Huiles essentielles antiparasitaires, antiparasitaires et insecticides
4. Huiles essentielles utilisées dans I'alimentation des animaux
5. Huiles essentielles utilisées pour le traitement des maladies animales

Les huiles essentielles sont utilisées dans I'alimentation des animaux comme activateur
de la production de suc pancréatique et gastrique, stimulant pour la production de
salive, stimulant de ’appétit et antioxydant et antimicrobien pour l’amélioration des
performances des poulets de chair. Les huiles essentielles en raison de leur nature efficace

devraient étre utilisées en quantités infimes en nutrition animale [1, 19].

Applications industrielles

L’utilisation des huiles essentielles (HE) au niveau industriel est un domaine tres pro-
metteur pour le développement de tout pays. Le développement rapide de I'industrie des

aromes et des parfums au XIXe siecle reposait en grande partie sur les HE et d’autres
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produits naturels connexes. En 1876, Haarman et Reimer ont commencé a synthétiser
de la vanilline (produits chimiques aromatiques synthétiques), puis de I’anisaldéhyde, de

la coumarine, du terpinéol et de 1’héliotropine [12, 19].

1.1.4.4 1Intérét des huiles essentielles dans le monde

Le développement des connaissances scientifiques, notamment dans les domaines de la
médecine et de la chimie, s’est basé sur le principe fondamental de I’Evidence based
medecine (EBM). Ainsi, contrairement aux connaissances traditionnelles sur les plantes
meédicinales qui sont basées sur ’empirisme, la médecine moderne se caractérise par une
médecine fondée sur les preuves. Ces preuves s’acquierent grace a des études scienti-
fiques dont les protocoles sont rigoureusement définis et controlés dans le but d’avoir
des résultats les plus incontestables possibles. Ces études scientifiques, nécessitent de
nombreux moyen humains, matériels et économiques et leurs financements restent un
enjeu de premier plan pour le développement des nouvelles thérapeutiques. Les plantes
médicinales font moins ’objet de recherche clinique devant le manque de lobbys suscep-

tibles de financer les études onéreuses [27]

Cependant, dans ces pays, il existe depuis quelques décennies un regain d’intérét pour

les médecines dites "douces” ou "naturelles”. Cet engouement est souvent expliqué par

plusieurs facteurs, notamment par :

— la prise de conscience écologique ou la population a tendance a rapprocher la médecine
naturelle de la nature et donc de la santé.

— les carences de la médecine conventionnelle & résoudre certaines souffrances ressenties
par les patients, notamment dans les maladies chroniques douloureuses et les cancers
[28].

— les derniers scandales mettant en cause certains laboratoires pharmaceutiques, citons le
Benfluorex, Médiator6 ou encore le Valproate de sodium, Dépakined, ont pu provoquer
une certaine méfiance de la population. Elle voit en cette médecine moderne, certes
le mérite d’étre fondée sur des preuves scientifiques, mais malheureusement le défaut
d’étre sous l'influence d’enjeux économiques et financiers qui la dépassent.

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 80 % de la population mondiale a

recours aux médecines traditionnelles pour satisfaire des besoins en soins de santé pri-

maire .Cet intérét est essentiellement du au caractere peu onéreux et plus accessible

de la médecine traditionnelle par rapport a la médecine conventionnelle importée, plus
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cotlteuse et difficilement accessible. Le marché mondial des médicaments traditionnels a
base de plantes est estimé & 60 000 millions de dollars [4-7].

Les huiles essentielles représentent un outil thérapeutique tres efficace essentielles peuvent
étre utilisées directement comme agents thérapeutiques mais aussi comme matiéres pre-
mieres pour la synthese de principes actifs. L’utilisation des huiles essentielles dans
différentes pathologies (digestive, infectieuse,...) fait appel & leurs propriétés : anti-
infectieuse, antalgique, anti-inflammatoire, sédative, antimicrobien, antispasmodique et

antioxydante [24].

1.1.4.5 Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Le mode d’extraction des huiles essentielles suit les normes AFNOR NF T 75-006 et
autres, qui stipulent que seuls ’entrainement a la vapeur, les procédés mécaniques et
la distillation séche des écorces d’agrumes peuvent étre utilisés pour produire des huiles
essentielles. Par conséquent, nous allons d’abord passer en revue les différentes méthodes

d’extraction les plus couramment utilisées[1, 12, 19].

Macération
La macération produit en effet plus d’huile infusée que celle essentielle. Dans cette tech-
nique, le matériel végétal est trempé dans 'huile végétale, puis chauffé et filtré a un

point sur lequel le produit fabriqué peut étre utilisé a des fins de massage.

Pressage a froid

N

Le pressage a froid est une technique utilisée pour extraire les huiles essentielles des
écorces d’agrumes comme le citron, 'orange, la bergamote et le pamplemousse. Cette
méthode comprend le simple pressage de ’écorce suivi de la séparation des écorces du
fruit, le hachage, puis le pressage. En conséquence, un mélange aqueux est produit qui
contient a la fois de I'huile essentielle et du liquide présent dans la matiere source. Ceux-
ci sont séparés les uns des autres en utilisant une méthode appropriée. Il est important
de noter que les huiles essentielles produites a partir de cette méthode ont une courte

durée de conservation par rapport aux autres méthodes.

Extraction par solvant

Dans I'extraction par solvant, I’huile essentielle est extraite du matériel végétal a I'aide
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d’un solvant approprié. Généralement, les hydrocarbures sont ajoutés comme solvant
dans la matiere végétale pour 'extraction des huiles essentielles. Apres ’ajout de solvant
dans la matiere végétale, la solution produite est filtrée puis concentrée par le processus
de distillation. L’huile est extraite du concentré par ’ajout d’alcool pur qui est ensuite
évaporé. Le principal inconvénient de cette méthode est que les résidus de solvant laissés

peuvent provoquer des allergies et également affecter le systéme immunitaire [19, 29].

Enfleurage

L’enfleurage est la méthode traditionnelle et intensive d’extraction des huiles essentielles
des fleurs. Dans ce processus, la graisse est déposée sur le pétale de fleur a des fins
d’extraction. Apres ’absorption des huiles essentielles des pétales de fleurs par la graisse,
I’alcool est utilisé pour la séparation et 'extraction des huiles essentielles des graisses.

A la fin du processus, 'huile essentielle pure est récupérée par évaporation de I’alcool.

Hydrodistillation

L’hydrodistillation est devenue obsolete pour le procédé d’extraction des huiles essen-
tielles. Elle consiste a immerger la matiere premiere dans un bain d’eau et ’ensemble est
porté a ébullition (Fig.1.4). Elle est généralement conduite a pression atmosphérique.
L’utilisation de I’hydrodistillation dans les pays développés est limitée en raison de la
production d’huiles essentielles a odeur de brialé. Comme dans ce processus, le matériau
est surchauffé, ce qui provoque la combustion de composés aromatiques qui entrainent la
production du produit souhaité (huiles essentielles) avec une odeur de brulé. Ce procédé
semble étre efficace pour les poudres telles que la pate mécanique, les poudres d’épices,

etc. et pour les matériaux durs tels que les noix, le bois ou les racines.

Extraction CO; et CO;, supercritique

Cette méthode d’extraction est impliquée dans les technologies les plus modernes. Les
procédés d’extraction de dioxyde de carbone (CO2) et de COq2 supercritique utilisent le
COs comme nasolvantaz qui éloigne les huiles essentielles des matieres végétales souhai-
tées. Dans le processus d’extraction du COg, le CO2 est utilisé a tres haute pression.
Tout d’abord, le COs est refroidi entre les températures de 35 et 55 °F puis pompé a
une pression de 1000 psi a travers du matériel végétal.

Le dioxyde de carbone dans cette condition est condensé en un liquide. Dans le procédé

d’extraction au COs9 supercritique (SCOs3), le CO2 est chauffé & une température de
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FIGURE 1.4: Montage d’une hydrodistillation

87°F et a une pression de 8000 psi et pompé a travers les matieres végétales. Dans ces
conditions, le CO9 est comparé a un brouillard dense ou a de la vapeur. La pression du
milieu réactionnel est libérée, ce qui entraine I’élimination du dioxyde de carbone sous
forme gazeuse en laissant 1’huile essentielle derriére elle. Par conséquent, les huiles essen-
tielles sont séparées du COs. Les huiles essentielles obtenues par ce procédé contiennent

une essence plus proche de I'essence de la matiere végétale d’origine [1, 19, 30].

