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Introduction

Introduction

Depuis plusieurs années, les effets défavorables et dangereux des traitements
médicamenteux tels que Il'immunosuppression, la corticothérapie au long terme,
I'antibiothérapie a large spectre ou encore la radiothérapie sont tres importants. Face a ce
constat, les scientifiques tentent d'explorer des approches thérapeutiques alternatives plus
naturelles, notamment celles issues des plantes, afin de contrebalancer les effets néfastes des
médicaments. [1]

Les ouvrages sur les plantes médicinales augmentent a un rythme alarmant.
Enseignants et guérisseurs, pharmaciens et médecins, herboristes et journalistes, s'expriment
librement sur ce sujet. C'est la preuve évidente que les plantes médicinales suscitent I'intérét
du public. [2]

La phytothérapie est la pratique de prendre soin de soi avec des produits naturels. Pres
de 95 000 plantes ont été découvertes sur notre planete pour leurs bienfaits médicinaux. Aussi
diverses et nombreuses soient-elles, les "simples”, comme elles préferent étre appelées,
offrent un panel de vertus vitales pour soigner les maladies et les petites plaies. Les plantes et
leurs extraits sont connus depuis longtemps pour leurs propriétés médicinales. [3]

Bien entendu, notre époque se définit par la recherche d'un mode de vie sain, d'un
retour a la nature et de valeurs fondamentales. Cependant, le succes de la Phytothérapie
s'explique avant tout par le niveau de compétence technologique et scientifique aujourd’hui
atteint dans ce domaine. L'agronomie, la chimie et la pharmacologie ont progressé, permettant
le développement de formulations thérapeutiques et galéniques plus slres, plus appropriées et
plus efficaces. La phytothérapie apparait comme la réaction idéale aux "maladies du siecle"
qui caractérisent nos sociétés. [4]

L'Algérie a un environnement tres diversifié et les plantes prosperent abondamment
dans les régions cotieres, montagneuses et sahariennes. Ces plantes ont le potentiel d'étre des
traitements naturels qui peuvent étre utilisés a la fois de maniere curative et préventive. En
Kabylie surtout les plantes médicinales n‘ont jamais été abandonnées et les populations n'ont
jamais cessé de pratiquer la médecine traditionnelle, ce qui a permis de préserver une tradition

thérapeutique vivante malgré les progres remarquables de la médecine moderne. [5]
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%+ Problématique

Dans le monde actuelle y’a lieu de plusieurs maladies appelée maladie de siecle,
citant par exemple, les maladies d’articulations « arthroses », diabéte, le goitre, ovaires poly
kystique etc... dont la médecine nous as proposée que des traitements calment , et ces
traitements qui sont a base des produits chimiques peuvent provoquer des effets secondaire
indésirable et voir méme mortels , en effet les biologistes ont proposés des traitements a base
des plantes « la phytothérapie », qui jouent le role d’un reméde et sans effet secondaire
dangereux au méme temps .

Alors on as pensé d’une part de mettre en lumiére la phytothérapie et d’une autre part
d’étudier I’action sur ’organisme de 1’une des plantes locales qui est l'inule visqueuse
«inula viscosa » sachant que cette plante est utiliser par les anciens indigenes de notre
région depuis I’ex-temps pour soulager les douleurs des articulations, Ce travail est une
contribution a I’étude physicochimique, phytochimique, anti-inflammatoire et antibactérienne

de la partie aérienne de la plante.



Premicre partie
dynthese bibliographique



Les plantes

Chapi

fre]:

edicma

es et la phytotherapie



Synthese bibliographique les plantes médicinales et la phytothérapie

I. La phytothérapie
I.1. Historique
Le premier texte connu sur la médecine des plantes est écrit sur une tablette d'argile et

a été écrit par des Sumériens en caracteres cunéiformes il y a 3000 ans av j.-c. (Figure 01).[6]

R T AT B A T
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Figure 01 : Tablette babylonienne [6]

L'Egypte fournit encore un autre exemple de l'utilisation ancienne des herbes

médicinales, il s'agit du papyrus Ebers, (Figure 02), en 1600 av J.-C. [7]

153 %1210 31 el 32,249 =R 1 521,

BN22 2 27 SN EL 02 84212032 )
& ot | 1025|2221 2 2610|4315 0.
MESS1125Z12=12.4191903201 7 . o~
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Figure 02 : Fragment du Papyrus [7]

Abu Bakr Arazi ou Rhazes (865-925), a laissé plus de cinquante publications. Il fut
remplacé par Ibn-Sina ou Avicenne (980-1037), qui créa le Canon de la Médecine. [9] [10] Le
botaniste arabe et andalou Abu al-Abbas al-Nabati, a introduit la méthode expérimentale dans
la botanique, la médecine et I'agronomie au Xllle siecle. [11]

Au XVle siecle, Paracelse introduit la notion de principe actif. [8] La phytothérapie a
été abandonnée au XXe siécle au profit de composés issus de la chimie de synthése. La
phytothérapie gagne en popularité de nos jours. Cependant, ces deux thérapies ne doivent pas
étre considérées comme antagonistes, mais plutét complémentaires au bien-étre du patient,

qui est I'objectif premier de la médecine. [12]
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1.2. Définition

Le terme « phytothérapie » est dérivé de deux mots grecs, phytos et therapeua, qui
signifient respectivement « plante » et « traitement ». [13]

Avant tout, la phytothérapie se caractérise comme une discipline allopathique centrée
sur l'utilisation thérapeutique des plantes médicinales sur la base des savoirs traditionnels. Il
vise a prévenir ou a traiter certaines anomalies fonctionnelles mineures ou états pathologiques
a l'aide de plantes, de parties de plantes ou de préparations de plantes, qu'elles soient
consommeées ou appliquées par voie externe. [13]

La phytothérapie moderne dite “clinique”, quant a elle, emploie la plante médicinale
conformément a toutes les données issues des connaissances pharmacologiques et a certaines
données ancestrales confirmées par la pratique clinique, en les réintégrant dans le contexte de
I'actualité scientifique, médicale et connaissances pharmacologiques, prenant en compte la
notion de totum, les mécanismes de synergie et de potentialisation des différents constituants
d'une méme plante et des plantes entre elles, ainsi que les réactions physiologiques cliniques
qu'elles provoquent sur un individu donné, tout en tenant compte du systéme de régulation du

systeme endocrinien de sa fonctionnalité. [13]

1.3. Types de phytothérapies
v' La phytothérapie traditionnelle

Il s'agit d'un type de thérapie de remplacement destiné a traiter les symptémes d'une
maladie. Elle repose sur l'utilisation des plantes en fonction de leurs bienfaits découverts
scientifiquement, et ses origines peuvent parfois étre assez anciennes. lls s'intéressent

particulierement aux maladies saisonnieres. [14]

v La phytothérapie en clinique

Une évaluation clinique complete, ainsi qu'une approche large du patient et de son
environnement, sont nécessaires pour choisir un traitement. Son mécanisme d'action repose
sur un traitement a longue durée ciblant le systeme neuro-vegétatif. Les indications de cette
classe sont liees aux thérapies complémentaires. lls complétent ou renforcent l'efficacité des

traitements allopathiques traditionnels pour des maladies spécifiques. [15]
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1.4. Principe de la phytothérapie
La phytothérapie est basée sur l'utilisation thérapeutique des plantes médicinales. Les
fabricants de produits pharmaceutiques extraient I'ingrédient actif des plantes pour fabriquer

des médicaments en médecine traditionnelle. [16]

1.5. Modes de préparation et d’utilisation des plantes médicinales
1.5.1. L’infusion

Le principe est simple : verser de I'eau bouillante sur la plante (une cuillére a café de
plante par tasse) et laisser infuser pendant dix a vingt minutes. [17]. (Figure 03)

