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Résumé

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. Une étude des propriétés des composées phénoliques et
antioxydants a concerné de notre espéce étudie Inula viscosa, qui appartiennent a la famille
des astéracees tres fréquemment employée en Algérie.

Le dosage des polyphénols totaux a été réalise par le réactif de Folin-Ciocalteu,

La quantification des flavonoides par le procédé de trichlorure d’aluminium et hydroxyde de
sodium, et celle des tanins condensés par la méthode a la vanilline. La teneur des extraits des
feuilles en phénols totaux (31.46 mg AGE/qg) est supérieure a celle des rameaux (30.28 mg
GAE/qg). La quantité des flavonoides est Iégerement élevée dans les feuilles (133.93 mg
EC/g) que celle des les rameaux (37.12 mg EC/qg).

L’activité antioxydant a été¢ évaluée en utilisant la méthode de réduction du radical
libre DPPH. Les extraits préparés ont un pouvoir antiradicalaire tres important puisque ils ont

enregistré des valeurs IC50 trés remarquables de 0,44 mg/l & 0,46 mg/I

Mots clés : Inula viscosa, Dosage, Extraits polyphénols; activité antioxydant.



Abstract

Medicinal plants are still the reliable source of active ingredients known for their
therapeutic properties. A study of the properties of phenolic compounds and
antioxidants concerned our study species Inula viscosa, which belong to the asteraceae
family very frequently used in Algeria.

The determination of the total polyphenols was carried out using the Folin-Ciocalteu
reagent,

Quantification of flavonoids by the aluminum trichloride and sodium hydroxide
method, and of condensed tannins by the vanillin method. The content of the extracts
from the leaves in total phenols (31.46 mg AGE / g) is greater than that of the twigs
(30.28 mg GAE / g). The quantity of flavonoids is slightly higher in the leaves (133.93 mg
EC / g) than that of the twigs (37.12 mg EC / g).

Antioxidant activity was assessed using the DPPH free radical reduction method. The
extracts prepared have a very important anti-free radical power since they recorded

very remarkable 1C50 values of 0.44 mg/1t0 0.46 mg /|

Keywords: Inula viscosa, Dosage, Polyphenol extracts; antioxidant activity.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'numanité a toujours utilisé diverses plantes trouvées
dans son environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes
représentent un réservoir immense de composes potentiels, attribués aux métabolites
secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils
possedent un tres large éventail d'activités biologiques

Aujourd'hui encore une majorité de la population mondiale, plus particulierement dans les
pays en voie de développement, se soigne uniquement avec des remedes traditionnels a base de
plantes. De I'aspirine au taxol, I'industrie pharmaceutique moderne elle-méme s'appuie encore
largement sur la diversité des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles
molécules aux propriétés biologique inédites (Hostettmann et al., 1998).

Dans ce but, l'investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la
découverte de nouvelles substances ou de nouveaux "lead compounds"”, si I'on considere que
chacune de ces plantes peut contenir des centaines, voire des milliers de métabolites secondaires
(Hostettmann et Marston, 2002).

Cette source semble inépuisable puisque seule une petite partie des 400.000 especes
végétales connues ont été étudiées sur les plans phytochimique et pharmacologique
(Hostettmann et al., 1998).

On a longtemps employé des remedes traditionnels a base de plantes sans savoir a quoi
étaient dues leurs actions bénéfiques, il est difficile de définir les molécules responsables de

I’action pharmacologique (Bahorun, 1997).

En Algérie, pays avec plus de 3000 espéeces dont 15% endémiques (Bahorun, 1997),
auxquelles la population a recours a la médecine traditionnelle, on commence a entreprendre des
systématiques portant sur des plantes médicinales issues de sa flore.

Les objectifs fixés sont l'inventaire ainsi que I'évaluation chimique et pharmacologique
des plantes médicinales algériennes, dans le double but de valoriser et de rationaliser leurs usages
traditionnels et d'isoler des composés d'intérét thérapeutique potentiel.

Notre travail est une contribution a une meilleure connaissance d’Inulaviscosa (L) de
la region de Sidi Bel Abbes et de découvrir certains constituants chimiques et les composés
phénoliques totaux, les flavonoides et I’étude de I'activité antioxydante des certains extraits.

Dans la premiére partie, nous aborderons les différentes connaissances
bibliographiques sur les plantes médicinales et la phytothérapie, généralités sur 1’espece
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étudiée, leurs usages et utilisations, ainsi que sur le dosage des composés phénoliques testés
sur les extraits de la plante.

En deuxieme partie qui est expérimentale, nous développerons dans un chapitre le
matériel et les méthodes analytiques utilisées pour I’extraction, le dosage des composés
phénoliques, et aussi I’extraction a reflux, ainsi que ’activité anti-oxydante. L autre chapitre
sera consacre aux resultats obtenus dans notre étude.



Chapitrel

L_es plantes médicinales



Chapitre 1 Les plantes médicinales

Chapitre 1
Les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de
centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les meétabolites
secondaires. Ces derniers sont par la suite accumulés dans différents organes et parfois dans
des cellules spécialisées de la plante.

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde
veégétal et particulierement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules
naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse(Boudjouref,2011).

De nombreuses études ont mis en évidence la présence de métabolites secondaires
doués d'activités biologiques tels que les polyphénols, alcaloides, terpenes...etc.

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales
qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre Inula, ce dernier est largement distribué
surtout dans les régions semi arides. De nombreuses especes de ce genre sont utilisées en
médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs molécules douées d’activités
thérapeutiques, parmi les especes les plus connues se trouve Inulaviscosa
(Boudjouref ,2011).

1.1. Définition

Les plantes médicinales sont des plantes dont un des organes (feuille, écorce) posséde
des vertus curatives et parfois toxiques selon son dosage. Les plantes médicinales sont les
plantes utilisées en phytothérapie pour leurs principes actifs, elles peuvent étre vendues en
herboristerie, en pharmacie, avec ou sans prescription selon la réglementation du
pays(Benyahia, 2014).

1.2. Historique

Des plantes médicinales ont été employées pendant des siécles comme remedes pour
les maladies humaines parce qu'elles contiennent des composants de valeur thérapeutique.

Depuis toujours les plantes ont constitué la source majeure de médicaments grace a la
richesse de ce qu'on appelle le métabolisme secondaire. Cependant, 'homme n’a découvert les
vertus bénéfiques des plantes que par une approche progressive, facilitée par I'organisation
des rapports sociaux, en particulier a partir du néolithique. L'observation liée a I'expérience et
la transmission des informations glanées au cours du temps font que certains hommes
deviennent capables de poser un diagnostic, de retrouver la plante qui soigne et finalement de
guérir le malade.
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Dans les civilisations chinoises, indiennes (médecine ayurvédique) ou aztéque, on
trouve la trace d'utilisations médicinales tres anciennes. Le premier livre de matiére médicale,
le Shen Nung Ben Caojing, futrédigé vers 2900 avant J.C.

4000 ans avant J.C., les populations babyloniennes et sumériennes utilisaient les
plantes pour se soigner : 600 tablettes d'argiles mentionnent 1000plantes pour leurs vertus
curatives et plus de 800 remédes sont décrits par les Egyptiens. Le soin de la peau a
commencé 3.000 ans avant naissance du Christ,quand les Egyptiens ont enregistré en forme
hiéroglyphique le soin de la peau sur des peintures de mur de temple.

Les grands médecins grecs, dont le plus célebre est Hippocrate, utilisaient couramment
les narcotiques, les laxatifs ou des émétiques (vomitifs). Théophraste classe les plantes dans
son ouvrage Historia plantarum.

A l'apogée de I'empire arabe (dont les frontiéres allaient de I'Inde a I'Espagne), tous les
documents écrits furent réunis a Bagdad dans la plus grande bibliothéque de I'époque.

