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Pf : point de fusion
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Introduction générale

Introduction générale

Depuis l'antiquité I'nomme utilise les plantes comme une source principale de
nourriture, par la suite s'est développé pour les utiliser comme médicaments et remedes a fin
de soigner les différentes maladies. Jusqu’a maintenant les plantes sont encore destinées a la
santé humaine malgré les efforts des chimistes qui essayent de synthétiser de nouvelles
molécules. D'aprés les études statistiques, plus de 25% des médicaments dans les pays

développés dérivent directement ou indirectement des plantes®.

Les biologistes et les chimistes reconnaissaient l'importance majeure des produits
naturels et les limites des méthodes et des techniques de biotechnologie ainsi que la chimie, ce
qui peut expliquer le grand intérét porté a la recherche de composés issus des sources

naturelles.

Les plantes avec leur nombre illimité constituent un réservoir immense de nouveaux
composés médicinaux potentiels, grace a ses molécules qui présentent l'avantage d'une grande
diversité de structure chimique et d’activités biologiques. Les plantes aromatiques sont
caractérisées par leur richesse en principes actifs et en substances telles que les polyphénols et

les flavonoides qui sont dotées des proprietés importantes et différentes.

Le premier chapitre du présent travail est consacré principalement a la description des
flavonoides, en commengant par leur définition, localisation et leur classification. Nous nous
intéressons ensuite a leur biosynthese et I’intérét pharmacologique, ainsi que leurs différentes

activités.

Le deuxieme chapitre représente les travaux antérieurs consacrés a la description
botanique de la plante, aux propriétés biologiques du genre Inula ainsi qu’aux études

chimiques antérieures réalisées sur le genre.

! K.Damintoti, H.D.Mamoudou, S.acques, Y.Saydou, S.Souleymane, S.T.Alfred, Activités antioxydantes et
antibactériennes des polyphénols extraits de plantes médicinales de la pharmacopée traditionnelle du Burkina
Faso. Mémoire de I’université de Burkina Faso, (2005).
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Dans le troisieme chapitre, nous nous sommes intéresses a :
+ L’extraction des flavonoides.
+ L’identification des produits séparés par des méthodes chromatographiques

et spectroscopiques.

Et enfin, le chapitre quatre est consacré a I’étude de I’activité antimicrobienne de
I’extrait hydro-alcoolique de la plante Inula viscosa.
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Chapitre I Les flavonoides

1. Introduction :

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments quasi universels des végétaux.
Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus
importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les

isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes.

De ce fait, ce chapitre est consacré principalement a la description des flavonoides, en
commencant par leur définition, leur localisation et leur classification. Nous nous intéressons

ensuite & leur biosynthése et I’intérét biologique, ainsi que leurs différentes activités.

2. Définition des flavonoides:

Le nom flavonoide provient du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces
d’orange [1], cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a été plutdt prété du
flavus ; (flavus=jaune) [2, 3].

Les flavonoides sont des polyphénols complexes dont la structure est constituée de deux
noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d'un hétérocycle oxygéné (cycle C). Ce sont des dérivés du
noyau flavone ou 2-phényl chromone portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides.

Noyau flavane Noyau flavone

L’intérét nutritionnel pour les flavonoides, date de la découverte de la vitamine C & la suite
des travaux de Szent Gyorgyi (prix Nobel, 1937) [4], qui a constaté que les symptdmes
hémorragiques duscerbuitgliessasdafragilité,ouldhyperperméabilité dessvaisseaux, etaient guéris par

des extraits de paprika.eu. de jus decitron riche en‘vitamine C et dcs flavonoides [4, 5].
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Alors que I’acide ascorbique seul est inefficace. Les analyses chimiques ont montré que la
fraction active était de nature flavonoique [5].
Cette action des flavonoides sur la perméabilité vasculaire a été appelée propriété

vitaminique P (P étant la premiere lettre du mot perméabilité) [4, 5].

3. Structure chimique:

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possédent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont
reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C) [6]. Généralement, la
structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6 [7], en formant une structure
de type diphényle propane dont des groupements hydroxyles, oxygénes, méthyles, ou des sucres
peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule [8].