Figure 03 : Image d’infusion
(Original)

1.5.2. La décoction

Cette méthode s'applique principalement aux parties souterraines de la plante, telles
que les racines et I'écorce, qui ont du mal a libérer les principes actifs lors d'une infusion.
Cette méthode consiste a extraire les propriétés des plantes en les laissant « infuser » dans de
I'eau avant de la porter a ébullition pendant une vingtaine de minutes, soit jusqu'a ce que le
liquide ait réduit d'un tiers. Retirer du feu et laisser infuser (et refroidir) pendant une heure
avant de filtrer. [17] (Figure 04)

Figure 04 : Image de décoction [17]
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1.5.3. La macération
Les plantes sont macérées en les trempant dans de I'eau froide pendant plusieurs

heures. La macération des plantes dans I'alcool, la glycérine ou un autre solvant est également
possible. [17] (Figure 05)

P
Figure 05 : Image de la macération [17]

1.5.4. Cataplasme
Il fonctionne sur le méme principe que les compresses, sauf que les herbes sont

utilisées directement plutdét qu'en infusion. Les plantes sont hachées grossiérement, puis
chauffées dans une casserole, recouverte d'un peu d'eau, et mijotées pendant deux a trois
minutes. Les herbes sont ensuite pressées et déposées sur la zone a traiter. Couvrir avec un

pansement ou un morceau de gaze. [17] (Figure 06)

Figure 06: Images de cataplasme [17]
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1.6. Différentes formes d’utilisation des plantes médicinales

On peut utiliser le principe actif de la plante sous plusieurs forme citant : Tisane,
teinture, sirop, compresses, pommade, les cremes, inhalation, les bains, gélules et
comprimées...etc. [17] [18] [19]

Il. L’inule visqueuse
11.1. Définition

L’inule visqueuse est une Plante bien connue et couramment utilisée en medecine
traditionnelle, originaire des régions méditerranéennes. Il appartient a la famille des
astéracées. Dans le monde des plantes, cette famille est parmi les plus connues. Selon
Guignard en 1994 [20], il compte plus de 13 tribus, 1000 genres et 23000 espéces .Selon
Quszel et Santa, entre (1962-1963) [25], il y aurait également 109 genres et 408 espéces en
Algérie et 111 genres et 638 espéces en France. Selon les recherches de Ciccarelli en 2007
[21], l'inule visqueuse a été classée comme membre du genre Dittrichia (Dittrichia viscosa)
car elle differe des autres plantes du genre Inula par la présence de poils glanduleux sur
I'ovaire.
11.2. Etymologie

Inula pourrait provenir de mot grec Inéo, qui signifie « je purge », allusion a une des
propriétés thérapeutique de la plante, et Viscosa, qui signifie « visqueuse » ou « visqueuse
Aunée ». [22] [23]

% Autres appellations :

Nom scientifique : Dittrichia viscosa (L), Inula viscosa. [24]

Nom vernaculaire : Amagramane, magramane, Mersitt [25]
Nom arabe : El tibek, el tayoun

Nom francais : Inule visqueuse, Aunée visqueuse

Nom anglais : Rock Flea-bane [26]

Au Maroc on la trouve sous le nom Trehla [27]
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11.3. Taxonomie

D’apres Fournier en 1947 [23], la position systématique de I’inule visqueuse est comme

suite ;

11.4. Description de la plante :

Embranchement...............Spermaphytes
Sous-embranchement.........Angiospermes
........................... Dicotylédones
............................. Campunulales

........................... Compositae

Espéce....ccceviiniiiiniiiniiinnnn L.viscosa L.

Inula viscosa est une espece particulierement mellifere [28] [29]. C'est un arbuste

vivace [25] [30], sa croissance est rapide, pousse de 50 cm a 1 m de haut [25], fleurit en été et

en automne. [26] [31] [32]

>

X/
*

*

Les feuilles sont simples, caduques, opposées, entieres, ovales, acuminées, de 2 a 3

cm de long, et de 1 a 1,5 cm de large [30]. Elles sont visqueuses, sinueuses, sessiles,
ondulées, dentées, aigues, rudes. [25] [31] [33]
% Les fleurs sont de couleur jaune a odeur forte [30].

% Les fruits sont des akénes a aigrette grisatre, cylindriques et sont étranglés puis

renflés au sommet. [25] [34]

+« Les poils glandulaires de la plante émettent une résine collante et parfumeée. [35]

Figij}e 07 : La plante médicinale Inula Viscosa
(Original ,2021).
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I1.5. Répartition géographique
Inula viscosa (L) est largement répandue dans le bassin mediterranéen, en Europe
(Espagne, France...), Asie (Chine, Turquie, Japon, Korea ...) et en Afrique (Egypte, Algérie,
Maroc...) [25], Elle se multiplie souvent dans des sols salés et dans des prairies humides. [36]
En Algérie on la trouve dans les régions de moyenne altitude du Tell, dans les terres

garrigues et rocailles ainsi que dans les terrains argileux secs. [15]

11.6. Principes actifs

Une étude menée par Benayache et son équipe en 1991 [37], sur les parties aériennes
d’Inula viscosa a montré sa richesse en flavonoide, en terpéne et en lactones
sesquiterpéniques. Parmi les composés présents dans cette espéce, nous retenons : 1’apigénine,
quercétine, 2-Ométhlkaempferol (classe des flavonoides), 3 B-acetoxydammara-20, 24-dien
(terpéne), a-santonine et inulviscolide (sesquiterpénes lactones), comporte également d’autres
substances mineures [38] [39]. Cependant, les racines contiennent de nombreuses substances

actives comme I’Inuline et le camphre. [23]

11.7. Les Parties utilisées de la plante

Les feuilles et la tige séchées en poudre, ainsi que les feuilles et les racines fraiches,
sont les parties les plus couramment utilisées de l'inule visqueuse en médecine traditionnelle.
[40]

11.8. Indication thérapeutique et usage traditionnelles

Inula viscosa est une plante herbacée vivace topique utilisée en médecine
traditionnelle comme anti-gale, anti-inflammatoire, diurétique et antihypertenseur. [41] Elle
est également reconnue pour ses caractéristiques antiseptiques et son efficacité contre les
irritations cutanées. [42] Ainsi qu’elle est a la fois désinfectante et cicatrisante. Comme
également utilisé pour traiter les problemes pulmonaires et les maux de téte. [43]

L'inule visqueuse contienne une substance visqueuse biologiquement active
(antimicrobienne et antifongique). En médecine traditionnelle, elle a été couramment utilisée
pour allonger la durée de conservation des aliments [44]. Inula viscosa a été largement
utilisée comme traitement des plaies. Il agit comme un agent antibactérien et anti-
inflammatoire.

Les villageois préferent Inula viscosa aux médicaments modernes, car il favorise la

cicatrisation plus rapide.



Synthese bibliographique les plantes médicinales et la phytothérapie

La poudre de feuilles d'Inula viscosa est séchée, combinée avec de I'huile et appliquée
a I'extérieur des parties du corps affectées et pour adoucir la peau séche et rugueuse.

En cas d'hémorroides, une pate a base de feuilles broyées est mélangée a de I'huile
d'olive et utilisée comme pommade.

Pour traiter I'hypertension artérielle et le diabete, les feuilles d'Inula viscosa sont
bouillies et prises comme tonique. En cas de bronchite et d'autres maladies respiratoires,

I'extrait est mélangé a de I'eau bouillante et la tonique consommée. [45]
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Partie expérimentale Matériels et méthodes

I. Matériels et méthodes

Ce travail consiste en une étude physico-chimique et phytochimique, suivie d’une
évaluation de T’activité anti-inflammatoire et antimicrobienne des extraits d’Inula viscosa
(des feuilles seches et fraiches).