Les Arabes avaient aussi leurs spécialistes en médecine et en pharmacie : AbuBakr al-
Razi ou Rhazes (865-925), fut I'un des grands médecins de son temps et aussi le précurseur de
la psychothérapie. 1l fut suivi par 1bn Sina ou Avicenne (980-1037) qui écrivit le "Canon de la
médecine". Ce livre servira de base a I'enseignement de la médecine dans les universités de
Louvain et de Montpellier jusqu'aux environs de 1650. Ibn al Baytar (1197-1248) rédigea le
trés complet « Somme des Simples » : ce livre contenait une liste de 1400 préparations et
plantes médicinales dont un millier était connues des auteurs grecs (Mohammedi, 2005).

Récemment, I'acceptation de la médecine traditionnelle comme forme alternative de
santé et le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques disponibles ont
mené des auteurs a étudier l'activité antimicrobienne des plantes médicinales et en raison
d'une conscience croissante des effets secondaires négatifs infligés par les drogues modernes,
beaucoup cherchent les remedes normaux sans effets secondaires et bien sdr colt élevé de
médecine conventionnelle.

1.3. Les plantes médicinales et leurs utilisations

Les plantes médicinales sont utilisées pour prévenir, soigner ou soulager divers maux.
Cette connaissance ancestrale fut a 1’arrivée de la médecine traditionnelle mise de coté au
profit de la prise de médicaments d’ordonnance souvent plus puissants et agissant plus
rapidement que la médecine traditionnelle utilisée auparavant. Par contre, aujourd’hui nous
assistons au retour de I’utilisation des plantes médicinales pour favoriser la santé. Chaque
plante médicinale a une définition qui lui est propre et une utilisation spécifique (Kansole,
2009).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’¢laboration des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont
utilisées directement comme des agents thérapeutiques, mais aussi comme matiére premiere
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pour la synthese des medicaments ou comme modeles pour les composes
pharmacologiquement actifs (Decaux, 2002).

Les plantes sont donc la source principale de substances actives, et pas uniquement
dans la médecine traditionnelle (Palomo, 2011).

1.4. Domaines d’application des plantes médicinales

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on
retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en
thérapeutique. La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine
végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des
matiéres premieres pour la semi synthése.

Il 'y a eu donc un réveil vers un intérét progressif dans l'utilisation des plantes
médicinales dans les pays développés comme dans les pays en voie de développement, parce
que les herbes fines guérissent sans effet secondaire défavorable. Ainsi, une recherche de
nouvelles drogues est un choix normal.

L’utilisation en médecines en tant que médicament pour I’homme ; exemple :

e enurologie, dermatologie, gastrites aigues, toux, ulceres d’estomac, laxatifs ;

e sommeil et désordres nerveux ;

e systemes cardiovasculaires, ex : Flavoce est un médicament constitué par la flavone
non substitué en combinaison avec la rutine et isoquercetine est utile dans le
traitement de 1’athérosclérose ;

e drogues immunostimulantes, antispasmodiques et anti-inflammatoires
(Melaleucaalternifolia, Echinaceaangustifolia, Chrysantenumparthenium,
Achilleamillefolium,...etc.) ;

e contre le diabete (Azadirachtaindica) ;

e les maladies du stress, des activités antioxydantes ; tels le thé noir, le thé vert et le
cacao sont riches en composé phénoliques, parmi lesquels theaflavine, le resveratrol,
le gallate et epigallocathechineprocyanidine, tres étudié en raison de leur réle en tant
qu’agent chemopreventifs basés sur leurs capacités antioxydantes. D’excellentes
capacités a inhiber les réactions oxydatives ont été mises en évidence pour les huiles
essentielles de romarin, sauge, thym, origan, sarriette, clou de girofle, gingembre et
curcuma ;

e Activité antimicrobienne, antivirale, antiparasitaire: Les produits naturels des plantes
depuis des peériodes tres anciennes ont joue un role important dans la découverte de
nouveaux agents thérapeutiques ex: la quinine obtenue a partir du quinquina
« Cinchona » a été avec succeés employée pour traiter le malaria , 1’arbre de thé
(Melaleucaalternifolia) est renommé pour ses propriétés :antibactériennes, anti-
infectieux, antifongiques, antivirales , aussi comme antiviral (Azadirachtaindica,

5
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Aloevera, Andrographispaniculata, Withaniasomnifera, Astragalus membranaceus,
Curcuma longa...etc.). Mais aucune plante n’est aussi efficace que les médicaments
antirétroviraux pour arréter la réplication du VIH, antibacterienne (Azadirachtaindica),
antifongiques (Adenocalymaalleaceum, Allium ampeloprasum, Allium ramosum,
Allium sativum, Tulbaghiaviolacea, Capsicumchinense, Capsicumfrutescens)
(Mohammedi, 2005).

L’utilisation en agriculture, exemple : l'arbre Azadirachtaindica, qui se développe
dans tout le subcontinent indien, est une des plantes médicinales les plus importantes au
Bangladesh, de 12 a 18 metres de hauteur avec un périmétre atteignant jusqu'a 1,8 a 2,4
meétres. Les huiles de cet arbre ont des utilisations dans I'agriculture dans le contréle de divers
insectes et nématodes (vers parasites)(Mohammedi, 2005).

L’utilisation en alimentation :Assaisonnements, des boissons, des colorants et des
composés aromatiques. Les épices et les herbes aromatiques utilisées dans 1’alimentation sont
pour une bonne part responsable des plaisirs de la table, considérée comme condiments et
aromates. La popularité des épices et herbes aromatiques a été et reste tres liée a leurs
propriétés organoleptiques. La notion de flaveur des épices et aromates recouvre I’ensemble
des perceptions olfacto-gustatives. Ces perceptions résultent par une multitude de composés
organiques dont certains sont volatiles et constituent ce qu’on appelle en général 1’huile
essentielle, les autres non volatiles, sont plus particulierement responsables de la saveur et de
la couleur(Mohammedi, 2005).

L’utilisation en cosmétique : Des produits de beauté, parfums et articles de toilette,
produits d’hygiéne (Mohammedi, 2005).

L’utilisation comme des suppléments diététiques (Mohammedi, 2005).

1.5. Efficacités des plantes médicinales
La phytothérapie est particulierement efficace et sans risque pour :

e Traiter les problemes aigus courant, comme les toux, les maux de téte et les rougeurs
dermatologiques ;

e Traiter les problémes chroniques, tel que la dépression bénigne, 1’arthrite ou les
varices ;

e Prévenir les maladies ;

e Améliorer I’état général.

Bien que naturel, ce sont des médicaments qui peuvent avoir des effets secondaires,
pour obtenir de bons résultats, ils doivent étre utilisés de facon raisonnable et avec précaution.
Il faut aussi étre conscient des limites de leur efficacité (Chevalier,2008)
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1.6. Les principes actifs des plantes

Le principe actif c’est une molécule contenu dans une drogue végétale ou dans une
préparation a base de drogue végétale et utilisé pour la fabrication des
médicaments(Pelt,1980).

Cette molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour I'homme
ou l'animale, elle est issue de plantes fraiches ou des séchées, nous pouvons citer comme des
parties utilisées: les racines, écorces, sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les
graines (Benghanou, 2012).

Les plantes contiennent des métabolites secondaires peuvent étre considerées comme
des substances indirectement essentiels a la vie des plantes par contre aux métabolites
primaires qu'ils sont les principales dans le développement et la croissance de la plante, les
métabolites secondaires participent a I'adaptation de la plante avec I'environnement, ainsi a la
tolérance contre les chocs (lumiere UV, les insectes nocifs, variation de la température...)
(Sarni-Manchadoet Cheynier, 2006).Ces composés sont des composés phénoliques,
desterpénes et stéroides et des composés azotés dont les alcaloides.

1.7. Différents groupes des principes actifs
1.7.1. Polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques forment une grande classe de produits
chimiques qui on trouve dans les plantes au niveau des tissus superficielles, ils sont des
composes photochimiques polyhydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique a 6
carbones. lls subdivisent en sous classe principales; les acides phénols, les flavonoides, les
lignines, les tanins... (Sarni-Manchadoet Cheynier, 2006).

Comme ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve chez les
plantes, elles ont un réle principale a la vie de plante, a la défense contre les pathogeénes;
principalement les moisissures et les bactéries phytopathogenes et la protection contre les
rayonnements UV; sachant que tous les composés phenoliques absorbent les rayonnements
solaires (Sarni-Manchadoet Cheynier, 2006).