Extraction par micro-ondes

Le procédé d’extraction par micro-ondes appelée Vacuum Microwave Hydrodistillation
consiste a extraire I’huile essentielle a ’aide d’un rayonnement micro-ondes d’énergie
constante et d'une séquence de mise sous vide. Seule I’eau de constitution de la matiere
végétale traitée entre dans le processus d’extraction des essences. Sous 'effet conjugué
du chauffage sélectif des micro-ondes et de la pression réduite de fagon séquentielle
dans ’enceinte de ’extraction, ’eau de constitution de la matiere végétale fraiche entre
brutalement en ébullition. Le contenu des cellules est donc plus aisément transféré vers
Iextérieur du tissu biologique, et ’essence est alors mise en oeuvre par la condensation,
le refroidissement des vapeurs et puis la décantation des condensats (Fig.1.5). Cette
technique présente les avantages suivants : rapidité, économie du temps d’énergie et

d’eau, extrait dépourvu de solvant résiduel [3, 30-32].
L’Extraction par micro-ondes existe sous différentes forme :

— soit on peut réaliser une hydro distillation ou une extraction par solvant classique,

mais en chauffant le mélange par micro-ondes pour diminuer le temps de I’extraction.

18



J

[T

Réfrigérant a ——
air

Huile essentielle

Phase acqueuse

FIGURE 1.5: Montage d’une distillation par micro-ondes [3]

— soit, pour utiliser toutes les avantages de micro-ondes, on peut utiliser de nouvelles
techniques comme ’extraction sans solvant assistées par micro-ondes ou une hydro

distillation aux micro-ondes sous vide, c’est a dire sans eau.

Extraction par turbo-distillation

Le processus de turbo-distillation est approprié pour ’extraction de matieres végétales
grossieres et dures comme les racines, les graines et 1’écorce. Dans ce processus, la matiere
végétale est trempée dans l'eau, puis la vapeur circule a travers la matiere végétale et le
mélange d’eau. Tout au long du processus, la méme eau est recyclée a travers la matiere
végétale. Cette méthode permet a ’huile essentielle d’étre extraite plus rapidement des

matieres végétales difficiles a extraire [31].

Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

La technique la plus couramment utilisée pour l'extraction de I'huile essentielle de la
matiére végétale est appelée distillation. Dans ce type de distillation, des fleurs ou des
plantes sont placées sur un tamis et de la vapeur traverse le matériau. Plus tard, la
vapeur est condensée pour produire de ’eau et de ’huile essentielle. A la fin, ce mélange

d’huile essentielle et d’eau est séparé [18, 19].

Dans ce systeme d’extraction, le matériel végétal est soumis a ’action d’un courant de
vapeur. Les vapeurs saturées en composés volatils sont condensées puis décantées dans

Pessencier, avant d’étre séparées en une phase aqueuse (HA) et une phase organique
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(HE)(Fig.1.6). L’absence de contact direct entre I’eau et la matiere végétale, puis entre
I’eau et les molécules aromatiques, évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégra-
dation pouvant nuire a la qualité de ’huile. Les fractions dites ” de téte ”, fragrances
tres volatiles dues a des molécules légeres, apparaissent en premier. Le plus souvent, une
demi-heure permet de recueillir 95 % des molécules volatiles. L’emploi en aromathérapie
impose de prolonger 'opération aussi longtemps qu’il est nécessaire afin de récupérer la

totalité des composants aromatiques volatils [1, 12]
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FIGURE 1.6: Montage d’une distillation par entrainement a la vapeur

Dans le cadre de notre étude nous avons choisi cette derniere technique on utilisant
I’ambic; un dispositif qui a été congu au labratoire. Ce dispositif est composé d’un
bouilleur qui contient de I’eau liée & une deuxieme cuve dans laquelle on place le matériel
végétale. La cuve est recouverte par un chapiteau qui est prolongé par un col, celui-ci
est raccordé a un systeme de refroidissement. Le serpentin débouche sur I’essencier ou

I’hydrolat ou eau florale et celui du haut I’huile essentielle seront recueillies (Fig.1.7).

1.1.4.6 Choix de la méthode d’extraction

La diversité et la complexité des huiles essentielles rendent le choix des processus d’ob-
tention délicat. La méthode choisie ne doit pas conduire & la discrimination entre les
composés polaires et apolaires, ni induire de réactions biochimiques, de dégradations
thermiques, d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse, de changement de pH ou entrainer
une perte de composés volatils. Pour cela, différents parametres et propriétés sont a

prendre en compte [18].
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1.Feu 6. Eau froide

2.Eau 7. Eau chaude

3. Vapeur dieau B. Eau + HE.

4. Plantes aromatiques 9, Huile essentielle
5. Vapeur d'eau chargée dHE. 10. Hydrolat

FIGURE 1.7: Schéma d’un alambic

Les principaux parametres a prendre en compte dans les opérations fondamentales d’ex-

traction de matieres premieres naturelles aromatiques sont :
¢ La volatilité ;

¢ La solubilité;

¢ La taille et la forme des molécules constitutives;

¢ L’adsorption.

1.1.4.7 Propriétés Physiques et chimiques des huiles essentielles

Liquides & température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différen-
cie des huiles fixes. Elles ne sont que tres rarement colorées. Leur densité est en général
inférieure a celle de I’eau. Elles ont un indice de réfraction éleve et la plupart dévient la

lumiere polarisée. En générale les huiles essentielles :

¢ se trouvent sous formes liquides & la température ambiante ;
4 ont une densité est généralement inferieure a 1;

¢ ont un indice de réfraction souvent éleve ;

¢ sont douées d’un pouvoir rotatoire ;

4 sont peu solubles dans ’eau et solubles dans la plupart des solvants organiques;
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¢ peuvent étre incolores ou colorées et sont sensibles a ’altération ;

4 ont tendance a se polymeériser pour former des produits résineux.

1.1.4.8 Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles représentent un outil thérapeutique tres efficace essentielles peuvent
étre utilisées directement comme agents thérapeutiques mais aussi comme matieres pre-
mieres pour la synthese de principes actifs L’utilisation des huiles essentielles dans diffé-
rentes pathologies (digestive, infectieuse,E) fait appel a leurs propriétés : anti-infectieuse,

antalgique, anti-inflammatoire, sédative, antimicrobien, antispasmodique et antioxydante.

L’activité antioxydante des huiles essentielles est exploitée dans la lutte contre le stress
oxydatif qui est défini comme un déséquilibre entre la production excessive de molécules

oxydantes et/ou une diminution du taux d’antioxydants dans l'organisme

¢ Activités antibactériennes :Les huiles essentielles présentent des propriétés anti-
microbiennes remarquables. La principale caractéristique des HE est leur hydro-
phobie qui leur permet de se diviser en lipides de la membrane cellulaire bacté-
rienne en raison de laquelle la structure bactérienne est perturbée et rendue plus
perméable. Par conséquent, différents ions et de nombreuses autres molécules cel-
lulaires de la cellule bactérienne sont divulgués. Cependant, certaines quantités
d’ions et d’autres molécules cellulaires des cellules bactériennes peuvent étre sup-
portées sans aucune perte de viabilité, mais une plus grande perte de contenu
cellulaire et d’ions peut entrainer la mort des cellules bactériennes. Généralement,
les composés phénoliques présents dans les huiles essentielles comme 1’eugénol, le
thymol et le carvacrol sont responsables des activités antibactériennes des huiles
essentielles. Ces composés peuvent provoquer la coagulation du contenu cellulaire
et la perturbation de la membrane cytoplasmique/du flux d’électrons/de la force

motrice du proton/du transport actif [1, 12, 19, 33, 34].

¢ Activité anti-inflammatoire : De facon générale I'inflammation correspond & un
ensemble de phénomenes survenant a un point d’irritation apres l'invasion par un
agent pathogene (susceptible d’engendrer une maladie). A la suite d’une agression
constituée par une blessure, une infection ou un traumatisme consécutif a un acte
chirurgical, il se crée dans 'organisme ce que ’on appelle une inflammation. Clas-
siquement, une inflammation se manifeste par quatre signes principaux : rougeur,
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chaleur, tuméfaction (gonflement), douleur. Le mécanisme inflammatoire fait in-
tervenir un grand nombre de substances présentes dans le sang, entre autres de
nombreuses hormones, comme les prostaglandines, I’histamine, des compléments,
les cytokines participent a 'inflammation. L’huile essentielle de géranium a mon-
tré des propriétés anti-inflammatoires significatives contre les souris chez lesquelles
I'oedeéme de l'oreille a été induit par I'huile de croton. Une réduction de pres de
73 4 88 % a été obtenue a des doses de 5 et 10 ml d’huile/oreille, respectivement

[19, 35].