L’ensemble des manipulations est réalisé au niveau du laboratoire de la faculté de

science de la nature et de la vie et science de la terre de ’université Akli Mohand Oulhadj de

Bouira (UAMOB) (annexe 01).

1.1. Matériel végétal
Le matériel végétal utilise dans notre étude est la plante Inula Viscosa
(Astéraceae). Et la partie utilisé de la plante est les feuilles a I’état séchées et fraiches (voire

annexe 05).

1.2. Méthodes d’analyse
1.2.1. La récolte

La récolte de la plante Inula Viscosa a été effectuee durant les mois février et mars
2022 dans une région "Avaali" Chorfa de la daira M’chedallah wilaya de Bouira qui est une
région propre loin de tout impact de pollution (Tableau 01), (Figures 08, 09)

Tableau 01 : Coordonnées géographiques de la station M’chedallah (lieu de la récolte)

Latitude: 36.3672030, Longitude: 4.2841557

Coordonnées géographiques
36°21'55" Nord, 4° 16" 15" Est

Altitude 442 m

Climat Climat méditerranéen avec été chaud (Classification de Képpen: Csa)

Saharidj

)

\ MChedaliah |\
dlbuiw  /

[ Chorfa

o B ERCY

L\./ﬁ\/‘\anf‘A w,\/"/

L Adjba weo!

uall Données cartographiques ©

Figure 08 : Situation géographique du site de collecte d’Inula viscosa M’Chedallah (Bouira)
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Figure 09 : Image de lieu de la récolte (originale, 2021)

1.2.2. Séchage et broyage

Une fois récoltée, les feuilles ont été séparées des tiges et séchées pendant 10 a 15 jours a

I’abri de la lumicre et de I’humidité a une température (T°) ambiante afin de préserver au

maximum D’intégrit¢é des molécules (Figure 10). Ensuite, broyés a 1’aide d’un broyeur

¢lectrique jusqu’a I’obtention d’une poudre fine.

Figure 10 : Séchage des feuilles de la plante Inula viscosa. (Originale, 2021)

1.2.3. Tamisage

La poudre issue de broyage des feuilles séchées a été tamisée en utilisant un tamis a

mailles 250 um afin d’obtenir une poudre trés fine. (Voir annexes 05)

12
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1.2.4. Conservation
Afin d’éviter toutes sortes de contamination, la poudre résultante est conservée a 1’abri de

la lumiére dans des bouteilles en verre jusqu’au moment de leur utilisation.

1.3. Caractérisation physico-chimiques de la plante Inula viscosa
1.3.1. Détermination la teneur d’eau (NF T 60-305, Juin 1976)

» Principe

La teneur en eau a été déterminée par dessiccation de 1g de feuille d’Inula viscosa
dans une capsule en porcelaine puis séchée dans une étuve, a 103°C.

» Mode opératoire

Avant de commencer, les capsules vides sont séchées pendant 15 minutes a 103°C
dans une étuve ; et mettez-les dans un dessiccateur pour refroidir; nous avons utilisé une
balance (KERN 440-35N) pour les peser.

Placer 1 g d'échantillon dans chaque capsule et sécher a 103°C pendant 75 minutes.
Placez-les dans un dessiccateur et pesez-les apres refroidissement. L'opération est répétée

chaque 15 min jusqu'a I’obtention d’un poids constant.

> Expression des résultats

La teneur en eau est déterminée selon la formule suivante :

H(%)= (M1-M2)/P.100

Soit :
H % : Humidité.

M 1 : Masse de la capsule vide + matiére fraiche avant séchage en g.

M 2 : Masse de I’ensemble apres séchage en g.
Matiére seche = 100-H%

P : Masse de la prise d’essai en g.

1.3.2. Détermination du taux de cendres (NF VV05-113, 1972)
» Principe
Dans un four a moufle, la poudre de I’inule visqueuse est calcinée a 550°C jusqu'a

formation d'une cendre blanchatre de poids constant. [46]
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» Mode opératoire
Une masse de 2 g d’échantillon est placée dans des capsules en porcelaine et calcinée au
four a moufle a 550°C pendant 5 heures, jusqu'a ce qu'une couleur grise apparaisse claire ou

blanchéatre, aprés quoi les capsules sont retirées du four et pesees.

» Expression des résultats

] MO% = (M1—M;)/Px100
Soit :

MO % : matiere organique.

M;: masse de la capsule contenant la prise d’essai.
M,: masse de la capsule contenant les cendres.

P : masse de la prise d’essai.

La teneur en cendres (Cd) est calculée comme suit:

Cd% =100-M0%

1.3.3. Détermination du pH
» Principe
Le pH est un concept qui permet d'indiquer le caractére acide, basique ou neutre d'une

solution de maniére simple et exacte.

» Mode opératoire
Une quantité de 2 g de poudre est placée dans un flacon muni d'un réfrigérant, auquel
on ajoute 100 ml d'eau distillée. Le chauffage par reflux prend 30 minutes. Aprés un
refroidissement, le pH de la suspension est mesuré avec un pH-métre, selon la technique NF-
VV05-108 (Afnor., 1982).

1.3.4. Mesure de la conductivité électrique

La mesure de la conductivité électrique est effectuée a I’aide d’un conductimétre selon
la méthode de Vorwohl en 1964. La technique est basée sur la mesure de la résistance
électrique a 20 °C qui est exprimée en milliSiemens par centimetre (mS.cm-1) selon le mode
opératoire suivant : 1’électrode du conductimétre est plongée dans un bécher contenant une

solution a 20% de poudre de plante, et la valeur est lue directement sur 1’appareil a 20°C. [47]
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1.3.5. Détermination de I’acidité titrable
» Principe
Selon la méthode AOAC (2000), ce dosage consiste a déterminer l'acidité titrable d'un
produit a l'aide d'une solution d'hydroxyde de sodium (NaOH) de normalité 0,1N avec

indicateur coloré phénolphtaléine.

» Mode opératoire
Pour ce faire, un échantillon de 10 g d'un produit finement broyeé est dilué dans 75 mL
d'eau distillé, laissé macérer, puis le filtrat obtenu est récupéré. Trois gouttes de
phénolphtaléine sont ensuite ajoutées a un volume V1=10ml de ce filtrat, et le dosage est
réalisé en versant un volume de solution de NaOH de normalité N, (0,1N) jusqu'a apparition

d'une couleur rose.

» Expression
Si V; est le volume de la solution de NaOH utilisé, la formule suivante peut étre

utilisée pour déterminer la normalité :

N; =N, XVZ/V1

Cette normalité a été convertie en milliéquivalent pour 100 g d’échantillon frais

(méqg/100g) en utilisant la formule suivante : [48]
Acidité (méq.g/100 g) =N; x 105/P

1.4. Dosages des composes phénoliques
1.4.1. Préparation des extraits

La méthode d'extraction utilisée dans notre étude était la macération, qui a été réalisée
selon le protocole développé par Chiang et ces coéquipiers en 1994, avec quelques

modifications. [49]
» Le principe

Cette méthode repose sur I'extraction sélective liquide-solide des composés
phénoliques. [49]
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» Mode opératoire
Les extraits ont été préparés en assurant une macération pendant 24h de la poudre de

I’inule visqueuse dans 1’éthanol suivie d’une filtration (figure 11).