1.7.2. Acides phénoliques

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un
noyau benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées,
éthérifiées et liées a des sucres sous forme d'hétérosides, ces phénols sont solubles dans les
solvants polaires, leur biosynthese dérive de l'acide benzoique et de l'acide cinnamique
(Wichtlet Anton, 2009).

Les phénols possédent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques
(médicament d'aspirine dérivée de I'acide salicylique) (Iserinet al., 2001).
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1.7.3. Flavonoides

Terme en latin ; flavus= jaune. Ont une structure de C6-C3-C6 a poids moléculaire
faible, ils peuvent étre considéres parmi les agents responsables des couleurs de plante a coté
des chlorophylles et caroténoides (Wichtlet Anton, 2009).

Les flavonoides ont des sous-groupes caractérisés a contenant deux ou plusieurs cycles
aromatiques existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, chacun
portant une ou plusieurs groupes hydroxyles phénoliques et reliées par un pont carboné
(Heller et Forkmann, 1993).

Les flavonoides sont généralement des antibactériennes (Wichtlet Anton, 2009),lls
peuvent étre exploités de plusieurs maniéres dans l'industrie cosmétique et alimentaire (jus de
citron) et de l'industrie pharmaceutique (les fleurs de trefle rouge traitent les rhumes et la
grippe en réduisant les sécrétions nasales), comme certains flavonoides ont aussi des
propriétés anti-inflammatoires et antivirales (Iserinet al., 2001).

1.7.4. Tanins

Toute les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé. Ceux-ci
donnent un gout amer a I’écorce ou aux feuilles et les rendent a lyphénoliques qui contractent
les tissus en liant les protéines et en les précipitant, d’ou leur emploi pour « tanner » les
peaux. lls permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections. Les plantes
riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples, comme dans le cas des veines
variqueuses, pour drainer les sécrétions excessives, comme dans la diarrhée, et pour réparer
les tissus endommagés par un eczéma ou une brilure. Les écorces de chéne (Quercusilex) et
d’acacia(Acaciacatechu) sont riches en tanins(Botrel et al,2007).

1.7.5. Lignines

Composeés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (tissus sclérenchymes ou
le noyau des fruits), au niveau de séve brute qu'ils permettent la rigidité des fibres, ils sont le
résultat d'association de trois unités phénoliques de base dénommées monolignols de
caractére hydrophobe (Sarni-Manchadoet Cheynier, 2006).

1.7.6. Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractere alcalin et de
structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des plantes,
la plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout amer et certains sont
fortement toxiques (Wichtlet Anton, 2009).

Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections
microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine) (Hopkins, 2003). Des anticancéreuses
(vincristine et la vinblastine) (Iserinet al., 2001).
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1.7.7. Terpénes et stéroides

Les terpénoides sont une vaste famille de composés naturels pres de 15000 de
molécules différentes et de caractére généralement lipophiles, leurs grandes diversités due au
nombre de base qui constituent la chaine principal de formule (C5H8) n selon la variation de
nombre n, dont les composés monoterpeénes, sesquiterpénes, diterpénes, triterpénes, ...
(Wichtlet Anton, 2009).

Ces molécules présentent en forme des huiles essentielles ; parfums et goQt des plants,
pigments (carotene), hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol) (Hopkins, 2003).

1.7.8. Saponosides

Le terme saponoside est dérivé de mot savon, sont des terpenes glycoslysés comme ils
peuvent aussi se trouve sous forme aglycones, ils ont un goGt amer et acre (Hopkins, 2003).
IIs existent sous deux formes, les stéroides et les terpénoides(lserinet al., 2001).

1.7.9. Huiles essentielles

Ce sont des molécules a noyau aromatique et caractére volatil offrant a la plante une
odeur caractéristique et on les trouve dans les organes sécréteurs (Iserinet al., 2001). Jouent
un rble de protection des plantes contre un exces de lumiére et attirer les insectes
pollinisateurs (Dunstan et al., 2013).

IIs sont utilisés pour soigner des maladies inflammatoires telles que les allergies,
eczéma, favorise I'expulsion des gaz intestinales comme les fleurs frais ou séchées de plante
"camomille" (Iserinet al., 2001).
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Chapitre2

Généralités sur ’espeéce Inulaviscosa
2.1. Origine du nom

le nom Inule vient de I'ancien nom de I'Aunée,probablement par déformation dugrec
hélénion. En Algérie (la Kabylie et I’est d'Algérie) cette plante est nommée« Amagraman »
qui vient de magar : rencontrer, amane : eau. (Lecomte, 2015). L’inule est une plante des
régions mediterranéennes, largement utilisée en médecine traditionnelle, et qui fournit en fin

de saison du nectar et du pollen en abondance aux abeilles. (Webmasterl)
2.2. Classification botanique

Embranchement : Phanérogame ;
Sous embranchement : Angiosperme ;
Classe : Magnoliopsida ;

Ordre : Asterales ;

Famille : Astéracée ;

Genre : Inula;

N N NN N

Espéce : Inulaviscosa (L). (Greuter,1988)

2.3. Description

Plante vivace, a racine pivotante, I’inule visqueuse est dressée, d’assez grande taille

(jusqu’a 1,50 metre) et peut former d’assez vastes populations (Reeb, 2010).

2.4. Appareil végétatif

Ses tiges sont assez ramifiées et pourvues d’un feuillage dense. Avec 1’age, elles
deviennent ligneuses et foncées a la base. La plante est collante et trés odoriférante, a odeur
de camphre. Les feuilles alternes, allongées a lancéolées, sont insérées directement sur la tige,
sans petioles. La base du limbe des feuilles de la tige semble 1’entourer partiellement (feuilles

embarrassantes) (figure n° 1).

Leur marge est lisse ou dentée, et le sommet aigu. Toute la plante est couverte de poils

glanduleux qui libérent une résine odoriférante et collante.
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2.5. Fleurs

Comme chez toutes les Asteracées, les fleurs sont regroupées en capitules (d’environ
10-20 mm de diametre), entourées par un involucre de bractées, qui peuvent étre en partie
membraneuses et ciliées. Chez I’inule, on trouve deux types de fleurs : des fleurs a pétales
soudés en languettes jaunes (fleurs ligulées), a ’extérieur du capitule, et des fleurs en tubes

(fleurs tubulées), jaune orangé, au centre du capitule.

Les fleurs en languettes dépassent assez franchement 1’involucre. Les étamines sont
accolées par leurs anthéres, on ne peut les voir correctement qu’a travers une petite loupe.
L’ovaire, infere, se trouve sous les piéces florales. Les capitules sont groupés eux-mémes en
pannicule assez dense : ils sont portés par des ramifications nombreuses de la tige principale,
I’ensemble ayant une forme grossiérement pyramidale. Les fruits secs, un peu ovoides, sont

surmontés par une petite aigrette jaunatre de soies denticulées(figure n° 2).

Figure n° 2 : Capitules d’Inulaviscosa, en fleurs .(Webmaster2)

2.6. Saison de Floraison

D’aolit a novembre, elle prend une importance considérable pour les abeilles en
septembre-octobre, ou la diversité floricole est plus faible en Méditerranée. Chaque capitule
contient plusieurs centaines de fleurs, un pied d’inule offrant ainsi aux abeilles plusieurs
milliers de fleurs (Reeb, 2010).
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2.7. Biotope

L’inule visqueuse se rencontre dans les lieux incultes surtout en région
méditerranéenne : bords de chemins, décombres, terrains abandonnés, jacheres, arriere dunes

ou garrigues bien ouvertes (figure 3).

Elle affectionne les milieux fraichement perturbés par des travaux ou le passage du
feu. Elle se rencontre autant sur sols argileux que sableux(Reeb, 2010). Et aussi sur les
prairies humides et les bords de cours d’eau, largement répandue en Algérie dans les rocailles

et les terrains argileux (BenaissaKeddar, 2014).