¢ Activité antifongique :Les infections fongiques ont augmenté durant ces dernieres
années. L’augmentation de la résistance fongique vis-a-vis les médicaments clas-
siques, les frais de traitement et le fait que les antifongiques les plus disponibles
n’ont que 'activité fongistatique, justifient la recherche de nouvaux traitement.
Les huiles essentielles de nombreuses plantes sont reconnues qu’elles possedent une
activité antifongique, cependant, seulement des informations limitées existent sur
Iactivité des champignons pathogenes humains. Les HE ont un spectre d’action
tres large puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des bactéries que celles
des moisissures et des levures [1, 14]. D’apres I’étude réalisée par Ouraini et coll.
[36], les huiles essentielles de plantes aromatiques et médicinales : thym (Thymus
saturejoides L.), menthe pouliot (Menthe pulegium L.) et romarin (Rosmarinus
officinalis L.) présentent des activités inhibitrices sur la germination des spores ou
des arthrospores de tous les dermatophytes testés a des concentrations allant de
0,001 & 4 %. Cette action a été plus forte sur les souches fongiques anthropophiles

et avec de moindres concentrations .

¢ Activité antioxydante : Un antioxydant est par définition une espece chimique plus
ou moins complexe diminuant le stress oxydant au sein de l'organisme. Un anti-
oxydant peut donc : prévenir la synthese de radicaux libres en inhibant 'initiation
des chaines réactionnelles ou désactiver directement les ROS. Les antioxydants
peuvent étre classés selon leurs modes d’actions : systemes enzymatiques, inhibi-
teurs d’enzymes oxydantes, chélateurs de métaux et piégeurs de radicaux libres.
Les antioxydants sont un groupe hétérogene composé de systemes antioxydants
endogenes, enzymatiques ou non, de vitamines, d’oligo-éléments ou encore de po-

lyphénols.
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L’activité antioxydante des extraits naturels est évaluée par de nombreuses mé-
thodes physicochimiques. Cependant, il n’existe pas de test universel. Tenant en
compte la nature diversifiée des antioxydants, ainsi que la complexité des proces-
sus d’oxydation, les valeurs de I’activité antioxydante d’un composé different d’un
test a I'autre. Ce qui rend difficile une comparaison entre les méthodes et par la
suite une certaine standardisation. Il faut combiner les réponses des tests suscep-
tibles d’étre réalisés afin d’avoir une indication aussi précise que possible sur la
capacité antioxydante d’un échantillon. L’activité antioxydante peut étre évaluée
soit par des méthodes directes en dosant des produits formés (les hydroperoxydes
par exemple), soit par des méthodes indirectes ou efficacité d’un antioxydant est
révélée en mesurant sa capacité a piéger des radicaux libres grace a 'utilisation de

sonde intermédiaire [35]
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Chapitre 2

Généralités sur les plantes

étudiées

2.1 Plante Inula viscosa L.

Inula est un mot grec : Inéo qui signifié je purge. (Allusion a une propriété thérapeu-
tique de la plante). Le nom "Inula” est tres ancien et vient du nom de Inula helenium
et généralisé pour tous les genres. La famille Inula est I'une des plus distribuée dans le
regne végétale. Cette famille comprend plus de 13 tribus, 1000 genres et 23000 especes.
En Algérie il en existe 109 genres et 408 especes, sa richesse en composés naturels divers
est I'une des propriétés typiques de cette famille, elle est économiquement importante

et fournit des plantes alimentaires, médicinales et des plantes utilisée en cosmétologie [? |.

Inula viscosa appelée aussi Dittrichia viscosa rattachée au genre Dittrichia, car elle
possede des poils glanduleux sur 1Sovaire, ce qui la caractérise des autres especes du

genre Inula [37].

2.1.1 Description botanique

Inula viscosa (L) est une plante annuelle, herbacée, visqueuse et glanduleuse, a odeur
forte qui appartient a la famille des Astéracées (Composées). Elle peut atteindre 50 cm

a 1 m de hauteur et présente des capitules a fleurs jaunes trés nombreuses au sommet
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FIGURE 2.1: Image de la plante Inula viscosa(Magraman)

de la tige. Les feuilles sont entieres ou dentées, aigués, sinuées, les caulinaires amplexi-
caules, plus largement lancéolées, les capitules assez gros en longues grappes pyramidales
(Fig.2.1). C’est une plante largement répandue dans le nord de I’Algérie et dans tout le
pourtour méditerranéen, localement elle est appelée Magramen. On la trouve dans les
rocailles, les garrigues, les terrains argileux un peu humides et sur les bords des routes.
Boisé a la base, I. wiscosa présente au sommet de la tige de nombreuses capitules a
fleurs jaunes (Fig.2.2). Elle est largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie,
notamment dans les zones agricoles pour le traitement de diverses maladies telles que
la bronchite, le diabete et les blessures. Son histoire thérapeutique est tres diversifiée et

connue depuis longtemps dans les médications traditionnelles [387 —41].

Partie aérienne

— La plante Inula viscosa est collante et tres odoriférante.

— Ses tiges : sont assez ramifiées et pourvues d’un feuillage dense. Avec 1’dge, elles
deviennent ligneuses et foncées a la base.

— Feuillage : glanduleux, visqueux, collant sur les deux faces; feuilles alternées, sessiles,
celle de haut sont simples entieres, les autres sont légeérement dentées et inclinées vers

le bas.
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— La floraison : commence a partir du mois de Septembre les inflorescences sont de
longues grappes et présente de nombreux capitules a fleurs jaunes au sommet de la
tige.

— Les fleurs : sont des akenes pourvues d’une aigrette soyeuse de couleur rousse

FIGURE 2.2: Fleur d’Inula viscosa

Partie souterraine

L’inule visqueuse est une plante, a odeur forte ligueuse sa base est une forte racine

pivotante lignifiée pouvant atteindre 30 cm de longueur.

2.1.2 Taxonomie

. Reégne : Végétal,

. Embranchement : Spermaphytes,

. Sous-Embranchement : Angiospermes,
. Classe : Eudicots ou Dicotyledones,

. Sous Classe : Astéridées,gamopetales,

. Ordre : Astérales,

. Famille : Astéracées,

. Genre : Inula,
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. Espeéce : Inula viscosa (L),
. Synonymie : Dittrichia viscosa (L),
. Nom commun : inule,aunée visqueuse

. Noms vernacilaires : Magramane ou Amagramane.

2.1.3 Répartition géographique

Inule visqueuse est une plante commune et peut exigeante dans tout le bassin médi-
terranéen, trés répandue dans le Nord de 1’Algérie. Elle se rencontre dans les terrains
abandonnés, rivieres asséchées, les bords de routes, comme elle affectionne les lieux frai-
chement perturbés par les travaux ou le passage du feu, et apparait sur les sols argileux
et sableux. Comme elle se retrouve dans les cotes rocheuses, les collines, et les zones

humides [38, 39].

2.1.4 Aspects phytochimique

Les études effectuées sur cette la plante Inula viscosa (L) ont montré qu’elle est riche en
métabolites secondaires tels que les acides phénoliques, les flavonoides et les composés
terpénoides. Ces composés sont doués de propriétés antibactériennes, antifongiques, anti-
inflammatoires et autres [41].

Le genrelnula est tres riche en métabolites secondaire (Fig.2.3); ce qui explique les
diverses utilisations de ce genre dans la médecine traditionnelle et les diverses activités
biologiques. La composition chimique de ce genre de plantes est représentée par le schéma

donné par la figure ci-dessous.

Classiquement considérés comme des métabolites secondaires, les composes phénoliques
sont présents chez tous les végétaux supérieurs. Ils peuvent étre définis comme des mo-
lécules indirectement essentielles a la vie des plantes. Inula Viscosa est composée de
flavonoides et polyphénols. Elle est tres riche en huiles essentielles, dont la concentration
varie selon les différentes parties (feuilles, racines et fleurs). Ses composants majoritaires

sont le camphre, 1’eucalyptol et le thymol [38].
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2.