0.5g de poudre de linule

ll

Macération dans 50 ml de
I’éthanol

J

Agitation pendant
24 heurs

4

Filtration

Figure 11 : Schéma de préparation des extraits éthanoiques [49]

1.4.2. Dosage des polyphénols totaux
» Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide jaune composé d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et dacide phosphomolybdique (HsPMo01,040). Lors de lI'oxydation des phénols,
il est réduit en une combinaison d'oxydes bleus de tungstene (WgO23) et de molybdéne
(MogO2s). [50]

» Mode opératoire
La teneur totale en phénol des extraits a été déterminée En utilisant le protocole de
Sfahlan Ali Jahanban et al en 2009. Dans les mémes conditions, une courbe d'étalonnage a été
réalisée avec l'acide galligue comme standard pour déterminer les concentrations en phénols
totaux (voir annexe 02) des extraits exprimées en mg équivalent acide gallique/g d'extrait.
[51]
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0,5 ml d’extrait de Ajouter 5 ml d’eau Ajoute_r 0,5_ ml du réactif
’inule viscuse + distillée (bien mélanger) + de Folin-Ciocalteu's

v

Laisser
reposer 3 mn

U

Ajouter 0,5 ml de carbonate
de sodium

|

Agitation et incubation pendant une heure a
température ambiante a I'abri de la lumiere

J

Mesure de 1’absorbance a 760 nm. J

Figure 12 : Schéma de dosage des polyphénols totaux par la méthode de Folin- Ciocalteu [51]

N.B : Le blanc est de I'éthanol mélangé avec du Folin-Ciocalteu et du carbonate de sodium.
Dans les mémes conditions, une courbe d'étalonnage a été crée en utilisant I'acide
galligue comme standard pour déterminer les concentrations en phénols totaux des extraits

exprimées en mg équivalent acide gallique/100g d'extrait.
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1.4.3. Dosage des flavonoides

» Principe

Aprés décomposition du chlorure d'aluminium, les flavonoides forment des complexes
avec l'aluminium sous forme d'ions Al*3. Les complexes formés sont responsables de

I'absorption de la lumiére dans le visible. [52]

» Mode opératoire

La teneur en flavonoides des extraits est déterminée selon la méthode de Bahorun en
1996. L'extrait a été mélangé avec un volume égal de solution éthanolique de chlorure
daluminium (2 %). L'absorbance a été mesurée 430 nm. Les concentrations en flavonoides
dans les difféerents extraits ont été calculées a partir de la courbe d'étalonnage (0-40 pg/ml)
obtenue avec la quercétine comme standard (voir annexe 02), et les résultats sont exprimés

en mg équivalent quercétine / g extrait (mg EQ/g extrait). [53]

Ajouté 2ml de ALClz a 2%

™

»

| /
N N/ L

2 ml de I’extrait Incubation pendant 1h mesur¢ 1’absorbance
a 430 nm

Figure 13 : Schéma des étapes dosage des flavonoides

Nb. L'éthanol ajouté a AIClI; représente le blanc.

1.4.4. Dosage de P’activité anti radicalaire (DPPH)
» Principe
Cette méthode est basée sur la réduction des solutions alcooliques de DPPH (2,2-

Diphenyl-1-picrylhydrazyl) en présence des antioxydants dans le milieu réactionnel.
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» Mode opératoire
Une série de dilution a été préparée (voir annexe 04). Ajouter 950 pl de la solution
éthanolique de DPPH a 50 ul de la solution de chaque dilution, protéger de la lumiére pendant

1 heure et lire I'absorbance a 515 nm. Remplissez le blanc avec de I'éthanol pur. [54]

» Expression des résultats
Le pourcentage d’inhibition (PI) du radical libre est calculé comme suit :
e % d’inhibition = [(Abs C- Abs E) / Abs C] x100
e Abs C : Absorbance du contrdle
e Abs E : Absorbance de I’extrait
La concentration inhibitrice de 50 % de I’activité du DPPH (ECsp) de chaque extrait a
¢été par la suite calculée a partir de I’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en

fonction de la concentration de I’inhibiteur. [55] [56]

1.5. Etude de P’activité anti-inflammatoire d’Inula viscosa in vitro

1.5.1. Inhibition de la méthode dénaturation des protéines
La méthode consiste a préparé quatre solutions :

% La solution d’essai (0,5 ml) composé de 0,45 ml d’ Albumine de sérum bovin (BSA) 5
% et 0,05 ml d’extrait aqueux (50, 100, 150, 200,250 pg/ml).

% La solution control test (0,5 ml) composeé de 0,45 ml de BSA 5 % et 0,05 ml d’eau
distillé.

¢ La solution contrdle produit (0,5 ml) composé de 0,45 ml d’eau distill¢ et 0,05 ml
d’extrait aqueux (50, 100, 150, 200,250 pg/ml).

¢ La solution standard test (0,5 ml) compose de 0,45 ml de BSA 5 % et 0,05 ml de la
solution de standard diclofénac sodium (50, 100, 150, 200,250 pg/ml).

Le pH de chacune des solutions sus-mentionnées a eté porté a 6,3 en utilisant de
I'acide chlorhydrique 1N. Les échantillons ont été incubés a 37°C pendant 20 min et la
température a été augmentée pour maintenir les échantillons a 57°C pendant 3 min. Apres
refroidissement, 2,5 mL de tampon phosphate saline a été ajoutée aux solutions ci-dessus.

L'absorbance a été mesuré a l'aide d'un spectrophotométre UV visible a 416 nm. [57]
Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines était calculé comme pourcentage
d'inhibition.

pourcentage d'inhibition =[ 100 - ( D.O. de la solution de test - D.O. du contr6le du produit
/D.0O. du contr6le du test )] x 100
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(D.O. : Absorbance)

Les résultats ont été comparés avec le diclofénac sodium.

1.5.2. Méthode de stabilisation de la membrane des globules rouge humaine
» Le principe
Le principe concerné dans cette méthode est la stabilisation de membrane de globule

rouge humain (MGRH) par hypotonicité induite lyse membranaire.

» Mode opératoire

Du sang (récupéré de 1’hdpital) a été prélevé (2 mL) sur des volontaires sains qui a
été mélangé avec un méme volume de solution Alsevers (qui contient 2 % de dextrose, 0,8
% de citrate de sodium, 0.5% d’acide citrique et 0,42% NaCl dans de I'eau distillée) et
centrifugé a 3 000 RPM/min.

Les concentrés de cellules ont été lavés avec de l'eau iso-saline. La solution a été
préparée avec une solution saline normale a 10% et conservée a 4° avant |’utilisation.
Différentes concentrations d'extrait d’Inula viscosa et de diclofénac de sodium ont été
préparées (50, 100, 150, 200,250 pg/ml) dans une solution saline normale.

Le diclofénac de sodium a été utilisée comme standard alors que I'eau distillé a été
utilisee comme contrdle négatif. Des mélanges séparés de ces concentrations ont éte réalises
en utilisant 1 ml de tampon phosphate, 2 ml d'hyposaline et 0,5 ml d'une solution de 10 % de
HRBC. Toutes les solutions de test ont été centrifugées pendant 20 minutes & 3000 rpm apreés
30 minutes d'incubation a 37°C et la teneur en hémoglobine de la solution surnageant a été
estimée par spectrophotométrie a 560 nm. [58]

Le pourcentage de stabilisation ou de protection de la membrane MGRH a été calculé

en utilisant la formule suivante :

Pourcentage de stabilisation = [(Absorbance du controle-Absorbance du test / Absorbance
du contréle)] x100

1.6. Evaluation de I’activité antibactérienne de I’extrait aqueux d’Inula viscosa
L’évaluation de I’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux (poudre et frais) de
I’inula viscosa (5 et 10 %) a été réalisée par la méthode de diffusion sur gelose « Méthode des
puits », ¢’est une technique de base utilisée pour étudier la capacité d'une substance a exercer
un effet anti microbien. Les puits ont été imbibés de 50 uL de chaque extraits. Le mode

opératoire passe par plusieurs étapes (voir annexe 05):
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1.6.1. Préparation de I’inoculum (la revivification des souches bactérienne)

Les souches bactériennes ont été ensemencées dans la gélose nutritive (voir annexe
06) (149 de GN dissoudre dans 500 mL d’eau distillée avec agitation et chauffage jusqu’a
solubilisation totale, elle est approprié pour la revivification des souches bactérienne). Par la
suit les souches ont été incubées a 37°C pendant 24 h, pour la croissance.