Figure n°® 3 :L’Inule visqueuse.(Webmaster3)
2.8. Propriétés et usage de la plante
- phytochimiques

Les travaux de (Benayache et al., 1991) rapportent que les parties aériennes de
I’Inulaviscosacontiennent des Flavonoides, des acides sesquiterpéniques et des triterpénes

esters.

Les racines contiennent de nombreux composés : L’Inuline ; L’Helénine ou camphre

d’Aunée (Fournier, 1947) et de la Paraffine
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Les sesquiterpeénes essentiels : 1’Alantole, 1’Alantolactone et 1’Acide Allantique
(Ulubelen et Goun 1986- Chiarlo 1988) La plante contient d’autres substances dites mineures
comportant des résines et des pectines constituant une matiere noiratre : la
Phytomélane(Oksuz, 1976).

- Aspect phytothérapique

e Elle est utilisée pour ses activités : anti-inflammatoires (Barbetti et al., 1995),
antidiabétiques (Yaniy et al., 1987), antipyrétiques, antiseptiques (Lauro et Rolih,
1990) ;

e pour traiter les troubles gastroduodénaux (Lastra et al., 1993) ;

e Un effet antiulcérogénique a été attribué a la composition flavonique

d’Inulaviscosa(Alarcon De La Lastra et al., 1993).

L’extrait flavononique et 1’huile essentielle d’Inulaviscosa montrent une activité
antifongique contre les dermatophytes,ces extraits sont aussi utilisés comme anticatherrale et

comme digestif(Benchohra,2008).
- Aspect pharmacologique

L’Inule visqueuse est une plante trés anciennement connue, elle a été utilisée au

moyen age jusqu’a nos jours pour ses vertus médicinales variées (Fournier, 1947).

Au niveau de I’appareil respiratoire, elle agit comme sédatif de la toux et des spasmes

bronchiques c¢’est un antiseptique certain de 1’arbre respiratoire (Benayache et al.,1991).

Comme c’est le cas pour toutes les plantes aromatiques, 1’Inule visqueuse corrige
I’atonie de ’estomac et de I’intestin, elle améliore I’appétit et elle est anti-emétique(Roulier,

1990).

Rapporté par (Fournier, 1947)Harmonic et Parrissot ont mis en évidence son action
dans le traitement des leucorrhées et sa propriété antiseptique au niveau de I’appareil génital

et des voies urinaires.
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Dans le Nord de I’Afrique et le pourtour méditerranéen, 1’Inule est connue pour ses
propriétés anthélmintiques donc vermifuge et occupe une place appréciable dans les

médications traditionnelles. (Benayache et al., 1991)

Il a été rapporté aussi que la poudred’Inulaviscosaest utilisée dans le traitement des
mycoses cutanées (Ulubelen 1987)(Taillade et al., 1980).

(Yaniy, 1987) montre I’action hypoglycémiante de 1’ Inulaviscosaabsorbée en infusion

chez I’homme diabétique.

En Algérie, I’Inule visqueuse est utilisée dans la médecine populaire comme

antipyrétique en tisanes ou en bains dans la lutte contre le paludisme. (Fournier, 1947).

En 1988Abdellah et al.par des essais «in vivo » sur le cochon nain, démontrent
’action spasmolytique de I’extrait aqueux de | 'Inulaviscosasur les fibres lisses intestinales et

bronchiques en prouvant 1’inhibition de 1’action de 1’ Acetylcholine.

Dans la médecine traditionnelle en Italie, Lauro et Rolih (1990), rapportent et
reconnaissent a Inulaviscosades propriétés balsamiques, antipyrétiques, antiphlogistiques et

antiseptiques.

Au Maroc, les feuilles sont utilisées en cataplasme pour traiter les abces, la gale,
dermatoses, impétigo, furoncles, des ulcéres, des gercures et comme cicatrisant des plaies
cutanées (Hmamouchi,2001).

Enfin, il a été possible de conclure que I’Inule visqueuse aurait agir en stimulant la
synthese de calogene et en créant un foyer aseptique favorisant ainsi la réparation tissulaire.
(Tounsi, 2001).

2.8.4. Role d’insecticide végétal

L'inule visqueuse est réputée étre un « insecticide végétal » qui combat la Mouche de
I'Olive. En fait, la plante abrite un parasitoide de Bactroceraoleae : c'est une plante relais dont
les inflorescences sont parasitées par la larve d'une mouche (Myopitesstylatus) qui provoque
des galles sur les inflorescences. La larve de Myopites est a son tour parasitée en hiver par un
parasitoide Eupelmusurozonus, travaux du GRAB,FrancoisWarlop,2005. La larve de la

Mouche de I'Olive sera parasitée, a son tour(Benchohra,2008).
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Chapitre 3
Métabolites secondaires et activité antioxydante

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

Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. Avec plus de 8000 structures
phénoliques identifiées(Urquiaga et Leighton, 2000).

La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples
(acides phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins
condensés) (Macheix et al., 2005).

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante avec
son environnement en jouant soit le role des signaux de reconnaissance entre les plantes
(Allélopathie), et les symbioses, ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions vis-
a-vis des organismes pathogeénes. lls participent de maniere trés efficace a la tolérance des
végétaux a des stress variés, donc ces composés jouent un réle essentiel dans I'équilibre et
’adaptation de la plante au sein de son milieu naturel (Macheix et al., 2005).

D’un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que
I'on trouve chez les plantes médicinales, alliées a leur difficulté de production. Chez I'hnomme,
ces molécules tracées jouent un rdle important en agissant directement sur la qualité
nutritionnelle des fruits et légumes et leur impact sur la santé des consommateurs (effet
antioxydant, effet protecteur contre I'apparition de certains cancers...) (Macheix et al., 2005).

Les polyphénols sont répartit en plusieurs classes : (Macheix et al., 2005).

Les flavonoides ;

Les tanins ;

Les phénols ;

Les stilbénes ;

Les lignanes et les coumestanes ;
Autres phytoestrogenes ;

Les saponines (triterpenoide).

VVVYVYYYYY
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Squelette -
carbong Classe Exemple Origine (exemple)
Ces-Cy Phénols simples (totaux) Catéchol
Ce-Cy Acides hydroxybenzoiques p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
Ce-Cs Acides hydroxycinnamiques | Acides caféique, férulique | Pomme de terre, pomme
Coumarines Scopolétine, esculétine Citrus
Ce-Cy4 Naphtoquinones Juglone Noix
Cs-C,-Cg | Stilbenes Resvératrol Vigne
Cs-C5-C¢ | Flavonoides
e Flavonols Kaempférol, quercétine Fruits, légumes, fleurs
e Anthocyanes Catéchine, épicatéchine Fleurs, fruits rouges
e Flavonols Naringénine Pomme, raisin
e Flavanones Daidzgine Citrus
Isoflavonoides Pinorésinol Soja, pois
(Ce-Cs)2 | Lignanes Pin
(Cs-Ca)n | Lignines Bois, noyau des fruits
(Cishh | Tannins Raisin rouge, kaki

Tableau n° 1 : Les principales classes de composés phénoliques d’aprés (Macheix et al., 2005).

On s’est basé dans notre étude sur les trois principaux métabolites qui sont : les
flavonoides, les phénols totaux et les tanins condensés.

3.1. Flavonoide

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
écorces d'orange (Piquemal, 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme
flavonoide a été plut6t prété du flavus ; (flavus=jaune) (Karaali et al., 2004 ; MaleSev et
Kuntig, 2007).

Les flavonoides ont été isolés par le scientifique E.Chervreul en 1814, mais ont été
réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gyorgyui, désignés sous le nom de
vitamine P, en raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins.
Cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne
correspondaient pas a la definition officielle des vitamines, il devient clair que ces substances
appartiennent aux flavonoides (Nijveldt et al., 2001).

Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples depuis la découverte du célébre
« french paradox » correspondant a un bas taux de mortalité cardiovasculaire observé chez les
habitants des régions méditerranéennes, associant une consommation de vin rouge a une prise
importante de graisses saturées (MaleSev et Kunti¢ 2007 ; Ghedira, 2005). Pres de 4000
flavonoides ont été décrits (Medi¢-Sari¢ et al., 2004).