Métabolites secondaires
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FIGURE 2.3: Métabolisme secondaire

1.5 Usage traditionnelle et propriétés pharmaceutiques d’inula vis-

cosa

Inula viscosa (L) est employée dans la médecine traditionnelle pour ses activités anti-

septiques, anti-inflammatoires et antipyrétiques. Elle est largement utilisée en médecine

traditionnelle le traitement de diverses maladies telles que [377 7 —43] :

la bronchite : Elle agit comme sédatif de la toux et des spasmes bronchiques

la désinfection, la cicatrisation. Elle est également employée contre les affections pul-
monaires et les taux de téte.

corriger I’atonie de I'estomac et de l'intestin,

I’amélioration 'appétit et abaisse la fievre

le traitement des mycoses, c’est a dires des infections causés par des champignons
(antimicrobienne et antifongique),

augmentation de la durée de conservation de nourriture,

la détection dans le traitement des maladies rénale,

Elle agit comme un insecticide végétal qui combat la mouche d’olivier,

Elle est utilisable comme anthelminthique, expectorant, et pour traitement de I’anémie
et le cataplasme pour les douleurs de rhumatisme et aussi prescrite comme un agent

dans I'induction de ’avortement et la stérilité des femelles,
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— la racine crue écrasée est ingérée dans le traitement de ’hypertension, de la tuerber-

culose, des affections poitrinaires.

Beaucoup d’attention a été accordée a des espéces du genre Inula, en raison de leurs
diverses activités biologiques telle que : anti-inflammatoire, antibactérienne, antihépa-
tique, anti-tumorale, antispasmodique et antiseptique, aussi des propriétés toniques et
aromatiques sont caractéristiques de ce genre [44].

Le tableau 2.1 ci-dessous regroupe les différents modes de traitement selon le type de la
maladie.

TABLE 2.1: Mode d’utilisation d’inula viscosa dans la médecine traditionnelle

Maladie Mode de traitement

L’application de feuilles fraiches, ou une poudre de feuilles séches sur
Plaies des plaies ouvertes sert comme antiseptique et anti-inflammatoire agent

efficace, car il favorise la cicatrisation plus rapide.

Les peaux séches | La poudre de la feuille d’inule visqueuse séchée est mélangée avec de

et rugueuses I'huile et appliqué a I’extérieur des parties touchés du corps.

Bronchite et les

infections L’extrait est ajouté a I’eau bouillante et la tonique consommeée.
respiratoires
Analgésique Mastication des feuilles
dentaire

Le tableau ci-dessous représente les composants majoritaires d’huiles essentielles de I'es-
pece Inula viscosa récoltées de plusieurs pays du monde. Ces huiles essentielles de la
méme espece prélevée de plusieurs pays du monde, présentent des variations plus ou

moins importantes.

2.1.6 Les huiles essentielles d’tnula viscosa

La composition chimique de I'huile essentielle (HE) d’Inula viscosa, dont la teneur va-

rie selon ses différentes parties : les feuilles (0,42%), les fleurs (0,29%) et les racines
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(0,28%). L’analyse de 'HE par chromatographie CG/MS a révélé la présence de plu-
sieurs constituants variés dont les composants majoritaires sont : y-terpene (36,9%), a-
pineme (18,9%), B-pinéme (8,9%), p-cymene (11,7%), limonene (18,9%), 2,5-dimethoxy-
p-cymene (21,2%), - caryophyllene (16,58%) et a-cadinol (4,2%) [39].

2.1.7 Travaux realisés sur Inula viscosa

Les huiles essentielles (HE) sont constituées d’'un mélange complexe de composés phy-
tochimiques volatils de diverses classes, y compris les monoterpenes, les sesquiterpenes
et les phénylpropanoides. De nombreux chercheurs ont étudié les propriétés antibacté-
riennes, antifongiques, antioxydantes et antivirales avec une activité observée contre une
grande variété de virus, tels que le virus de la grippe. Dans cette partie, nous allons rap-
porter quelques travaux réalisées sur ’activité des deux plantes choisies pour cette étude.
Une troisieme synthese des travaux antériers sera consacré a une étude comparative des

modes d’extraction des huile. essentielles.

L’étude phytochimique des feuilles d’Inula viscosa réalisée par Mahmoudi et coll. [45]
montrent la quantité élevée de lipides totaux (6,14 %) dans les feuilles. L’analyse chro-
matographique a révélé la teneur élevée en acides gras insaturés. Elle a également montré
une bonne qualité nutritionnelle vis-a-vis les acides a-linolénique et linoléique. Ils ont
aussi évalués les propriétés antioxydantes et antifongique et comparées au profile phéno-
lique par I’analyse chromatographie en phase liquide a haute performance et spectromé-
trie de mass. L’huile volatile extraite de cette plante par hydrodistillation a été analysée
par chromatographie en phase gazeuse- spectrométrie de masse a montré ’abondance de
composés non terpéniques, a savoir les alcanes aliphatiques. La teneur totale en phénols
et la teneur totale en flavonoides étaient plus élevées dans les feuilles d’Inula viscosa.
Les résultats de cette étude montrent que les feuilles d’Inula viscosa peuvent étre consi-
dérées comme une source consolidée d’acides gras essentiels, principalement a-acides
linolénique et linoléique. De plus, elles contiennent des quantités appréciables de compo-
sés phénoliques dont les acides phénoliques, reconnus pour leur forte activité biologique,
sont les plus abondants. En plus de sa forte activité antioxydante, il existe des preuves

convaincantes que les extraits d’Inula viscosa présentent une activité antifongique.
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L’activité antibactérienne et antioxydante des huiles essentielles d’Inula viscosasont
confirmées par L’étude réalisée par Ghalem et coll. [46]. Dans cette étude, les huiles es-
sentielles obtenues par hydrodistillation des feuilles présentent un rendement de 0.12%.
Les résultats obtenus concernant l'activité antioxydante rapporte un excellent pouvoir
antioxydant obtenu & 50% d’HE d’Inula viscosa. Les résultats enregistrés de lactivité
antibactérienne montrent une efficacité des HE sur la souche staphylococusus aureus par
contre ’absence totale de I'effet vis-a-vis la souche Escherichia coli. Les résultats obtenus
dans cette étude montrent que I'huile essentielle algérienne d’Inula viscosa peut étre une
nouvelle source potentielle d’antioxydants naturels et d’agents antimicrobiens pour les

industries alimentaire, pharmaceutique et cosmétique.

Brahmi-Chendouhet coll.[47] ont étudié les activités antioxydantes et cytotoxiques de
I'extrait aqueux de cette plante. Ces extraits d polyphénoles d’Inula viscosa sont obte-
nus par ’extraction avec le Soxhlet. Les analyses UHPLC-HRMS ont révélé des quelques
composés inhabituels comme principaux métabolites secondaires. Ces composés, ainsi
que les phénols de type cinchonaine et les glycosides d’hydroxycinnamoyl-flavonol, sont
rapportés pour la premiere fois dans 1’Inula viscosa. Les résultats obtenus ont mis en
évidence que les feuilles d’Inula viscosa ont une diversité importante en constituants
polyphénols, cette évaluation des antioxydantes et de la viabilité cellulaire encourage

I'utilisation de cette source comme une source renouvlable de composés nutraceutiques.

Haoui et coll. [39]ont étudié la composition chimique de I'huile essentielle d’Inula viscosa
(L) en Algérie par la méthode d’analyses GC/MS, et comparé avec les données de la litté-
rature. Les résultats présentés dans cette étude sont les premieres informations fournies
sur la composition chimique de I’huile essentielle des feuilles d’inula viscosa d’Algérie.
L’huile de ces feuilles a été obtenues par extraction de matiere végétale séchée par deux
méthodes d’extraction, hydrodistillation et distillation par entrainement de la vapeur, en
utilisant un appareil de type Clevenger. L’identification des constituants de deux échan-
tillons a été faite sur la base de la comparaison de leurs indices de rétention et spectres
de masse avec ceux des composés de référence de la littérature, en utilisant la GC/MS.
les résultats obtenues ont marqués une quantité élevée de sesquiterpeénes oxygénés (0.257

%) par la méthode de distillation a la vapeur par rapport a ’hydrodistillation (0.043 %)
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presque 6 fois plus. Ceci traduit que les sesquiterpenes oxygénés sont la fraction princi-
pale des deux méthodes utilisées. D’apres cette étude les auteurs ont constatés que I’huile

essentielle d’ Inula viscosa peut étre une bonne source de composés acides sesquiterpenes.

Kheyar et coll. [39], ont évalués lactivité antibactérienne des huiles essentielles d’Inula
viscosa, Salvia officinalis et Laurus mobilis in vitro par la méthode de diffusion sur
gélose contre des souches de référence et multirésistante. Ils ont également examiné les
propriétés antibactériennes de trois huiles essentielles a quatre dilutions (1/1, 1/2, 1/4
et 1/8) préparées avec du DMSO (diméthylsulfoxide ) contre cinq organismes. Ils ont
trouvé que les huiles essentielles d’Inula viscosa avaient une activité inhibitrice contreS.
aureus et F. coli a toutes les dilutions. Ceci est en contradiction avec le résulatat trouvé

par ou il a noté ’absence totale de I'effet vis-a-vis la souche Escherichia coli.