Apreés 24h, des colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes
a tester ont été prises a 1’aide d’une anse de platine. L’anse a été decharge dans un tube a essai
contenant 9ml d’eau physiologique stérile, la suspension bactérienne a été homogénéisée a
I’aide d’un vortex, cela a pour bute d’avoir une densité bactérienne de 10°UFC/mL ou & une
DO de 0.08 2 0.10 a 620 nm. L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est
trop faible, ou bien de 1’eau physiologique stérile s’il est trop fort. Aprés la détermination de
la densité bactérienne, deux dilutions décimales ont été réalisées afin d’obtenir une
concentration final 10° UFC/mL.

1.6.2. Ensemencements

Apres la solidification des boites, nous avons ensemencé les bactéries en question,
dont I’ensemencement est réalisé par la méthode d’écouvillonnage sur boites de Pétri, un
écouvillon est trempé dans la suspension bactérienne (10° UFC/mL), puis ’essorer en
pressant sur la paroi interne du tube. L’écouvillon est étalé sur la totalité¢ de la surface gélosée

en stries serrées. Pour chaque souche bactérienne 1’opération est répétée deux fois.

1.6.3. Test de sensibilité des germes a I’extrait aqueux

Pour chaque boite déja ensemencée, des puits de 0,6 cm de diamétre ont été faits a
I’aide des embouts stériles, par la suite, on a introduit un volume de 50 pl de chaque extrait
aqueux (poudre et frais) de I’Inula viscosa dans un puits, et on a gardé un puits comme un
témoin négatif. Les boites ont été fermées par un parafilm et incubées dans le réfrigérateur
pendant 24h puis une deuxiéme incubation a I’étuve a 37°C pendant 24h. L’activité
antibactérienne des extraits étudiés est déterminée par la mesure de diametre de la zone
d’inhibition (mm) autour de chaque puits. Si on aura une zone d’inhibition énorme autour des

puits donc nos extraits ont un effet antibactérien vis-a-vis les bactéries étudiées.
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I. Caracteristiques physicochimiques d’Inula viscosa (L)
Les resultats détaillés concernant les caractéristiques physicochimiques de 1’Inula

viscosa (tableau 02) :

Tableau 02 : paramétre physico chimique d’inula viscosa

Parametres Extrait frais EFIV Extrait EAIV (poudre)
Teneur en eau (%) 86,66 + 1.52 /
Matiére seche (%) 13,33+1.52 /
ph 5,61+ 0.03 5,74+0.12
Taux de cendre (%) 10,66 + 0.57 9.85+ 0.84
Acidité (%) 4.95+0.70 4.4 +0.141
Conductivité (ms) 5,41+ 0.17 2,53 £ 0.005

I.1. La teneur en eau

Le test d'humidité est effectué pour estimer la teneur en eau de la plante étudiée et
pour déterminer la durée de séchage. L'échantillon analysé a révélé un taux d’humidité
élevé de 86,66 %, ce qui indique que I'eau constitue la majorité de la plante. Cette richesse est
peut étre liée au facteur climatique du milieu et au moment de la récolte. [59]

Les plantes fraiches ont une teneur en eau allant de 60% a 80% [88]. Kheyar a
découvert un pourcentage d'eau important (81,66%) dans la région de Tichy (Bedjaia) en
2009. Aussi, AL-Dissi, (2001) et Benayache, (1991) et leurs équipes ont découvert un
pourcentage d'environ 80%. [37] [60] [61]

Toutes ces découvertes sont approximativement proches a ce que nous avons trouve.

I.2. La teneur en cendre

Le taux de cendres représente la quantité totale en sels minéraux présents qui reste
aprés ’incinération d’un échantillon contenant des substances organiques d’origine animale,
végeétale ou synthétique, et peut dépondre de la composition minérale du sol ou pousse 1’inule.
[62]

Les résultats du taux de cendre montrent des valeurs moyennes de 10.66 + 0,57 pour

I’extrait frais et de 9.85+0.84 dans I’extrait aqueux poudre.
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1.3. L’acidité
Le résultat obtenu montre que la plante séche et la plante fraiche ont des valeurs
d’acidité proches, les valeurs sont (4.4 %+0.141), (4.95%+0.070), respectivement.

I.4. Valeur de PH
La plante et fraiche présente un pH de 5,74 et 5,61 respectivement. Ce qui explique

les résultats obtenue pour I’acidité.

I.5. Evaluation conductivité de la plante

Les résultats trouvés montrent que la plante fraiche posséde une conductivité
supérieure par rapport a la plante séche.

La propriété d'une substance a conduire le courant électrique est exprimée en
conductivité. Les ions sont responsables du transfert de charge dans les solutions aqueuses.
Les ions se forment lors de la dissolution des sels, des acides et des bases. Plus la
concentration d'ions dans le liquide est élevée, mieux il conduit I'électricité. En raison du lien
entre la concentration d'ions et la capacité a conduire le courant électrique, la conductivité est
une mesure intrigante qui peut étre utilisee pour déterminer la concentration de sels dissous
[63]

I1. Dosages des composés phénoliques
I1.1. Les flavonoides

La quantité totale des flavonoides a été déterminée a l'aide d'une évaluation
guantitative d'extraits aqueux en utilisant la technique du trichlorure d'aluminium. Pour cet
objectif, une courbe d'étalonnage a été elaborée en utilisant la quercétine a différentes doses
(Annexe n° 02). Les mesures de densité ont été prises a 430 nm pour chaque fraction. Les
quantités des flavonoides apparentés ont été rapportées en équivalents milligrammes de
quercétine par gramme d'extrait et ont été calculées a l'aide de I'équation suivante :y =ax+b

La méthode au trichlorure d'aluminium pour la détermination des taux de flavonoides
révele que l'extrait aqueux d'Inula viscosa est riche en flavonoides, et la teneur en
flavonoides, exprimées en mg équivalent quercétine par g d'extrait, est de 8,24+0.69 mg
EQ/gE pour ’extrait aqueux (poudre), et de 8.81 + 0.87 mg EQ/ gE pour ’extrait frais (figure
14).
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Figure 14 : Diagramme de quantité de flavonoides dans les extraits

agueux (poudre) et frais

11.2. Evaluation de I’activité anti radicalaire (DPPH)
Un radical libre instable, le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH), devient une
molécule stable en recevant un électron ou un radical hydrogéne. La capacité des antioxydants

a convertir ce radical en un radical hydrogéne refléte leur effet sur celui-ci. (figure 15). [64]

N R
DIN{ N— N +A8H GJN‘Qi n—ﬂ .
- - 0

Figure 15 : Réaction d’un antioxydant avec le DPPH [65]

L'activité antioxydante d'échantillon (extraits aqueux et frais d'inule viscose) vis-a-vis
du radical vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a lI'aide d'un spectrophotometre en suivant
la réduction de ce radical qui s'accompagne de son changement de couleur violette (DPPHe) a
la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 515nm. Cette capacité de réduction est évaluee par
une diminution de I'absorbance provoquée par les composés anti radicalaires. [66]