3.1.1. Structure chimique

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un
squelette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et
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(B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C) (Erdman
et al., 2007)

Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6
(Emerenciano et al., 2007)en formant une structure de type diphényle propane dont des
groupements hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les
noyaux de cette molécule(MaleSev et Kunti¢ 2007).

La figure n°® 4 montre les principales classes des flavonoides et leur structure, (webmaster 4) :

Dihydroflavonol
Avone ou

Flavanonol

2-phénylchromen-4-one
3-hydroxy-2,3-dihydro-2-phénylchromen-4-one

Flavonol
Flavanone

3-hydroxy-2-phénylchromen-4-one 2,3-dihydro-2-phenylchromen-4-one

Aurone

Chalcone

Dihydrochalcone

e}

Figure n° 4: Les principales classes de flavonoides et leur structure chimique.
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3.1.2. Distribution

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines,
tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens (Imelouane et al., 2009)

Certaines classes de flavonoides sont présentes exclusivement chez certains végétaux.
On trouvera par exemple, les flavanones dans les agrumes, les isoflavones dans le soja. Les
anthocyanes et les flavonols ont eux une large distribution dans les fruits et les Iégumes tandis
que les chalcones se retrouvent plus frequemment dans les pétales des fleurs, sont considérés
comme des pigments naturels au méme titre que les chlorophylles et les caroténoides (Koulet
al.,2008 ; Piquemal, 2008).

Le monde animal est trés concerné par les flavonoides dont des chercheurs (Kulisicet
al., 2004)ont isolé respectivement quinze et seize composés aromatiques a partir du lait de
vache avec respectivement 6 et 5 composés importants dus principalement a la consommation
des plantes par les herbivores.

On trouve aussi la chrysine, la quercétine, de la galangine dans les propolis ; sécrétion
des bourgeons de nombreux arbres (le bouleau, le sapin, le saule...) récoltés par les abeilles,
ces insectes les fabriquent en modifiant la propolis par leurs enzymes salivaires. Les abeilles
mettent en ceuvre les propriétés antifongiques et antibactériennes des polyphénols pour
aseptiser leurs ruches(Koulet al.,2008).

3.2. Les tanins

Les tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux et surtout
les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est
formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques, leur
degré d’oxydation (Figure n° 5)(Lo Cantore et al., 2004).

Caractérisés par leur astringence, ils ont la propriété de précipiter les protéines
(fongiques ou virales) et les métaux lourds. Ils favorisent la régénération des tissus et la
régulation de la circulation veineuse, tonifient la peau dans le cas des rides.

IIs sont abondants dans les organes végétaux jeunes.
3.2.1. Structure chimique

Deux groupes de tanins différents aussi bien par leur structure que par leur origine
biogénétique sont distingués : les tanins hydrolysables et les tanins vrais (non hydrolysables)
on les appelle aussi tanins condensés.Certains tanins auraient des propriétés anti-oxydantes et
bactériostatiques (Lucchesi, 2005).
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OH

HO O o
O G
OH

Ri= Ra>= H : Afzéléchol
R;=OH : R,=H : Catéchol
R; = R>= OH : Gallocatéchol

Figure n° 5 : Structure de base des tanins condensés.

= Les tanins hydrolysables : Les tanins hydrolysables sont des esters du glucose et
d’acides phénols que sont I’acide gallique (tanins galliques) et 1’acide éllagique (tanins
éllagiques). Leurs polymeres sont appelés des tannoides. lls sont caractéristiques des
Angiospermes dicotylédones.

* Les tanins non hydrolysables: Les tanins vrais, non hydrolysables sont des
polymeres de flavonols (catéchols) et de proanthocyanidols qui donnent par ébullition
avec les acides minéraux dilués des composés insolubles amorphes et de couleurs
rouges appelés phlobaphenes ou rouge de tanins (Lucchesi, 2005).

3.2.2. Distribution

Mole (1993) a étudié la distribution des plantes a tanin chez 180 familles
des Dicotylédones et 44 familles des Monocotylédones. La majorité des familles de Dicot
contiennent des espéces dépourvues de tanin (testé par leur aptitude a précipiter les protéines).

Les familles les plus connues dont toutes les espéces testées contiennent du tanin sont
les: aceraceae, actinidiaceae, anarcadiaceae, bixaceae, burceraceae, combretaceae,
dipterocarpaceae, ericaceae, grossulaceae, myricaceae pour les Dicot et les najadaceae et
typhaceae chez les Monocot. Pour la famille du chéne, les fagaceae, 73 % des espéces testées
(N=22) contiennent du tanin. Pour celle des acacias, les mimosaceae, seul 39 % des espéces
testées (N=28) contiennent du tanin, chez les solanacées le taux chute a 6 % et les composées
a 4 % des espéces. Quelques familles comme les boraginaceae, cucurbitaceae, papaveraceae
n'en contiennent aucune.

3.3. Les phénols totaux
Les phénols totaux sont des metabolites secondaires synthétisés par les plantes
pendant leur développement, mais aussi comme réponse aux conditions de stress tels que :

infections, blessures, radiation UV.

En se basant sur le nombre des sousunites de phénols, la classification actuelle forme
deux groupes : des phénols simples et des polyphénols. Le groupe des simples phénols est
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3

appelé aussi “ groupe des acides phénoliques” ou des phénols avec groupe carboxylique

caché.

Les phénols possédent un large spectre d’activités biochimiques comme des effets
antioxydants, des effets antimutagéniques, des effets anticancérigénes, mais aussi la capacité
de modifier ’expression du géne [9,10]. Un grand nombre d’études épidémiologiques
confirment la relation significative entre la réduction de risque cardiovasculaire et de risque
carcinologique.

La formulation des effets préventifs sur la santé exige uneinformation plus détaillée
sur la concentration des phénols(Atanasova et Ribarova, 2009).

3.3.1. Structure chimique

Les phénols, appelés acides phéniques, ou encore acidescarboligues, ils sont composés
d'un noyau phényléne et d'une fonction hydroxyle, cette structure représente la plus simple
molécule de la famille desphénols(figure n° 6).

OH

Figure n® 6 : Structure de base des Phénols totaux.

3.3.2. Distribution

La distribution des phénols dans les plantes, dans le tissu et les cellules des feuilles
n’est pas uniforme, elle se varie d’une plante a autre (Atanasova et Ribarova, 2009).

4. Activité antioxydantes
Le pouvoir antioxydant d’une plante dépend de présence des métabolites secondaires ;
surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir.
5. Les radicaux libres
Les radicaux libres (RL) sont des atomes ou des molécules présentant un électron célibataire

sur leur orbite externe. Pour retrouver une structure stable, les RL doivent réapparier leur
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électron isolé. Pour cela, ils arrachent un électron a d'autres molécules. L'espéce agressée
devient a son tour radicalaire, initiant un processus en chaine.
Il existe des radicaux libres soufrés, nitrogénes, phosphorés ou carbonisés. Mais les

principaux radicaux libres sont les formes activées de I'oxygene. On en distingue Six :

L'anion super oxyde O2-

e L'eau oxygénee H202.

e Le radical hydroxyle HO-

e L'oxygene singlet O2.

e L'oxyde nitrique NO.

e L'acide hypochloreux CIHO.

Ce sont des agents oxydants tres agressifs. Ils ont, selon les circonstances, des effets

favorables ou des effets nocifs, constituant le stress oxydant (Seignalet., 2004).

6. Stress oxydatif

Le stress oxydatif ou radicalaire est I’un des facteurs qui participe a ’installation du
dysfonctionnement important au niveau du systeme cardiovasculaire. Les radicaux libres ont
été associées directement ou indirectement & de nombreuses pathologies, nous citons ici
quelques exemples dans lesquels un stress oxydatif a été caractérisé et impliqué dans les
altérations liées a la pathologie ainsi, les RL ont été impliqués dans la genése de certains
cancers, |’effet cancérigéne des RL résulte de pouvoir oxydant qu’ils exercent sur les chaines
d’ADN (mutagenese ), sur les protéines ( dysfonctionnement enzymatique, perte de structure)
ou les lipides membranaires (lipoperoxydation). Ces composés oxydants peuvent étre
d’origine exogéne (rayonnement, intoxication) ou endogéne (Lacolly, 2007).
7. Les antioxydants

L’organisme produit les radicaux libres, mais il s’en protege aussi avec le plus grand
soin grace a des molécules appelées antioxydants qui ont deux origines, le corps sait en
fabriquer certaines comme 1’acide urique ou la mélatonine (Fig. 4), mais une grande partie est
apportée par 1’alimentation (Causse., 2007).