Le cancer colorectal (CCR) est le deuxiéme cancer le plus fréquent chez les femmes
et le troisieme chez les hommes dans le monde. Le traitement conventionnel du CCR
est limité par des effets secondaires séveres et par le développement d’une résistance.
Par conséquent, des thérapies supplémentaires sont nécessaires. Bar-Shalom et coll [48]
ont étudies I'effet inhibiteur de I'extrais d’Inula viscosa contre la croissance des cellules
cancéreuses colorectales in vitro et in vivo par 'induction de ’apoptose. Dans leur étude,
ils ont examiné les effets bénéfiques potentiels de 'extrait aqueux de feuilles IV sur
la croissance des cellules cancéreuses du colon in vitro et in vivo. Leurs résultats ont
indiqué que 'exposition des cellules cancéreuses colorectales a 'extrait d’Inula viscosa
réduisait de maniere significative la viabilité cellulaire d’une maniere dépendante de la
dose et du temps. In vivo des études ont révélé que le traitement avec 150 ou 300 mg
/ kg d’extrait d’Inula viscosa inhibait la croissance tumorale chez les souris. Le poids
et le volume des tumeurs étaient significativement ( P < 0,001) réduit par rapport au
groupe témoin non traité. Ces résultats peuvent indiquer que les doses actives d’extrait
d’Inula viscosa ne sont pas toxiques. Des études complémentaires sont nécessaires pour
identifier la structure des composés actifs. Les résultats de cette étude peuvent contribuer
au développement de stratégies nouvelles et efficaces pour le traitement du cancer du

colon.
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2.2 Plante Carthamus caeruleus L;

Carthamus caeruleus L fait partie de la famille Asteraceae, qui veut dire étoile ; 11 aster
7 en Grece. C’est une famille appartenant aux Dicotylédones comprenant plus de 1500
genres et plus de 25000 especes, c’est la famille la plus importante des Angiospermes, ce
sont presque toujours des plantes herbacées avec souvent des racines charnues : rhizoma-
teuses, tubéreuses ou pivotantes, occupant tous les continents sauf I’ Antarctique [49]. Il
existe environ 25 especes et sous-especes appartenant a Carthamus. Le centre d’origine
du genre est considéré comme la partie orientale de la région méditerranéenne [50]. C’est

une plante a fleurs qui a des rapports avec les chardons.

2.2.1 Description botanique

L’espece Carthamus caeruleus est connue également sous le nom carduncelle bleu ap-
partient a la famille des asteraceaes ; est une plante vivace a tige dressée et velue, haute

de 0.2 &4 0.6 m, .Les fruits du Carthamus caeruleus sont des akenes [49](Fig.2.4).

Partie aérienne

— La tige mesure environ 30 & 60 cm de long, non ramifiée, et nSont pas des ailes.

— Les feuilles glabres ou pubescentes, les supérieures sont fortement dentées et piquantes,
Les feuilles sont glabres ou pubescentes, fortement nervées, a contour ovale ou lan-
céolé. La plante est caractérisée par des feuilles inférieures pétiolées et dentées, et des
feuilles supérieures sessiles amplexicaules ou dentées-épineuses. Elle possede des capi-
tules bleus violets, gros (3 cm de large sur 3-4 cm de long), solitaires au sommet de
la tige et des rameaux, globuleux ou ovoides.

— Les fleurs sont bleues & corolle tubuleuse mais quelques variétés donnent des fleurs r
violettes. Tres mellifere, le carthame est visité par de nombreux insectes.

— Le fruit est un akene nettement plus courts que 'aigrette, subglobuleux ou obscuré-

ment tétragones, glabres et blanchatres.
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F1cURE 2.4: différents partie de Carthamus caeruleus L. : tige et feuille, Fleur, racines
et raines

Partie souterraine

L’inule visqueuse est une plante, a odeur forte ligueuse sa base est une forte racine

pivotante lignifiée pouvant atteindre 30 cm de longueur [49].

2.2.2 Taxonomie

La position taxonomique de Carthamus caeruleus est la suivante :

— Regne : plante

Embranchement : Magnomiphyta

— Sous-embranchement : Angiospermes
— Classe : Dicotylédones

— Ordre : Astérales

— Famille : Astéracées

— Sous -famille : Carduoidées

— Genre : Carthamus

— Espece : Tinctorius L

— Type : annuelle

— Couleur : fleurs jaunes, orangé, rouges
— Plantation : printemps

— Floraison : juillet a septembre

— Hauteur : jusqu’a 1 m
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2.2.3 Répartition géographique

Carthamus caeruleus est une plante qualifiée de rudérale. Elle pousse sur les terres
humiferes et légeres, dans les chemins, les coupes des bois, les champs et les jardins bien
fumés. Cette plante supporte tous les types de sols, surtout ceux contenant des matieres
organiques fraiches. Elle est rencontrée en Europe, en Afrique du Nord et du Sud, en
Asie, ainsi qu’en Amérique du Nord et du Sud [49]. Dans le cadre de cette étude, 1Sespece

a été récolté de Bouira.

2.2.4 Usage traditionnelle et propriétés pharmaceutiques d’ Carthamus

caeruleus

Les racines de Carthamus caeruleus sont trés utilisées dans le traitement des briilures
dans la région de Bouira, Boumerdes, Tlemcen, Tizi ouzou et Sétif, sous forme de pom-
made. Cette derniere est préparée a partir des racines préalablement lavées et épluchées,
puis bouillies dans du lait ou de 1Seau. Ces racines sont ensuite écrasées, réduites en

pommade, appliquée sur les brilures.

2.2.5 Travaux realisés sur Carthamus caeruleus

Une étude de valorisation des vertus de Carthamus caeruleus par une caractérisation
phytochimique et une évaluation des activités biologique de ses racines a été réalisée par
DAHMANT [49]. LSétude phytochimique a mis en évidence les principaux métabolites
notamment les polyphénols. L’analyse de 'extrait polyphénolique par CG/SM a révélée
pour la premiere fois la richesse et la diversité moléculaire des racines de Carthamus cae-
ruleus. L’évaluation du pouvoir antioxydant in vitro par des méthodes colorimétriques
(DPPH, FRAP et Hy02) a montré que l'extrait polyphénolique de la plante étudié est
doté d’un pouvoir antioxydant élevé. L’effet antimicrobien de la plante médicinale varie
selon la nature de la souche et de l'extrait testé. In vivo, I’extrait phénolique de Car-
thamus caeruleus ne présentent aucune toxicité pour des concentrations comprises entre
100 mg/kg et 250 mg/kg. Par ailleurs, un pouvoir anti-inflammatoire important a été
décrit. Par ailleur, la poudre de Carthamus caeruleus a présenté un fort potentiel cica-
trisant largement supérieur a celui obtenu par le produit de référence Madécassol6 sur la

méme durée de traitement. De plus Carthamus caeruleus aide a promouvoir la repousse
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des poils chez le modele murin. La présente étude a permis de confirmer 'efficacité de
la plante et d’apporter une preuve biologique mesurable de son pouvoir antioxydant,

antimicrobien, antiinflammatoire, cicatrisant et activateur de la pousse des poils.

Belkhiri et coll.[51, 52] a évalué in vitro les propriétés antioxydantes et antibactériennes
des extraits méthanoliques, protéiques et des huiles essentielles a partir des racines de
deux plantes utilisées dans la médecine traditionnelle en algérie, tamus communis L
et carthamus ceruleums L.. Le potentielle antioxydant des échantillons était évalué en
utilisant trois techniques complémentaires, I'inhibition du radical libre DPPH.le test
du B Caroténe/acide linoléique et la technique FRAP (ferric reducing ability of plasma.
Selon ces travaux, Carthamus caeruleus L poussant a 1’état sauvage dans les régions

méditerranéennes et en particulier en Algérie a une puissante activité antioxydante.
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Chapitre 3

Matériels et méthodes

Introduction

Ce travail a pour objectif la réalisation d’une étude phytochimique et I’évaluation de
I'activité antioxydante des polyphénols et des flavonoides decarthamus caeruleus L et
Inula visscosa L. Dans ce chapitre, nous allons décrire le matériels utilisés et la procédure
expérimentale suivie pour la réalisation de cette étude ainsi que les méthodes de calculs

néssaires seront exposées.

3.1 Matériels

3.1.1 DMatériels végétal

Le Carthamus caeruleus L et inula viscosa L ont été cueillies a la fin du mois de mai

pendant sa période de florison dans la région de Bouira (tableau 3.1).