Le pouvoir antioxydant des extraits examinés montre qu'a des concentrations de
I'ordre de 5,0 mg/ml, le pourcentage d'inhibition des extraits aqueux (poudre, frais) de I’inule

viscose est supérieur a 75% (Figure 16)
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Figure 16 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations d’Inula viscosa extrait aqueux (poudre et frais)

Les valeurs d'ECsy en mg/ml représentent la concentration efficace de l'extrait
antioxydant nécessaire au piégeage et a la réduction de 50 % moles de DPPH dissous dans du
1’éthanol (Tableau 03)

Tableau 03 : Résultat du test Antioxydant exprimant la concentration efficace 50% en

mg/ml
Extrait EC50
Acide Ascorbique 0.134 + 0.030
Inule.Viscose EAIV (poudre) 1.938 £0.324
Inule Viscose EFIV (frais) 1.791 + 0.256

Selon les résultats, les extraits aqueux d'inule viscose (poudre et frais) ont une capacité
anti-oxydante moderée, avec des valeurs ECsy de 1,938 + 0.324 et 1,791 + 0.256
respectivement, mais comparativement avec l'acide ascorbique (voir annexe 02) sont
relativement faible, qui a une valeur de ’ordre de 0,134 mg/ml selon les travaux de
Bougandoura N. et son coéquipier. [67]

En raison de leur propension a donner de I'hydrogéne, les molécules
antioxydantes telles que l'acide ascorbique, le tocophérol, les flavonoides et les tanins
diminuent et décolorent le DPPH. [68]
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Les polyphénols présents dans les extraits d'Inula viscosa sont trés probablement
responsables de leur action antioxydante.

11.3. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été évaluée par la technique colorimétrique avec le
réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats ont été représentés en mg d'‘équivalent d'acide
gallique par gramme d'extrait brut (mg EAG/g), en référence a une courbe d'étalonnage (voir
annexe 02) préalablement construite par l'acide gallique a l'aide de I'équation de régression
linéaire.

La teneur en composés phénoliques totaux (Figure 17) de I'extrait aqueux poudre et
frais est égale a 63.41 + 5.2 mg EAG/g de I’extrait brut et 64.25+6.61 mg EAG/g de I’extrait
brut respectivement, dont ces résultats relativement proche des résultats annoncés par
Deghdak, H., et Zaiter R., (2014). [69]
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Figure 17 : Diagramme de quantité des phénols totaux dans les extrait poudre

et frais

Les polyphénols sont capables de piéger les radicaux libres produits en permanence
par notre organisme ou synthétises en réaction aux agressions environnementales (cigarettes,
pollution, maladies...) qui accélérent le vieillissement cellulaire. [70] Ils seraient impliqués
dans la prévention du cancer. [71]

Les produits chimiques phénoliques jouent egalement un réle dans les systemes

d'invasion microbienne et de résistance aux rayons UV. En raison de leurs caractéristiques
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antioxydantes, ils sont employés comme agents antibactériens. De nombreuses bactéries,
champignons et méme virus sont inhibés par ces produits. [72]

Les défenses antioxydantes des polyphénols sont essentielles pour protéger le cerveau
et les tissus neurologiques des dommages oxydatifs tels que ceux observés dans la maladie
d'Alzheimer. [73]

Les polyphénols sont bien connus pour leurs propriétés antioxydantes ainsi que leurs
bienfaits biologiques. Ils contribuent a la prévention des maladies dégénératives et
cardiovasculaires. [71] [73] lIs participent & la régenération de certains antioxydants tels que
la vitamine E. [71]

Les composes phénoliques ont des groupements hydroxyle, qui peuvent agir comme
donneurs d'électrons. En conséquence, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs

et des inactivateurs d'oxydants. [74]

I11. L activité anti-inflammatoire d’inula viscosa in vitro
I11.1 Inhibition de la méthode de dénaturation des protéines

Le tableau montre les résultats de ’activité anti-inflammatoire in vitro de 1’extrait
Aqueux d’ Inula viscosa (poudre et frais) qui consiste a évaluer les pourcentages d’inhibition

de la dénaturation d’albumine de sérum bovin (BSA). (voir annexe 03) (figure 18)
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Figure 18 : Pourcentages d’inhibition de la dénaturation de Bovine sérum

albumine (courbes de régressions)
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D’aprés les résultats représentés par la figure 18, I’extrait EFIV (frais) exerce un
pourcentage d’inhibition plus élevé que celle de D’extrait EAIV (poudre) a différentes
concentrations.

En comparant les résultats obtenus pour le diclofénac sodium, un médicament anti-
inflammatoire utilisé comme standard, avec 1’extrait EFIV (frais), on peut conclure que EFIV
(frais) possede un effet anti —inflammatoire élevé in vitro contre la dénaturation des protéines
plus proche a celui du médicament (diclofénac sodium).

L'une des causes de l'inflammation est la dénaturation des protéines. La formation
d'auto-antigénes dans les troubles inflammatoires peut étre causée par la dénaturation des
protéines in vivo. La modification des liaisons électrostatiques, hydrogene, hydrophobes et
disulfure qui préservent la structure tridimensionnelle des protéines est un processus probable
de dénaturation. [75] [76] [77]

La présence de divers composants bioactifs tels que les flavonoides et les tanins dans
I'extrait découvert lors des cribles phyto-chimiques peut étre liée a I'action inhibitrice de la
dénaturation de la BSA. Selon les résultats, les échantillons EAIV, EFIV peuvent réduire la

formation d'auto-antigenes en empéchant la dénaturation des protéines. [78] [79]

111.2. Stabilisation de la membrane des globules rouge humain
Le tableau (voir annexe 03) montre les résultats in vitro de I’effet d’Inula viscosa

(poudre et frais) sur la stabilité membranaire des globules rouge humain (MGRH) (figure 19).
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Figure 19 : Effet de diclofénac, EAIV et EFIV sur la stabilisation de la membrane
(MGRH)
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L’étude in vitro sur des extraits aqueux frais et en poudre d'inula viscosa montrent
qu'ils réduisent l'inflammation. Cette activité peut étre attribuée a la présence de substances
actives telles que les flavonoides et les polyphénols apparentés. En conséquence, l'inule

visqueuse peut étre utilisee comme agent anti-inflammatoire efficace.

V1. Test de sensibilité

Cette partie est consacrée aux résultats de 1’activité antibactérienne des extraits aqueux
(poudre et frais) de ’inula viscosa (5 et 10 %) sur cing souches bactériennes responsables de
diverses pathologies chez ’homme (Salmonelle, Staphylococcus aureus résistant a la
meticilline « SARM », Enterobacter, staphylococcus, Krebsiella).

L’activité antibactérienne est déterminée par la technique des puits sur gélose Muller-
Hinton qui est estimé en termes de diamétres de la zone d’inhibition autour des puits
contenant les extraits aqueux. Les résultats sont exprimés selon trois niveaux d’activite :
Résistant (R) pour diamétre total inférieur a 6 mm, Intermédiaire (1) pour un total de
diameétre compris 6 a 13 mm, Sensible (S) pour diamétre total plus grand que 13 mm. [80]

Aprés 24 heures d’incubation a 37°C. Les résultats obtenus (Figure 20) ont montré
que les extraits aqueux de /’inula viscosa (poudre et frais) étudiés n’ont pas produit des zones
d’inhibition autour des puits c'est-a-dire aucune activité antimicrobienne n’a été constatée.
Autrement dit, les extraits aqueux n’ont aucun effet sur la croissance des cinq bactéries qui

ont été utilisés.