Les antioxydants contenus de maniére générale dans I’alimentation permettraient de
lutter contre 1’oxydation des lipides, grace a leur capacité a lutter contre les radicaux libres,
générés au cours d’un stress oxydant. Les antioxydants pourraient participer a un de

nombreuses pathologies, plus de 200 maladies seraient liées a un déséquilibre entre les
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antioxydants et les radicaux libres. Les recherches disent que les maladies de cancer et
cardiovasculaires semblent fortement corrélées a un exces de RL.

Un déséquilibre peut étre liée a un manque d’antioxydants dans 1’alimentation, mais il
est également d0 a des facteurs extérieurs qui vont entrainer une augmentation de quantité de
RL (’exposition aux rayonnements UV, la cigarette, pollution ,...) , les vitamines C et E, les
polyphénols, le béta carotéene et le sélénium sont des antioxydants plus puissants qui
permettent de lutter contre les RL en excés et ainsi les antioxydants alimentaires qui

parviennent dans le sang protégent les lipides de 1I’oxydation (Massy, 2006) .
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Figure 14: Principales espéces réactive de I’oxygene et enzymes antioxydants (Ichai et al,
2011).
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Chapitre 4
Matériels et Méthodes

4.1. Présentation de la zone d’étude

Notre étude est portée sur la zone de Sidi Bel Abbes, situé au nord-ouest du pays, la
willaya de Sidi Bel Abbés est délimitée comme suit :

e Nord par la willaya d’Oran ;

o Nord-ouest par la willaya d’AinTémouchent ;
o Nord est par la willaya de Mascara ;

e Quest par la willaya de Tlemcen ;

e Est par les willayas de Mascara et Saida ;

e Sud par les willayas de Naama et El Bayadh ;

e Sud est par la willaya de Saida (In Akli et Labane, 2008)

Géographiquement la willaya occupe une position centrale stratégique et s’étend sur
environ 15% du territoire de la région nord-ouest du pays soit 9150.63 km?, considérée
comme relais par son emplacement privilégié dans la mesure ou elle est traversée par les
principaux axes routiers de cette partie du pays (Akli et Labane, 2008).

Figure n° 7: Situation géographique de la wilaya de Sidi Bel Abbes dans 1’ouest

algérien. (webmaster 5)
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Figure n° 8 : Zone de prélévement d’échantillon (en cercle rouge) (webmaster 5)

Le climat de la région de Sidi Bel Abbes se caractérise par une pluviométrie assez
faible, n’excédant que rarement les 300 mm/an. Les pluies trés irrégulieres surviennent
généralement en saison froide avec un maximum prés de 70% du totale annuel apporté
durant les saisons d’automne et d’hiver. La période séche, assez longue dure en moyenne
cinq mois et demi. Elle débute a partir de la fin du mois d’avril et s’étend jusqu'a la moitié

du mois d’Octobre.
4.2. Méthodologie arrétée

Nous avons opté pour deux types d’analyses, quantitatives et qualitatives, portées sur
les substances phenoliques (notamment les polyphénols), au niveau de deux parties de
I’espéce, les feuilles et les rameaux, Par ailleurs, 1’activité anti-oxydante des extraits
méthanoliques, éthanoliques, exanique et I’eau de nos échantillons est un second volet traité

au cours de cette étude.

e Larécolte d’Inulaviscosa

Les feuilles et les rameaux d’Inulaviscosa ont été récoltés au mois de Janvier dans la
région de Sidi-Bel-Abbes, au cours de la période de floraison. Les échantillons de feuilles et

de rameaux sont nettoyes puis mis a sécher a température ambiante dans un endroit aéré a
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I’ombre pour mieux conserver les molécules sensibles a la chaleur et a la lumicre. Le broyat

va constituer la matiére séche qui va servir a 1’extraction.

e Macération

L’extraction a été faite par macération de la poudre végétale (10g) avec 3 solvants :
I’hexane, le méthanol et 1’éthanol (100ml pour chaque solvant), puis un filtrat avec le papier
Wattman apres laisser reposer pendant 24 heures.Puis un quatrieme solvant (eau), ou on a

utilisé I’extraction a reflux dont 10g de poudre végétale plus 100 ml d’eau distillée.

Figure n° 10 : Filtration aprés macération des solvants (Cliché Laoussa k).

4.3. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques ont pour but de caractériser la présence ou 1’absence des
constituants chimiques de la plante. Les résultats sont notés immédiatement apres la fin de la

réaction de I’extrait de la plante avec les différents réactifs utilisés dans les tests.

4.3.1. Test des terpénoide

On prend 5 ml de chaque extrait dans des tubes a essais et on ajoute 2 ml de
chloroforme pure (CHCI3) et 3 ml d’acide sulfurique (H,SO,4) 96% (goutte a goutte).

25



Chapitre 4 Matériels et méthodes

Un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration rouge marron (Abdul et al,

2013), Figure n° 12 :

=5

Figure n°® 12 : Test de screening des terpénoides (Cliché Laoussa k).

4.3.2. Test des tanins

On ajoute a un 1 ml de I’extrait, 2 ml d’eau distillée et 2 a 3 gouttes de trichloride de

fer (FeCls) al %.

Un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration : bleu noir, verte ou bleu
verte et un précipité qui témoignent respectivement la présence des tanins catéchiques,

galliques ou éllagiques(Ramakrishna et al, 2013) Figure n° 13.

Figure n° 13 : Test de screening des Tanins (Cliché Laoussa k).
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4.3.3. Test des phénols

On traite 1 ml de I’extrait d’Inulaviscosaavec quelques gouttes d’acide nitrique
(HNOs3) diluée a 1%. La présence des phénols est mise en évidence par 1’apparition d’une

couleur jaune orangée (Ramakrishna et al, 2013) Figure n° 14,

Figure n° 14 : Test de screening des Phénols (Cliché Laoussa k).
4.3.4. Test des flavonoides

On traite 1 ml d’extrait d 'Tnulaviscosaavec quelques gouttes de soude (NaOH) diluée a
4%. La couleur vire au jaune intense en présence de flavonoides (MohammadAmzad et al,
2013) Figure n° 15.

Figure n°® 15 :Test de screening des Flavonoides (Cliché Laoussa k).
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4.4. Méthode d’extraction des phénols totaux

4.4.1. Dosage des composés phénoliques

4.4.1.1. Dosage des phénols totaux

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires
caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres
ou engageés avec un glucide. Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les
tannins. Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a été décrit

en1965parSingleton et Rossi.

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PM01204). Il est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en
un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau-Gayon, 1968). La
coloration produite, dont 1’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux. (Boizot
etCharpentier, 2006).

e Mise en ceuvre pratique

Un volume de 200ul de I’extrait brut méthanolique est introduit dans des tubes a essai,
le mélange (Iml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois et 0,8 ml de carbonate de sodium a
7.5%) est additionné. Les tubes sont agités et conservés durant 30 minutes a une température

ambiante. L’absorbance est mesuré a 765 nm contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotometre

Jenway 6504 UV/VIS.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions

opératoires en utilisant I’acide gallique comme controle positif.

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par

gramme de la matiére végétale séche. (mg GAE/Q).

4.4.1.2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a eté effectuée par une méthode adaptée par

Zhishenet al, (1999) avec le trichlorure d'aluminium et la soude. Le trichlorure d'aluminium
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forme uncomplexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose

absorbédans le visible 4 510 nm.

e Mise en ceuvre pratique

500ul de I’extrait brut méthanolique des feuilles convenablement dilué sont mélangés
avec 1500ul d’eau distillée, suivis de 150l de nitrite de sodium (NaNO,) a 5%. Aprés 5 min,
150ul de trichlorure d’aluminium (AICL3) a 10% (m/v) est rajouté au mélange. Apres 6 min
d’incubation a la température ambiante, 500ul d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% est
additionné. Immédiatement, le mélange est complétement agité afin d’homogénéiser le
contenu. L’absorbance de la solution de couleur rosatre est déterminée a 510 nm contre un

blanc.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions

opératoires en utilisant de la catéchine comme contrdle positif.