TABLE 3.1: Origine de matériel végétal, période de récolte et méthode d’extraction

Région Bouira (Ain Athmane) Bouira (Saharidj)

Date de récolte 23/05/2021 20/05,/2021

Mode d’extraction e Entrainement a la vapeur Entrainement a la vapeur
e Hydro-distillation

Parties de la plante Feuilles, fleurs et racines Feuilles
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Le matériel végétal ainsi récolté a été trié, séché a l'air libre et a l'obscurité pendant
une quinzaine de jours. Une fois séchées, les racines ont été concassées dans un moulin

électrique puis soumises a différentes extractions.

FiGURE 3.1: Les différents partie de Carthamus caeruleus L : tige et feuille, Fleur,
racines et raines

3.1.2 Reactifs chimiques et appareillage

Tous les produits chimiques utilises sont de qualites analytiques. Les reactifs chimiques

et solvants nous ont ete fournis par les societes Sigma-Aldrich.

Les differents appareils utilises pour nos analyses sont les suivants :
— un spectrophotometre UV-Vis (Shimadzu UV-1800 UV /Visible) ,
— clevenger

— alambic

3.1.3 Parametre optimisé

Un parametre des procédés d’extractions qui a été retnue pour optimisation, est la masse
de la matiere végétale par unité de volume utile de 'unité d’extarction. Ce parametre
traduit le degré de tassement de la matiere végétale dans 'unité. Un tassement excessif
ou insuffisant est a l'origine de la création des chemins préférentiels pour la vapeur,
empéchant le contact intime entre celle-ci et la totalité de la matiere végétale. Quant a

la durée d’extraction, une durée de trois heures a été fixée pour ’ensemble des essais.
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3.1.4 Dispositifs expérimentaux

3.1.4.1 Entrainement a la vapeur

La matiere végétale, préalablement pesée, est répartie uniformément a l’intérieur de
I’alambic, supportée par une grille. La vapeur d’eau, venant du bouilleur, est introduite
dans I'alambic a travers une conduite placée au-dessous de la grille. Le flux ascendant
de vapeur traverse le lit de matiere végétale et entraine avec lui ’huile essentielle. Le
mélange des vapeurs d’eau et d’huile arrive dans le condenseur ou il est refroidi et
condensé. Le distillat est recueilli dans le receveur immergé dans un bain d’eau glacée
(Fig.3.2). L’huile essentielle est séparée de ce mélange distillat par décantation. Les eaux
de condensation accumulées au fond de I'alambic sont périodiquement évacuées, afin

d’éviter tout contact avec la matiere végétale.

“n

) |l
ﬂ ‘ Arrivée des vapeur

o

- -

Bouilleur

FIGURE 3.2: Schéma du dispositif expérimental de 'extraction d’huile essentielle (Alam-
bic)

3.1.4.2 Hydrodistillation

L’extraction par hydrodistillation a été réalisée en introduisant le matériel végétal préa-
lablement pesé, dans un ballon de 500 ml contenant un volume connu d’eau. Le matériel
végétal est porté température d’ébullition, pendant 3 heures. Les vapeurs chargée de
huile, en traversant un réfrigérante se condensent et récupérées dans une ampoule a

décanter, puis I'huile a été récupérée et stockée a température de réfrigération (Fig.3.3).
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-

/

FIGURE 3.3: Schéma du dispositif expérimental de l'extraction d’huile essentielle (Cle-
venger)

3.2 Caractérisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles doivent répondre a des caractéristiques analytiques conformement
aux normes internationales. Pour connaitre la qualité de I’huile essentielle des plantes
étudiées, nous avons procédé a des essais sensorielles et & des mesure de quelques indices

physicochimiques.
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3.2.1 Caractéristiques sensorielles : (AFNOR NF ISO 280 : 1999)

La couleur : c’est un parametre tres important. Elle est déterminé a ’oeil nu

L’aspect : Propriétés physicochimiques : (Normes AFNOR, 1992)

3.2.2 Analyse physique
3.2.2.1 Indice de gonflement

L’indice de gonflement représente le volume en millilitre qui occupe 1 g de matériel
végétal. Une masse de 10g des deux plantes étudiées ont été placées dans une étuve
a 110°C pendant 1 heure. Apres séchage, le matériel végétal a été trompé dans l'eau

distillée pendant 24 heures. Au terme de cette période le matériel végétal a été filtré.

3.2.2.2 Teneur en eau

La teneur en eau ou le taux d’humidité a été déterminée par par la méthode physique
en introduisant 1 g broyé d’échantillon et placés dans une coupelle tarée dans une étuve
réglée a 105° £+ 2°C'. Les échantillons sont ensuite pesés avec précision toutes les vingt-
quatre heures, apres avoir été refroidis a température ambiante dans un dessiccateur, et
ce jusqu’a obtention dSun poids constant.La teneur en eau (%), a été calculée comme

suit (Equ.3.1) :

[Massecreuset+Echantillon sec — Massecreuset

Teneur en eau (%)= 100 —
M assegchantillon

«100]  (3.1)

3.2.2.3 Le rendement

Le rendement en huile essentielle est estimé par le rapport des masses de 1Shuile essen-
tielle et de la matiere végétale séchée. Il est calculé par la formule suivante , exprimé en

pourcentage (%)(Equ.3.2) :

(3.2)



Rdyg : Rendement en huile essentielle (%), Myg : Masse de 1Shuile essentielle (g),

Muvs : Masse de la matiere végétale seche (g).

3.2.3 Analysse chimiques
3.2.3.1 Indice d’acide

Le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation
des acides libres contenus dans 1 gramme d’HE. La neutralisation des acides libres se
fait par une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium titré. L’indice d’acide a été
donc déterminé par titrimétrie. Le mélange réactionnel contenu un volume d’échantillon
et diclorométhane a été titré par une solution d’hydroxyde de potassium (0.1M). La

phénolphtaléine a été utilisée comme indicateur coloré (Equ.3.3) :

5611 x V x C

Ix %

(3.3)

— V : volume en ml de KOH utilisé (ml)
— M : masse de la prise d’essai(g)

— C : concentration exacte de KOH (0.1N) en mol/l.

3.2.3.2 Indice d’iode

L’indice d’iode d’un corps est la masse de di-iode, exprimé en gramme, que ’on peut fixer
par addition sur 100 grammes de lipide. Il permet d’évaluer le degré dSinstauration. Le
principe se base sur le titrage, par le thiosulfate de sodium, de I'exces de réactif de Wijs
transformé en iode par l'addition de l'iodure de potassium. La norme (ISO : 3961-1996)

est utilisée pour déterminer I'indice d’iode.

L’indice d’iode de l'extrait est estimé par le dosage d’iode en exces dans une solution
a base de HEs, contenant 5 ml d’alcool, 10 ml d’une solution d’iode a 0.1N alcoolique,
250 ml d’eau distillée, par le thiosulfate de sodium a 0.1N en présence de quelque goutte
d’amidon a 0.1N. Parallelement on réalise un essai a blanc sans ajouter la matiére grasse

(Equ.3.4).
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NNay5,04
m

Itfmgde KOH/g] = 12.7 x (Vo — V) % (3.4)

— Vg : volume de thiosulfate de Na pour le blanc (mL)
— V : volume pour titre 1’échantillon (mL)
— N : titre exact de la solution de thiosulfate de Na utilisée (mol/L)

— m : la prise d’essai

3.2.3.3 Indice de saponification

L’Indice de saponification est le nombre de milligrammes de KOH nécessaires pour neu-
traliser” l'acidité libre et saponifier a chaud les esters de 1 g de lipide. La valeur de
Iindice de saponification nous permet d’estimer les longueurs des chaines de carbone
des acides gras constituants I'huile d’une part, et de calculer les masses moléculaires
moyennes des acides gras et des triglycérides qui renferment 1’huile. Pour déterminer

I'Indice de Saponification, nous avons appliqué la méthode (ISO : 657 - 2002).

Ce test consiste a faire réagir a chaud une solution d’acide gras avec un exces de potasse
KOH. Cet exces est ensuite dosé par une solution d’acide chlorhydrique (HCI). Un vo-
lume d’échantillon a été porté a ébullition pendant 1 h 30 minutes, en présence d’une
solution alcoolique de KOH (0.6N). Apres ajout de 2 a4 3 gouttes de phénolphtaléine,
Pexces de potasse a été dosé par 1’acide chlorhydrique de concentration (0.5N) sous agi-
tation constamment jusqu’au virage a 'incolore de I'indicateur coloré, la phénolphtaléine

(Equ.3.5).