Figure 1 : Squelette de base des flavonoides

4. Classification :

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus
importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones,

les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes [9].

4.1. Les flavones :

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényl chromone portant des
fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. Le noyau flavone est lui-méme un dérivé du

noyau flavane de base [9].
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Apigénine Chrysine

Lutéoline Diosmétine

4.2. Les flavonols :

Elles se différencient des flavones par I’existence d’un hydroxyle en position 3, qui n’est pas

un OH pheénolique. Ce sont les flavonoides les plus répandus.

Kamphérole Myricétine Quercétine

4.3. Les flavanones :

Ce sont des dérivés des flavones. Ces composes possédent un carbone asymétrique (Cy). 1l

existera donc 2 isomeres optiques pour chague composé.
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OH OH

OH OCH;Z

Eriodictyol Naringénine Hesperitine

4.4. Les isoflavones :

Les isoflavones sont des isomeres des flavones. Le noyau benzénique latéral est fixé en

position 3 et non pas en position 2. Ces composés se trouvent essentiellement dans les [égumineuses
[10, 11].

Génistéine Orodol Daidzéine

4.5. Les chalcones :

Les chalcones se différent des structures précédentes par I’existence d’un chainon

tricarboné, cétonique a-B insaturé au lieu de I’hétérocycle oxygeéné qui relie les deux cycles

benzéniques [12].

OH

HO.

(o]

Butéine isoliquirigénine
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OH
OH
O o l on

OH o

Davidiigénine Asébogénine

4.6. Les aurones [13]:

Dans le cas des aurones, il existe un hétérocycle a cing chainons et non pas a six chainons.

Hispidol Maritimétine Leptosidine

4.7. Les flavanols :

OH

OH
OH

OH

Catéchine Gallocatéchine
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4.8. Les dihydroflavonols :

OH
OH

OH
OH

Taxifoline Fusétine

4.9. Les anthocyanes :

Les anthocyanidols les plus fréquents sont le pélargonidol, Delphinidol et le cyanidol.

Delphinidol Cyanidol Pélargonidol

4.10. Les neoflavones :

Les neoflavones sont caractérisées par la substitution entre le groupement carboxyle et le
noyau B dans le squelette des flavones [14]. Les neoflavones sont des flavonoides rares, cette rareté
est due leur faible présence dans la nature contrairement au flavones et flavonols [15].

10
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Neoflavone

5. Les substitutions des flavonoides:
5.1. La glycosylation :

Par définition, c’est I’addition d’un sucre sur le squelette flavonique. Elle se fait dans la
derniére phase de la biosynthese des flavonoides grace a I’enzyme O-glucosyltransférase, cette
enzyme transfére le sucre de la UDP glycose (Uridine diphosphate glucose) au groupe hydroxyle
aglycone, par exemple : I’anthocyanidine avec un libre groupe hydroxyle a la position 3 est instable
aux conditions physiologiques par conséquent il ne se trouve pas dans la nature sur cette forme [16].
La 3-Oglycosyl- transférase est considérée comme une enzyme indispensable dans la biosynthese
des anthocyanidines.

HN

o)
=z
T _
o)
I/
0
=
]
i
o)
_+=o
o)
i
o
To
T

OH OH

Uridine diphosphate glucose

/ i
o)
I
o
I
.

UDP-GLU UDP

(0)
3-O-Glycosyltransférase O
o—H
OH m 7 OH
Anthocyanidine ¥ H
HO
H H

Figure 2 : substitution d’un sucre sur I’aglycone
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On distingue deux types de glycosylation :

» La C- Glycosylation
» La O- Glycosylation

5.1.1 La C-glycosylation :

Dans ce type de composés, le sucre est lié directement au cycle benzénique par une liaison
C-C, d’une maniere générale la C-glycosylation se fait en C6 ou en C8, par exemple I’isovitexine
(6-C-glycosylflavone) et la vitexine (8-C-glycosylflavone) [17].