La teneur en flavonoides totaux des extraits de plante étudiée est exprimée en
milligramme (mg) équivalent de la catéchine par gramme de la matiere végétale seche (mg
EC/g).

4.4.1.3. Dosage des tanins

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide
(Price et al, 1978).

Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unites des

tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré a 500 nm.

La réactivit¢ de la vanilline avec les tanins n’implique que la premiere unité du
polymere. Les quantités des tannins sont estimées en utilisant la méthode de vanilline décrite
par Julkunen-Titto (1985).

e Mise en ceuvre pratique

Un volume de 50ul de Dextrait brut est ajout¢é a 1500ul de la solution
vanilline/méthanol (4%, m/v), puis mélangé a 1’aide d’un vortex. Ensuite, 750ul de 1’acide

chlorhydrique concentré (HCI) est additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a la
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température ambiante pendant 20 min. L’absorbance est mesuré a 550 nm contre un blanc a

I’aide d’un spectrophotometre Jenway 6504 UV/VIS.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions

opératoires en utilisant de la catéchine comme contrdle positif.

Les résultats de la plante étudiée sont exprimeés en milligramme (mg) équivalent de la

catéchine par gramme de la matiere végetale seche (mg EC/qg).

4.5. Activité anti-oxydante

C’est I’activité anti-oxydante des différents extraits d Inulaviscosavis avis du radical DPPH.

Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée qui
absorbe a 517nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH est réduit en
changeant de couleur et en virant vers le jaune. Les absorbances mesurées & 517 nm servent a
calculé le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir anti

radicalaire de 1’échantillon.

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par
Benhammou et al, (2013) :

On prépare pour chaque extrait six tubes, ou chaque tube contient une concentration de
I’extrait diluée a la moitié que celle du tube précédent, et par la méme procédure on prépare le
témoin (acide ascorbique). Un volume de 50ul de différentes concentrations de chaque extrait

est ajouté a 1,950 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025 g/l) fraichement préparée.

En ce qui concerne le contrdle négatif, il est préparé en parall¢le en mélangeant 50ul
du méthanol avec 1,950 ml d’une solution méthanolique de DPPH a la méme concentration
utilisée. Apreés incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a une température ambiante, la

lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a 1’aide d’un spectrophotometre.
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Résultats et discussions

5.1. Le rendement d’ extraction par solvant

Le rendement d’extraction a ét¢ déterminé par la formule suivante :

Rendement% = (masse de résidu d’ extrait / masse de la poudre végétale) x 100

Pour chaque organe, nous avons calculé le rendement de I’extraction de chaque

solvant. Les résultats obtenus sont illustrés dans 1’histogramme suivant (figure n°® 16 ):

0,
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Feuilles Rameaux
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Figuren® 16 : Le rendement d’ extraction en pourcentage des feuilles et des

rameaux d’ [lnulaviscosa

Les rendements les plus élevés parmi les différents résultats obtenus sont ceux de
I’extrait aqueux dans les deux organes étudiés de I’espeéce (30,60% et 32,40%), celui du
méthanol (27.10% dans les feuilles) et celui de I’hexane (27.90% dans les rameaux). Par

contre, I’extrait éthanolique présente un faible rendement dans les deux organes.

Ces differences de rendement sont dues aux caractéristiques des solvants, qui sont les
conséquences de la structure des molécules qui composent chaque solvant et qui déterminent

son caractere polaire, son aptitude a créer des liaisons hydrogenes...etc. (Milcent, 2007).
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La comparaison entre les deux organes montre que les rendements les plus importants
sont enregistrés au niveau des feuilles ; grace a la nature des tissus qui les forment et qui
facilitent la pénétration et le contact des solvants avec les cellules par rapport aux rameaux qui

sont riches en tissues ligneux de soutiens (Chanssany et al.,2012).
5.2. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur différents extraits préparés a partir des

feuilles et des rameaux de [’Inulaviscosa.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence des
métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante. La détection de ces
composés chimiques est basée sur des essais de réactions en donnant :

- Un précipité ;
- Une turbidité ;
- Un changement de couleur spécifique.

Selon le degré de la réaction entre nos extraits et les réactifs utilisés dans le criblage

phytochimique, les résultats sont notés et présentes dans le tableausuivant :

Extrait de I’hexane
Organes )
3 . Feuilles Rameaux
Meétabolites
Terpénoides +++ + o+
Tanins - F++
Phénols - T+
Flavonoides - +++
Extrait d’éthanol
Organes ]
i . Feuilles Rameaux
Métabolites
Terpénoides + ++
Tanins ++ + +++
Phénols - B
Flavonoides - +++
<Extrait du méthanol
Organes )
] . Feuilles Rameaux
Meétabolites
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Terpénoides +++ +
Tanins +++ -
Phénols + -

Flavonoides +++ -

<Extrait aqueux

Organes )
] ) Feuilles Rameaux
Métabolites
Terpénoides +++ +
Tanins +++ +++
Phénols +++ +++
Flavonoides +++ +++

Tableau n° 2 : Résultats de caractérisation des différents groupes chimiques dans les feuilles

et les rameaux d’Inulaviscosa.

Aprés avoir eu les résultats du screening phytochimique, on remarque que les tests de
caractérisation des groupes chimiques dans I’extrait aqueux étaient positifs pour les quatre

métabolites secondaires que ce soit dans les feuilles et les rameaux

Dans I’extrait hexanique, le test des tanins, des phénols et des flavonoides est négatif
dans les feuilles et il est positif dans les rameaux, par contre, le test des terpénoides est positif

dans les deux extraits.

La présence des métabolites secondaires est aussi importante dans [’extrait
méthanolique des feuilles et dans 1’extrait éthanolique des rameaux. Elle est faible dans les
rameaux de D’extrait méthanolique et les feuilles de I’extrait éthanolique sauf une faible

présence de tanins et de terpénoides.

5.3. Résultats du dosage des composés phénoliques dans les feuilles et les

rameaux d’Inulaviscosa

5.3.1. Les phénols totaux

L’estimation de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été obtenue
selon la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont exprimés en
mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg GAE/Q), en utilisant I’équation de

la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique selon la figure n°17.
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phénols totaux
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Figuren® 17 : Courbe d’ étalonnage des polyphénols.

La teneur des feuilles et des rameaux enphénols totaux est rapportée dans

I’histogramme suivant (Figure n° 18) :

45
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35 3 3
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B hexane M éthanol M méthanol Meau

Figure n° 18 : Concentrations des polyphénols dans les feuilles et les rameaux
d’Inulaviscosaen mg GAE /g.

Les résultats du dosage des phénols totaux dans 1’extrait aqueux montrent que les deux

organes renferment une plus grande proportion (36,78+4,78 mg AGE/g dans les feuilles et
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42,85+1,05 mg AGE/g dans les rameaux), suivie par la proportion dans I’extrait éthanolique
que renferment les feuilles et les rameaux (31,45+2,35 mg AGE/g pour les feuilles et
30,28+0,13 mg AGE/g pour les rameaux).

Par contre, I’extrait méthanolique représente la plus faible teneur en polyphénols dans
les deux organes (7,91+0,37 mg AGE/g pour les feuilles et 4,83+£1,14 mg AGE/g pour les
rameaux), ainsi que pour 1’hexane qui montre une faible teneur en phénols totaux dans les
rameaux (6,81+0,08 mg AGE/g), cette teneur est un peu plus élevé dans les feuilles, mais

reste faible par rapport aux autres extrait (17,66+3,00 mg AGE/qQ).

Au regard des résultats obtenus les concentrations les plus élevées des phénols totaux

sont enregistrées au niveau de 1’extrait aqueux et éthanolique des deux organes.