Figure 20 : Sensibilité de cing souches bactériennes vis-a-vis les deux extraits de ’inula
viscosa (5 et 10 %), aucune zone d’inhibition n’a été observée.
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V1.1. Discussion

Les résultats obtenus du test de sensibilité a montré que les extraits aqueux (poudre et
frais) de l’inula viscosa (5 et 10 %) ne montrent aucun effet sur les bactéries testés, d’aprés
I’absence totale des zones d’inhibition autour des puits, que ce soit sur les bactéries Gram
positive (S. aureus, SARM), et méme les bactéries Gram négative (Salmonella, Enterobacter
et Klebsiella).

Ces résultats concordent avec les travaux d’Ould Mammar et al en 2021, qui ont testé
’activité antibactérienne de I’extrait aqueux lyophilisé d Inula viscosa L qui a été déterminée
in vitro, par la méthode des disques, en présence de quatre souches bactériennes de références
qui sont : Gram négatif (Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeroginosa ATCC
25852), et Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 43300 et Bacillus cereus ATCC
10876). Les résultats obtenus montrent que l’extrait aqueux de l’inule visqueuse aux
concentrations utilisées a une légeére inhibition sur la croissance des souches bactériennes
(Staphylococcus aureus et Bacillus cereus) qui sont sensibles alors qu’aucun effet inhibiteur
n’a été remarqué sur les souches (E. coli et Pseudomonas aeroguinosa) qui sont
résistantes.[81]

En revanche, Kedjar et all., (2016), ont testé les extraits aqueux et organiques d’Inula
viscosa sur 10 souches différentes de Klebsiella pneumoniae. Les résultats montrent que les
extraits sont montrés actifs contre les 10 souches de Klebsiella pneumoniae (8-14mm) ainsi
que les souches de références S. aureus ATCC 25923(8,66+0,57-9+1mm) et E. coli ATCC
25922(8-9,16mm). [82]

De méme les travaux de Laghrifi et son équipe en 2013, montrent que 1’extrait
méthanolique et éthanolique d’inula viscosa ont un fort pouvoir antibactérien contre les
bactéries a Gram positif et a Gram négatif dont E.coli et K. pneumoniae. Il s’est avéré ainsi
que I’extrait méthanolique est le plus actif contre toutes les souches bactériennes testées. En
outre, ils ont également constaté que I'extrait éthanoligue s'est prononcé antibactérien plus que
I’extrait aqueux. [83]

Dans une autre étude, Chekroud et all (2020), ont essayé d'évaluer I’effet antibactérien
d'Inula viscosa L. sur 5 souches cliniques : Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia et Morganella morganii en plus de 2
souches de référence : Staphylococcus aureus ATCC29213 et Escherichia coli ATCC25922.
Les résultats ont montré que toutes les souches testees étaient sensibles a I'extrait

polyphénolique avec des zones d'inhibition 10,8-21 mm. Klebsiella pneumoniae,
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Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus se sont avérés plus sensibles aux
extraits polyphénoliques en comparaison avec les antibiotiques testés. [84]

Les extraits aqueux de dix plantes médicinales ont été testés, dont inula viscosa,
contre trois souches bactériennes a Gram positif. Ils ont remarqué que 1’extrait aqueux d’inula
viscosa a présenté un effet inhibiteur maximal contre les trois bactéries testées. [85]

D’aprés tous ces résultats, il est clair qu’inula viscosa représente une source naturelle
et prometteuse de molécules chimiques qui ont des activités antibactériennes importantes sur
les bactéries Gram positives et Gram négatives. L’inhibition des souches multirésistantes tell
que staphylococcus aureus et K. pneumoniae par les différents extraits d’Inula viscosa
montrent non seulement que cette plante pourrait constituée une source naturelle de principes
actifs antimicrobiens mais également la richesse et le potentiel régional en termes de plantes
médicinales.

Les mécanismes précis impliqués dans 1’action antimicrobienne des extraits sont
encore loin d’étre totalement élucidés. Etant donné le grand nombre de composants présents
dans un extrait, il est évident que I’activité antibactérienne ne peut étre due a un seul
mécanisme d’action spécifique mais plutot a divers mécanismes. [86]

L’¢tude phytochimique d’inula viscosa, réalisee par Ulubelen et Goun en 1986 et
Benayache et al en 1991 a abouti a I’isolement d’une série importante de flavonoides, plus
d’une vingtaine de molécules sesquiterpéniques et des triterpénes. Ces derni¢res exercent une
action antibactérienne contre les Gram positifs, les Gram négatifs et les mycobactéries. Les
flavonoides d’inula viscosa ont montré leur efficacité comme substances antibactériennes.
Cette propriété serait due a une inhibition des enzymes bactériennes, du fait de la réaction
d’addition avec le groupement thiol ou amine. [88]

Les flavonoides peuvent provoquer une fuite d’ions de potassium au niveau de la
membrane plasmique, ce qui engendre des Iésions majeures entrainant ainsi leur mort. [89]

Il a noter que la différence entre les activités antimicrobiennes des extraits peut
s’expliquer par la différence des composés actifs obtenus. Par conséquence, 1’activité
antimicrobienne est liée a la polarité des substances bioactive extraite. [90] Concernant notre
expérimentation, nous avons testé 1’effet antibactérien de I’extrait aqueux sur les germes déja
cites.

On pense que le solvant d’extraction ainsi que les méthodes utilisés pour I’extraction
jouent un réle important en terme d’obtenir un extrait fortement actif, autrement dit, riche en
composés actifs qui peuvent inhiber la croissance des microorganismes en particulier les

bactéries. Aussi, on peut lier cette absence d’activité aux concentrations des extraites utilisés
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dont on a utilisé que 5 et 10%. Pour conclure, I’extrait aqueux d’inula viscosa contient de
nombreux composes actifs pouvant inhiber la croissance de divers microorganismes comme
ils I’ont montré plusieurs travaux, c’est la raison pour laquelle il peut étre utilise comme

source alternative d’antibiotiques.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales continuent d'étre une source inépuisable de composés actifs a
visée thérapeutique. Il ne fait guére de doute que la grande variété de produits chimiques
bioactifs contribue a cette diversité d'activités biologiques et thérapeutiques.

Cette étude examine les propriétés physicochimiques et phytochimiques ainsi que les
activités antioxydantes, anti-inflammatoires et antibactériennes d'extraits aqueux de l'espéce
indigéne d'Inula viscosa.

Tout d'abord, en utilisant la méthodologie colorimétrique et le réactif de Folin-
Ciocalteu, nous avons pu quantifier la concentration en phénol a l'aide de méthodes
spectrophotométriques, en flavonoides par le trichlorure d’aluminium, et les résultats ont
montré que la plante a des niveaux élevés de flavonoides et de polyphénols, avec des teneurs
de (64,25 6,61 mg EAG/gE frais et 63,41 5,2 mg EAG/gE sec) ; (8,24 0,69 mg EQ/QE sec ;
8,81 0,87 mg EQ/QE frais), respectivement. [51]

L’évaluation de 1’activité anti-radicalaire a permis de trouver des valeurs de EC50 de
(1,938 0,324 mg/ml pour l'extrait aqueux en poudre) et 1,791+ 0,256 mg/ml pour l'extrait
frais), I'extrait aqueux d'inule a un fort effet radicalaire anti-DPPH.