Isovitexine Vitexine

5.1.2 La O-Glycosylation :

Dans ce type de composés, hydroxyle du squelette flavonique est lié avec un autre hydroxyle
alcoolique du sucre (glucose...) en présence de I’enzyme glycosyltransférase et la UDP-glu

(Uridine diphosphate glucose) comme donneur du sucre.

Les structures suivantes montrent plusieurs positionnements de la O-glycosylation en 7-
OH et 3-OH [18].

O-Glycosyl-flavone O-Glycosyl-isoflavone

12
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O-Glycosyl-flavonol 3-0O-glucosyl-Pelargonidole
R=glucose  Isoquercetrine
R=galactose Hyperoside

R=rutinose  Rutine

6. Distribution et localisation :

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des vegétaux supérieurs : racines, tiges,
feuilles, fruits, graines, bois et pollens [19]. Ils peuvent aussi étre rencontrés dans certains boissons

et chez certains fourrages (ex: tréfle) [20].

Certaines classes de flavonoides sont présentes exclusivement chez certains vegétaux, on
trouvera par exemple, les flavanones dans les agrumes, les isoflavones dans le soja, les anthocyanes
et les flavonols ont une large distribution dans les fruits et les Iégumes tandis que les chalcones se
retrouvent plus fréguemment dans les pétales des fleurs, sont considérés comme des pigments

naturels au méme titre que les chlorophylles et les caroténoides [21].

On trouve aussi la chrysine et la quercétine 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 [21].

13
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7. Biosynthese :

De nos jours, plus de 6000 flavonoides ont été identifiés et isolés a partir des milliers des especes
vegetales [22]. Ils ont une origine biosynthétiqgue commune et par conséquent, possédent tous un méme
squelette de base a quinze atomes de carbone, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6
(A et B), reliés par une chaine en C3 [23].

Leur biosynthese (Figure 3) se fait a partir d'un précurseur commun, la 4,2°,4’,6’-
tétrahydroxychalcone. Cette chalcone de couleur jaune est métabolisée sous l'action d'enzyme, la
chalcone isomérase, en flavanone (1) : naringénine. C'est sur cette derniere qu’agit ensuite la
flavonesynthase ou la (2S)-flavanone-3-hydroxylase pour donner la formation de la flavone (2) :
apigénine ou le dihydroflavonol (3) : (2R, 3R)-dihydrokaempférol, respectivement. Les deux
enzymes fonctionnent differemment, la premiére introduit la double liaison entre les carbones C-2

et C-3, tandis que la deuxiéme catalyse I’ hydroxylation du carbone C-3.

Le dihydroflavonol, en présence de la flavonolsynthase ou la dihydroflavonol-4-réductase, se
métabolise en flavonol (4) : kaempférol ou en flavan-3,4-diol (5) : leucoanthocyanidol,
respectivement. Ce dernier semble étre le précurseur des flavan-3-ols (6) et anthocyanidols (7)

(Figure 3). Cependant, les étapes ultimes de leur formation ne sont pas encore élucidées.

Le pélargonidol (7), sous laction de la 3-O-glycosyltransférase, se transforme en
anthocyanoside (8) : pélargonidol-3-glucoside (Figure 3). Les composés de chaque sous-classe se
distinguent par le nombre, la position et la nature des substituants (groupements hydroxyles,

méthoxyles et autres) sur les deux cycles aromatiques A et B et la chaine en C3 intermédiaire.
A l'état naturel, on trouve trés souvent les flavonoides sous forme de glycosides. Une ou

plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylées. La partie du flavonoide autre que le

sucre est appelé aglycone.

14
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4,2', 4", 6'-tétrahydroxychalcone

chalcone-isomerase

Flavone-synthase

(1) flavanone: naringénine

(2S)-flavanone-3-hydroxylase

©/OH
HO O flavonol-synthase

)

(3) dihydroflavonol: (2R, 3R)-duhydrokaempférol

dihydroflavonol-4-réductase

3-O-glucosyl-transférase

(5) flavan-3,4-diol: leucoanthocyanidol

OH

+
HO O O 3-0O-glucosyl-transférase
““OH
OH

(7) anthocyanidol: pélargonidol

Les flavonoides

(2) flavone: apigénine

OH

(4) flavonol; kaempférol

(6) flavan-3-ol: afzéléchol

(8) anthocyanoside: pélargonidol-3-glucoside

Figure 3: La biosynthese des flavonoides (Bruneton, 1999) [24].