La concentration des polyphénols dans I’extrait d’acétate d’éthyle était plus
intéressante dans les feuilles (95.47+4.7 mg AGE/g) par rapport aux rameaux (73.49+2.2 mg
AGE/q) et les cones (61,62+5.7 mg AGE/Q).

En comparant les résultats concernant les feuilles avec ceux du travail réalisé par
(BenaissaKeddar, 2014)ou la concentration des phénols totaux dans les feuilles était
(85,20+0,07 mg AGE/g), on trouve que les phénols totaux ici sont moins élevés. Cette

différence est peut étre due a ’effet de stresse climatique, argumenté parMaziliak, 2003.

5.3.2. Les flavonoides

La détermination quantitative des flavonoides dans les quatre extraits a été faite en
fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire (Figure n° 19) réalisé par une solution étalon de
catéchine a différentes concentrations, d’ou on a calculé la teneur en flavonoides des deux
organes de la plante et qui est exprimée en mg équivalent de catéchine par gramme d’extrait
(mg EC/qg).
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Flavonoides
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Figure n® 19 : Courbe d’ étalonnage des flavonoides.

Les résultats obtenus sont présentés dans 1’histogramme de laFigure n° 20 :
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Figure n° 20 : Concentrations des flavonoides dans les feuilles et les rameaux

d’Inulaviscosaen mg EC /g.

Nous constatons que 1’extrait d’éthanol des feuilles renferme la teneur la plus élevée
des flavonoides (133,93£3,12 mg EC/g) suivie par celle renfermée par 1’extrait aqueux des
feuilles (61,17+3,96 mg EC/g) puis celle du méme extrait mais des rameaux (51,61+12,87
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mg EC/g). On observe la concentration des flavonoides renfermée par I’extrait aqueux dans

les rameaux est trés faible (37,12+1,09 mg EC/g) par rapport a celle des feuilles.

Par ailleurs, les résultats obtenus des flavonoides renfermées par 1’extrait du méthanol
dans les feuilles (24,35+1,70 mg EC/g) et dans les rameaux (5,04+2,13 mg EC/g) sont trés
faibles. Méme chose pour I’extrait de I’hexane qui représente une faible teneur surtout dans

les rameaux (10,64+0,33 mg EC/qg).

On peut dire que la moyenne de concentration des flavonoides contenues dans les
feuilles est plus élevée que celle dans les rameaux, ce qui est justifié par les travaux de
(BenaissaKeddar, 2014) ou on a trouvé une forte concentration des flavonoides dans les

feuilles.
5.3.3. Les tanins condensés

La teneur des tanins condensés a été obtenue a partir d’'une courbe d’étalonnage
établie avec des concentrations croissantes de catéchine (Figure n° 21). Les résultats sont

exprimés en mg équivalent de catéchine par gramme d’extrait (mg EC/g).

Tanins condensés

0,04

y=0.000199x + 0.0006
0,035 R*=0.995

0,03

0,025

0,02

Absorbance

0,015

0,01

0,005

0 T T T 1
0 50 100 150 200

Concentration catéchine en mg/L

Figure n® 21 : Courbe d’ étalonnage des tanins condensés.
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L’histogramme ci-dessous présente les résultats obtenus (Figure n° 22) :
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Figure n°® 22 : Concentrations des tanins condensés dans les feuilles et les rameaux

d’Inulaviscosaen mg EC /g.

La teneur en tanins condensés dans I’extrait d’hexane des feuilles est tres élevée
(638,52+10,64 mg EC/g), suivie par celle de D’extrait éthanolique du méme organe
(363,41+37,12 mg EC/qg), puis celle de I’extrait méthanolique dans les feuilles (75,80+5,04
mg EC/g) et avec la méme teneur presque de 1’extrait d’éthanol (79,57+0,68 mg EC/g) et du
méthanol (68,13+£16,24 mg EC/g) des rameaux qui sont aussi trés faibles.

La teneur en tanins condensés dans les autres extraits est tres faible et presque
inexistante en la comparant avec celle de I’extrait de I’hexane ; la teneur des tanins condensés
est de (5,81+0,86 mg EC/g) pour I’extrait aqueux des feuilles. Et pour les extraits de I’hexane
et de I’eau sont respectivement de 1’ordre de (12,77+0,45 mg EC/g) et (1,66+0,16 mg EC/g).

On peut remarquer que les tanins condensés sont trop élevés dans les feuilles que dans

les rameaux d’Inulaviscosa.

La quantité en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés est variable entre
les feuilles et les rameaux de notre espéce étudiée. Les feuilles et les rameaux sont riches en
phénols totaux, alors que les feuilles sont particulierement riches flavonoides et en tanins

condensés par rapport aux rameaux qui présentent des teneurs plus ou moins faibles.
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5.4. La détermination du pouvoir antioxydant

L’effet scavengerdes extraits vis-a-vis du radical DPPH est exprimé par la
concentration inhibitrice a 50% (ICso) qui correspond a la concentration nécessaire pour
inhiber ou réduire 50% de la concentration initiale du DPPH. Une ICso faible représente

I’activité anti-radicalaire la plus élevée.

Toutes les ICso sont calculées a partir de la partie linéaire des courbes de pourcentage
d’inhibition en fonction de la concentration des différents composés a tester avec un

coefficient de corrélation (R2) supérieur a 0,9.

La figure n° 23 représente les valeurs des concentrations des extraits

d’Inulaviscosaresponsables du piégeage de 50% des radicaux libres du DPPH (ICso).

1327 12,66

14
12

10

[e]

Feuilles Rameaux

®hexane ™ éthanol méthanol meau

Figure n°® 23 : Concentrations inhibitrices de 50% des radicaux libres du DPPH dans les

extraits des feuilles et des rameaux d 'Inulaviscosaen mg/ml.

Les valeurs d’ICso qui présentent 1’extrait de I’hexane et celui de ’eau est trés voisines
au niveau des feuilles avec un fort pourcentage (13,27 mg/l et 12,66 mg/l), tandis que les
valeurs de I’extrait éthanolique et méthanolique qui sont trés voisine aussi présentent un faible

pourcentage (0,43 mg/l et 0,36 mg/l).

Les valeurs d’ICsp contenue dans les rameaux de 1’extrait méthanolique et 1’extrait

aqueux est aussi voisine et moyennement forte par rapport aux concentrations des feuille
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(6,27 mg/l et 6,66 mg/l), comme c’est le cas pour 1’extrait de I’hexane et celui de 1’éthanol

mais qui sont trés faibles (0,44 mg/l et 0,46 mg/l).

Nous pouvons déduire de ces résultats que les rameaux d’Inulaviscosa ont un pouvoir

antioxydant plus élevé que les feuilles.
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Conclusion

L’objectif de notre étude est d’étudier et comparer la teneur des deux organes d’Inula
viscosa récoltées de la région de Sidi Bel Abbes, en composes phénoliques ainsi que

I’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits bruts de la plante.

Nos résultats ont montré que le rendement en composées phénolique est trés
important au nivaux des feuilles. La quantité en phénols totaux, en flavonoides et en tanins
condensés est variable entre les différentes parties d’Inula viscosa. Ainsi, I’extrait aqueux des
feuilles et les rameaux riches en phénols totaux(36,78mg AGE/g et 42,85 mg AGE/qg) par
rapport aux extraits organiques, avec des concentrations trés importantes et qui sont
respectivement de ’ordre de (36,78 mg AGE/g d’ extrait et 42,85 mg AGE/g
d’ extrait), La quantité des flavonoides contenus dans les feuilles est plus élevée avec
(133,93 mg EC/g) que celle dans les rameaux. Les feuilles apparaissent trop riches en tanins
condensées (638,52mg EC/g) d’ extrait par rapport aux rameaux qui présentent des

teneurs plus ou moins faibles.

Le test de I’activité antioxydante des extraits bruts a montré que les rameaux ont un
pouvoir antioxydant plus élevé avec des valeurs IC50 qui sont de I’ordre de 0,44 mg/l et 0,46
mg/l.

A la fin de cette contribution, nous pensons serait intéressant de mener d’autres études
plus approfondies sur la composition chimique des polyphénols dans le but d’adopter des
composées possédant un intérét pharmaceutique.
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