Is[mgdeKOH g = [(Vi — V) x %] « 56.1 (3.5)

— Vy : est le volume d’HCI 0.5 N requis pour titrer le blanc (mL),
— V : est le volume d’HCI 0.5 N requis pour le titrer I’échantillon (mL),
— N : est la normalité de la solution d'"HCI (mol/L),

— M : est la prise d’essai (g).
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3.3 Préparation de la pommade

3.3.1 Préparation de la pommade avec les gousses de carthamus cae-

ruleus L

La premiere méthode consiste a traiter thermiquement les gosses de carthamus caeruleus
L. Ainsi, pour préparée la pommade, les gousses ont été en premier lieu épluchée, puis
lavée et placée dans un ballon pour hydrodistillation, et un volume d’eau distillée a été
ajouté. Le mélange est porté a ébullition pendant 3h, a la fin de traitement thermique,

la pommade a été récupérée et stockée a température de réfrigération (Figure 3.4 (a)).

La deuxieme méthode consiste a préparer la pommade par voie physique sans traitement
thermique. La pommade a été préparée en écrasant les gousses préalablement épluchée
et lavée dans un mortier, en ajoutant un volume d’eau. Apres une filtration, la pommade

ainsi récupérée est stockée a température de réfrigération (Figure 3.4 (b)).

3.3.2 Préparation de la pommade avec I’huile essentielle
3.3.2.1 Pommade de I’huile essentielle de Inula viscosa L

Cette pommade a été réalisée en mélangeant sous agitation un volume de I’huile essen-
tielle de Inula viscosa L avec 40 g de vaseline, 0.25 g de phénol, 1 g oxyde de zinc et 1
g acide borique. Le mélange obtenu a été stocké a température de réfrigération (Figure

3.5).

3.3.2.2 Pommade de I’huile essentielle de carthamus caeruleus L

Cette pommade a été réalisée en mélangeant sous agitation un volume de I’huile essen-
tielle de carthames avec 40 g de vaseline, 0.25 g de phénol, 1 g oxyde de zinc et 1 g acide

borique. Le mélange obtenu a été stocké a température de réfrigération (Figure 3.5).
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FIGURE 3.4: (a)Pommade obtenue par traitement thermique des gosses et (b) pommade
obtenue par traitement physique (broyage des gosses)

3.4 Dosage des phénols totaux des huiles essentielles ex-

traites et des pommades produites

Les extraits (200 pl) ont été mélangés a 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois
et & 2 mL de H5O, et incubés a la température ambiante pendant 4 minutes. Apres ’ad-
dition de 0,8 mL de bicarbonate de sodium de 7,5% au mélange, les polyphénols totaux

étaient déterminés apres 2 heures d’incubation a la température ambiante. L’absorbance
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FIGURE 3.5: (a)Pommade de I'huile essentielle de Inula viscosa L

de la couleur bleue en résultant a été mesurée au A, = 765 nanometres avec un spec-
trophotometre de Shimadzu UV-VIS. La quantification a été faite en ce qui concerne
la courbe standard de ’acide gallique. La concentration des poly phénols totaux a été
calculée & partir de 1’équation de régression de la gamme d’étalonnage (3.6) établie avec

l’acide gallique et elle est exprimée en pug d’équivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
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FI1GURE 3.6: Courbe d’étalonnage : absorbance a 760 nm en fonction de la concentration

de lacide gallique concentration (ug/L)
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3.5 Activité antioxydante

Afin d’étudier I'activité antiradicalaire des différents extraits des plantes étudiées, nous
avons utilisé la méthode basée sur le DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) comme un

radical relativement stable, selon le protocole décrit par Sanchez-Moreno .

La molécule 1, 1-diphényl-2-picrylhydrazyle (a, a-diphényl-bpicrylhydrazyle, DPPH) est
caractérisée comme un radical libre stable en raison de la délocalisation de 1’électron.
La délocalisation de I’électron conduit a l'apparition de la couleur violette profonde,
caractérisée par une bande d’absorption dans une solution d’éthanol centrée a environ
517 nm. Lorsqu’une solution de DPPH est mélangée a celle d’un substrat qui peut cé-
der un atome d’hydrogene (AH). Lors de 'abstraction d’un atome d’hydrogene et de la
formation de diphényl-picryl-hydrazine, la couleur violette est perdue avec une couleur
jaune pale résiduelle restante (3.7). La cinétique de la désintégration radicalaire due
a Pantioxydant peut étre suivie avec un spectrometre UV /visible et un comportement

comparatif entre plusieurs composés peut étre établi.

NO, il o =\
| H O\ g
Iy o / A\ 1 I~
O,N N—N +HR O,N N + R~
NO,
v N NO, N\ /
DFFH radical DFFH
Violet solution pale yellow

FIGURE 3.7: Schéma de réduction du radical libre DPPH en DPPHH

La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans
100 ml de méthanol. 50 pl des solutions des extraits de plantes ou des standards (acide
ascorbique) ont été ajoutés a 1,96 ml de DPPH, les mélanges ont été incubés dans ’obs-
curité pendant 30 minutes et la décoloration comparée a la controle négative contenant
seulement la solution de DPPH mesurée a 517 nanometres en utilisant un spectropho-
tometre UV /visible. L’activité de radical balayage de DPPH a été calculée comme suit

(Equ.3.6) :

Acon TO _Ac antillon
AA(%) = Zeont 2 : ’; fillon 100 (3.6)
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Sachant que
— Acontrol : est I'absorbance de la réaction de control (contenant tous les réactifs excepté
I’échantillon d’essai)

— Acnantilion : €st Pabsorbance des extraits ou de la référence
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Chapitre 4

Résultats et discussion

4.1 Rendement d’extraction des huiles essentielle

Nous avons réalisé une extraction des huiles, a partir des feuilles de Carthamus caeruleus
L. et Inula visscosa L. par hydrodistillation et par entrainement a la vapeur. Le Rende-
ment en huile essentielle est le rapport entre la masse de I’huile extraite et la masse des
feuilles utilisées. La valeur de rendement est rapportée en pourcentage est calculé par la

relation 4.1 :

R(%) = =2 x 100 (4.1)

ou

— R : rendement de 'huile essentielle ; en pourcentage
— My : masse de l'huile; en g

— My : mase des feuilles; en g

Les valeurs des rendements en huiles essentielles obtenus a partir des deux plantes et

avec les deux méthodes d’extractions sont rapportés dans le tableau 4.1.

TABLE 4.1: Rendement de ’extraction des huiles essentielles

Entrainement a la vapeur Hydro distillation
Carthamus c. . Inula v. . Carthamus c. I.  Inula v. [.
Rendement (%) 0.21 0.12 0.22 0.1
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Les résultats rapportés dans le tableau montrent que les rendements en huiles essen-
tielles des feuilles de la plante Inula visscosa obtenus par les deux méthodes d’extrac-
tions; entrainement & la vapeur et hydro distillation sont respectivement 0.12 et 0.1%,
Les rendements en huile essentielles de la plante Carthamus c. l. obtenus des les deux
méthodes d’extractions sont trés proches a ceux rapportés pour Inula visscosa. Ces ré-
sultats montrent aussi que la méthode d’extraction n’a pas vraiment d’effet significative
sur le rendement en huiles essentielles. Ce résultat est conforme aux résultats rapportés
dans la littérature puisque les feuilles de Carthamus c. I. ont fait 'objet de plusieurs
études pour sa richesse en huile essentielle. Pour la plante Inula visscosa, non seulement
elle renferme des huiles essentielles dans sa partie aérienne (les feuilles) mais aussi elle
trouve ses applications comme plante médicinale dans la préparation des pommades ce

que nous avons tenté de reproduire dans cette étude.

4.1.1 Caractérisation des huiles essentielles obtenues

Le tableau 4.2 récapitule quelques caractéristiques des huiles essentielles des deux plantes
étudiées. Les deux huiles montre un pH acide est proche de neutres et une forte acidité

démontrée par les valeurs d’indices d’acidités et indice de saponification.

TABLE 4.2: Caractérisation des huiles essentielles obtenues

Inula visscosa L  Carthamus caeruleus [

Indice de gonflement (g) 44.5612 41.1205
pH (extrais d’acétone) 6.24 5.501
pH (extrais d’eau) 5.33 4.75
Indice d’acide 0.833 0.822
Indice saponification 0.76 0.79

4.2 Extraction et dosage des polyphénols totaux

L’extrait polyphénolique présente un aspect liquide et une couleur marron jaunatre.
Le rendement obtenu pour 30 g de racines de Carthamus est de 9,12. Le dosage des
polyphénols est réalisé selon la méthode de Folin- Ciocalteu. Cette derniere nécessite
préalablement 1’établissement d’une courbe d’étalonnage avec ’acide gallique comme
étalon. La teneur en polyphénols totaux obtenue est de 10.3 mg EAG/g. Boumerfeg

(2010) [52] a noté une teneur en polyphénols totaux des racines de Carthamus caeruleus,
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récoltée a partir de la région de Sétif (Algérie), de 12,53 mg EAG /g, en utilisant un

mélange hydroalcoolique comme solvant.