De plus, I'étude de I'activité anti-inflammatoire in vitro réalisée a l'aide de la méthode
d'inhibition de la dénaturation des protéines montre un pourcentage d'inhibition proportionnel
a la concentration d'inule (a 250 pg/ml de I’extrait inule frais le pourcentage d’inhibition peut
atteindre 81.41 £0.27%)

Nous avons conclu de l'ensemble des résultats que I'extrait aqueux de la section
aérienne de la plante Inula viscosa L. a une activité antioxydante et anti-inflammatoire élevée
et pourrait étre utilisé dans l'industrie pharmaceutique. Plusieurs facteurs peuvent cependant
étre pris en compte pour une plus grande efficacité :

Augmenter la gamme des tests biologiques pour l'activité antioxydante in vivo et in
vitro, ainsi que pour les effets antitumoraux, anticancéreux et anti-analgésiques en réalisant
aussi des études sur les autres parties de la plante.

Séparation et identification des composés actifs de la plante, et étude de leur toxicité et
envisager la formulation d’un médicament a base de la plante.

Il serait aussi souhaitable de compléter cette étude en s’intéressant a utiliser d’autres
solvants et d’optimiser les conditions d’extraction, aussi le choix de la plante ainsi que la
région infectera beaucoup. Il serait intéressant en cas des résultats positifs de déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI), et a identifier les substances responsables de

I’effet biologique, dans ce cas des efforts et des études plus approfondies sont nécessaires afin
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de déterminer ces molécules clés et les tester sur d’autres micro-organismes pathogénes, que

ce soit des bactéries ou bien des champignons.
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Annexes

Annexe n° 01 : matériels utilisé

I. Matériels utilisés :
Tableau 01 : Le matériel du laboratoire

Matériel Photo

Etuve de type Venticell
FSNV/5072/16

PH- métre De type
METTLER TOLEDO

Four a moufle

De type Wise Therm

Spectrométre
De type OPTIZEN
3220 UV

Centrifugeuse
De type EZ Swing 3k




Annexes

Balance analytique
De type OHAUS

Conductimetre de type
AD 3000 EC/TDS &

temperature Meter

Incubateur
BINDER

Tamiseur

Autoclave
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Bein Marie

Autres mateériels et verrerie :
Eprouvette, entonnoir, plaque agitatrice, bécher, erlenmayer, tubes a essai, boite pétri

burette dessiccateur, fiole, bec benzéne, mortier.
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Annexe n° 02 : Courbes d’étalonnage utilisées pour le calcul des teneurs en

phénols totaux, en flavonoides et évaluation de I’activité anti radicalaire

14
iy 0.0289x + 0.0218
- R*=10.999

1
08

0.6

Absorbance 430 nm

0 10 20 1] 40 30
Quercétine en (ug/ml)

Figure 01 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des
flavonoides [91]

gamme d'etalonnage acide gallique
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols

totaux
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Figure 03 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations d’acide ascorbique la vitamine C [67]

Annexe n° 03 : Tableaux des résultats de ’activité anti - inflammatoire

Tableau 01 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA.

Diclofénac sodium | EAIV (poudre) | EFIV (frais)
Doses (ug/ml)
(%) (%) (%)

50 66.48+0.11 38.8+0.2 51.23+0.15
100 74.12 £0.17 49.9 +0.19 62.83 0.2
150 80.92 +0.3 56.25 +0.47 73.41+0.3
200 85.85 +0.15 64.92 £0.11 81.41 +0.27
250 90.94 +0.43 70.01+ 0.25 86.01+0.17

Tableau 02 : Le pourcentage de stabilité de la membrane des globules rouges humains
(HRBC) avec le diclofénac sodique et l'extrait d’inule visqueuse poudre et frais

Doses (ug/ml) Diclofénac sodium EAIV (poudre) EFIV (frais)
50 51.54 + 0.45 43.45 +0.30 43.35+0.21
100 56.07 £ 0.50 54.16 +0.29 54.24 +0.33
150 69.16 + 0.32 66.07 +0.37 66.55 + 0.41
200 69.76 £ 0.21 67.85 +0.24 68.08 £ 0.27
250 84.76 £ 0.11 83.45+0.40 83.87 £0.29
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Annexe n° 04 : Préparer une gamme de dilution

Préparer une gamme de dilution a partir de la solution mére (extrait de 1’inule), ajouter 500 pl de
I'extrait a la premiere dilution (S/2), transmettre 500 pl de la premiére dilution a la seconde (1/4)
et répéter l'opération jusqu'a la dernier (1/64) et jeter les 500 pl retirés de ce dernier.[54]

Tableau : Tableau des dilutions préparées

Dilution 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Ethanol (ul) 500 500 500 500 500 500

Annexe n° 05 : Les photos des expériences faites :

Tamisage Filtration Conservation
Figure 01 : Quelques étapes de préparation des extraits aqueux avec poudre et avec feuilles fraiches
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Figure 03 : détermination de La teneur en cendre

Figure 04 : Mesure de la conductivité

Figure 06 : Dosage des DPPH
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Figure 08 : test anti inflamatoire

Figure 09 : Les testes de sensibilisation
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Annexe n° 06 : Préparation du milieu de culture

Préparation du milieu de culture :
25g du milieu Muller-Hinton déshydraté ont été pesé, mélangé dans 1 litre d’eau

distillée stérile jusqu’a obtention d’une suspension homogeéne. Par la suite, le milieu a été

et laissée solidifié prés au bec benzéne. Aprés la solidification nous avons ensemencé la

bactérie en question.




Résumé

Cette recherche porte sur la quantification des composants phytochimiques et I'évaluation des activités
antioxydantes, anti-inflammatoires et antibactériennes des feuilles de la plante Inula viscosa (fraiches et séches).

Les polyphénols totaux et les flavonoides quantifiés dans les extraits éthanoliques démontrent
I'abondance de ces deux métabolites dans I'espéce. Des tests d'activité de piégeage du DPPH sont utilisés pour
mesurer l'activité anti-radicalaire, et un extrait éthanolique de I. viscosa présente une activité de piégeage des
radicaux DPPH (EC50 = 1,70 mg/ml). La plante a une forte action anti-inflammatoire telle que mesurée par le
test de suppression de la dénaturation des protéines (BSA) et le test de stabilité de la membrane (MGRH).
L’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux a été évaluée sur des souches bactériennes responsable de diverses
pathologies chez I’homme (Salmonelle, Staphylococcus aureus résistant a la méticilline « SARM »,
Enterobacter, staphylococcus, Klebsiella) et les résultats pour ces souches sont défavorables, de fait que la
méthodologie et les techniques d'extraction utilisées doivent étre cruciales pour produire un extrait trés actif et
les doses utilisées ainsi, ouvrant la porte a d'autres recherches a différentes doses.

Mots clés : Inula viscosa, activité anti inflammatoire, polyphénols, antioxydant, extrait éthanolique.

Abstract

This research focuses on the quantification of phytochemicals and the evaluation of antioxidant, anti-
inflammatory and antibacterial activities of the leaves of the plant Inula viscosa (fresh and dry).

The total polyphenols and the flavonoids quantified in the ethanolic extracts demonstrate the abundance
of these two metabolites in the species. DPPH scavenging activity assays are used to measure free radical
scavenging activity, and an ethanolic extract of I. viscosa exhibits DPPH radical scavenging activity (EC50 =
1.70 mg/ml). The plant has a strong anti-inflammatory action as measured by protein denaturation suppression
test (BSA) and membrane stability test (HRBC). The antibacterial activity of the aqueous extract was evaluated
on bacterial strains responsible for various pathologies in humans (Salmonella, Staphylococcus aureus resistant
to methicillin "MRSA", Enterobacter, staphylococcus, Klebsiella) and the results for these strains are
unfavorable, in that the methodology and extraction techniques used must be crucial to produce a highly potent
extract and the doses used as well, opening the door to further research at different doses.

Keywords: Inula viscosa, anti-inflammatory activity, polyphenols, antioxidant, ethanolic extract.
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