Cette différence peut étre due a la méthode d’extraction (Lee et al., 2002) [15], la région
de récolte, ainsi que le type de solvant utilisé. En effet, (Falleh et al., 2008) ont signalé
que la solubilité des composés phénoliques est fonction de leur degré de polymérisation,

de leur interaction avec les autres constituants et le type de solvant utilisé.

La teneur phenolique d’une plante depend egalement d’un certain nombre de facteurs
intrinseques et extrinseques, en particulier les conditions climatiques, la maturite a la
recolte et les conditions de stockage. Il semble que 'augmentation de la temperature, et
leffet des jours longs favorisent ’accumulation des polyphenols, et exercent une influence

sur la qualite des principes actifs polyphenoliques synthetises par les plantes [? |.

Le type de solvant d’extraction doit non seulement avoir une haute capacité d’extraction
de biomolécules issue de la plante, mais aussi de bénéficié d’un certain taux de sécurité.
L’éthanol est I'un des meilleurs solvant pour une extraction polyphénolique.. D’autre
auteurs ont montré que le méthanol reste le solvant le mieux choisi pour extraire les

antioxydants d’une plante [30]

4.3 Activité antioxydante

4.3.1 Activité antioxydante des extraits méthanoliques

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour estimer ’activité antioxydante in vitro.
Certaines d’entre elles reposent sur la capacité réductrice d’'un composé comme étant un
indicateur significatif de son potentiel antioxydant, d’autres reposent sur la mesure d’une
molécule a piéger les composés radicalaires. La méthode appliquée dans notre étude est
la méthode de piégeage du radical libre DPPH. Cette méthode de DPPH a été choisie,

en raison de sa simplicité, rapidité, sensibilité et de sa reproductibilité.

Les résultats rapportées par les absorbances du DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

obtenus pour I'extrait phénolique sont rapportées dans la figure 4.1.

Nous constatons que I'absorption diminue significativement pour les feuilles de Cartha-

mus caeruleus Let inula viscosa L. Ce qui n’est pas le cas pour les racines Carthamus
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FIGURE 4.1: Evolution de I’absorption des extraits polyphénoliques (DPPH)apres 2h
macération pour les différentes plantes étudiées

caeruleus L. Ceci peut étre attribué au temps de macération insuffissant pour l'extrac-
tion. En effet, les resultats obtenus pour des extraits réalisés pour un temps prolongé de

24h (4.2).
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FIGURE 4.2: Evolution de 'absorption des extraits polyphénoliques (DPPH)apres 24h
macération pour les différentes plantes étudiées

Il est a noter que sur ces deux résultats la capacité réductrice des composés est plus

remarquable sur les extraits d’inula viscosa L.
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4.3.2 Effet du solvant d’extration

Plusieurs solvants sont utilisés afin d’améliorer ’extration par macération.Les essai sont
réalises dans les mémes conditions sur les diférentes plantes étudiées. Les figures ci-
dessous (4.3,4.4et 4.5)regroupe les courbes obtenues sur quatre solvants d’extraction
testés sur les feuilles de Carthamus caeruleus L, les feuilles inula viscosa L et les racines

de Carthamus caeruleus L .
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FIGURE 4.3: Evolution de 'absorption des extraits polyphénoliques (DPPH)apres 24h
macération des feuilles de Carthamus caeruleus L

En analysant les résultats obtenus, nous constatons que le méthanol est le meilleur
solvant d’extraction pour les feuilles des deux plantes étudiées. Tandis que pour les
racine I'extraction est netement améliorée avec I’héxane comme solvant. Il s’avere que

le choix du solvant est d’une grande importance pour améliorer 1’extraction.

4.3.3 Activité antioxydante des pommades formulées

La formulation des pommades est basée sur les extraits d’hydrodistillation des racines
Carthamus caeruleus Let des huiles essentielles des deux plante étudiées. Les résulats

sont présentés par la figure 4.6.

Nous constatons que la pommade réalisées par des huiles essentielles ont des activités

antioxydantes plus significatives que celle obtenue par traitement thermique. Nos valeurs
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FIGURE 4.5: Evolution de 'absorption des extraits polyphénoliques (DPPH)apres 24h
macération des racines de Carthamus caeruleus L

sont en accord avec celles obtenues par Baghiani et al. (2010) [52] et I’action inhibitrice
des radicaux libres par les polyphénols a été signalée. Ces mémes auteurs ont révélés
que ces métabolites secondaires sont impliqués dans la prévention des diverses patho-
logies associées au stress oxydant, telles que le cancer, les maladies cardio-vasculaires,

l'ostéoporose ou les maladies inflammatoires.
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Conclusion

Ce travail de mémoire s’inscrit dans le cadre de la valorisation des richesses naturelles de
la région de Bouira. Nous avons fixés deux objectifs pour cette étude. Le premier objectif
est I’évaluation des effets thérapeutiques des huiles essentielles de plantes locales choi-
sies (Inula viscosa et carthamus caeruleus 1) et le second concerne I'étude de Vefficacité
des procédés d’extraction a travers la recherche bibliographique sur la base des travaux

antérieurs réalisés.

A travers I’étude bibliographique, il ressort que les huiles essentielles constituent une
alternative thérapeutique complémentaire a la médecine classique. Elles présentent plu-
sieurs activités biologiques telles que : 'activité antibactérienne, ’activité antioxydante,
lactivité fongicide, anti-inflammatoires, immunomodulatrices, bronchodilatatrices et an-

tivirales.

La valorisation d’un travail scientifique de recherche s’accomplit par la caractérisation
qualitative, quantitative ou structurale des échantillons. Dans le cas des huiles essen-
tielles, nous avons présenté les caractérisations les plus importantes soit pour ’identifi-
cation soit pour la quantification. Les techniques d’analyses appropriées et performantes
basées sur l'utilisation d’une combinaison des méthodes chromatographiques et leur dé-

termination structurale grace a l'utilisation des techniques adaptées.
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L’étude approfondie sur deux especes qui sont tres répandues dans la région de Bouira,
dotées de dévers pouvoirs thérapeutiques anti-bactriennes et antioxydant. Ils sont par-
ticulierement intéressants par leurs propriétés anti-infectieuses et cicatrisantes tres si-
gnificatives en dermatologie. Les travaux antérieurs sur les deux plantes choisies; Inula
viscosa et eucalyptus globolus ont montré les grandes potentialités de leurs huiles essen-
tielles en raison de I'importance et la diversité des effets thérapeutiques des deux plante

mis en évidence par ces travaux.
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Résumé

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles locales. En effet,
ces dernicres années, les plantes médicinales sont au centre d'intérét des scientifiques. Dans
présent travail, des extraits de deux plantes locales, Inula viscosa L et Carthamus caeruleus L.
sont étudiées afin d’évaluer leur activité antioxydante. L’activité antioxydante est evaluée par
la méthodes de la dégradation du radical DPPH®(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) sur des
extraits de plantes étudiées. Les extraits sont préparés par macération de poudres de
différentes parties de plantes ainsi que des huiles essentielles. L’étude bibliographique a
révélé les grandes potentialités des plantes étudiées en raison de I'importance et la diversité de
leurs effets thérapeutiques mis en évidence par les travaux antérieurs. Les résultats obtenus
ont montré que les extraits possédent un pouvoir antioxydant trés important.

Mots Clés : plantes médicinales, inula visco 1. carthamus caeruleus l. huiles essentielles,
activité anti-oxydante

Abstract

This study is part of the development of local natural resources. Indeed, in recent years,
medicinal plants have been at the centre of scientific interest. In this work, extracts of two
local plants, Inula viscosa L and Carthamus caeruleus L. are studied in order to evaluate their
antioxidant activity. The antioxidant activity is evaluated by the methods of degradation of the
DPPH®(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical on extracts of plants studied. The extracts are
prepared by maceration of powders of different parts of plants as well as essential oils. The
bibliographic study revealed the great potential of the plants studied because of the
importance and diversity of their therapeutic effects highlighted by previous work. The results
obtained showed that the extracts have a very significant antioxidant power.

Keywords: extraction process, essential oils, inula viscose L, Carthamus caeruleus L.
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