15



Chapitre I Les flavonoides

8. Propriétés pharmacologiques :

Les flavonoides constituent un groupe de substances trés importantes qui présentent un grand
intérét dans beaucoup de domaines. Leurs propriétés anti-oxydante, inhibitrice, antivirale,
antibactérienne, ... etc. Les prédestinent a des utilisations dans les industries pharmaceutiques,

agroalimentaires et cosmeétiques.

Les flavonoides sont essentiellement des médicaments de I’insuffisance veineuse ; leurs
actions se situent au niveau des petites veines ou des capillaires: on a une diminution de la
perméabilité et augmentation de la résistance des capillaires (action de la vitamine P). Ce sont des

toniques veineux et des protecteurs capillaires [4,5].

Dans I’industrie alimentaire, les flavonoides sont utilisés comme colorants et édulcorants,
certains anthocyanes sont des colorants végétaux autorisés a usage pharmaceutique et alimentaire
(E163). lls sont utilises dans les produits de charcuterie, dans les produits laitiers, glaces et cremes

glacées, conserves de fruits et légumes[25].

En agricultures, des expériences ont montré que certains représentants de la famille des
flavonoides notamment le flavonol et le flavone sont efficaces pour la lutte contre les champignons

pathogénes des grains de céréales [26].

De nombreux travaux ont montré que les fruits, les légumes, le thé et le soja constituent les
sources alimentaires des flavonoides les plus etudiées [27, 28, 29]. Les colorants des baies
fortement colorées telles que les baies rouges, les myrtilles et le cassis, sont des flavonoides appelés

anthocyanes. Ils peuvent jouer un réle dans la prévention des cardiopathies [29].

Dans des expériences réalisées sur les rats, il a été démontré que la quercétine et la nargénine
jouent un réle important dans la réduction de I’ulcere et la protection des cellules gastriques [30]. Il
a été suggéré que la quercétine exerce son activité via un mécanisme complexe impliquant la
production du mucus, le piégeage des radicaux libres et également I’inhibition de la production de

leucotiéne.

La teneur en flavonol et en flavone des aliments végétaux est fortement influencée par

facteurs tels que la variation du type de croissance, la saison, le climat et le degré de maturité [31].

16
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La majorité des activités biologiques des flavonoides est due a leur pouvoir antioxydant
chélateur. Plusieurs études ont montré qu’un régime alimentaire riche en flavonoides peut avoir des
effets bénéfiques sur la santé. Grace a leur capacité a inhiber I’oxydation des LDL, les flavonoides
ont demontré des effets cardioprotecteurs importants [32, 33].

Ong et Khoo ont reporté que la myricétine possede un effet hypoglycémiant chez des animaux
diabétiques [34].

Conclusion:

En conclusion, on peut dire que les flavonoides sont des molécules d’une grande diversité
structurale. Doter d’une grande activité pharmacologique, ils représentent une source primordiale
pour la découverte de nouveaux médicaments et également une source d’inspiration pour la chimie

médicinale.
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1.2. Introduction :

La famille des composées est l'une des plus distribuée dans le régne végétal. Cette famille
comprend plus de 13 tribus, 1000 genres et 23000 especes [1,2]. En Algérie, il en existe 109 genres
et 408 especes [3], 111 genres et 638 especes [2]. Cette vaste famille est économigquement
importante, elle fournit des plantes alimentaires: Laitues (Lactuca), Endives, Chicorée (Cichorium),
artichauts (Cynara), salsifis (Tragopogon). Le tournesol (Heliantus annuus) est cultivé pour son
huile riche en acide gras.

Plusieurs especes sont utilisées en pharmacie : Le Semen-contra (Artemisiacina Berge),
I'Arnica (Arnica montana L.), la Camomille (matricaria chamomilla L, et Anthemis nobilis L), le
pied de chat (Antenaria diocagartn) [1]. Une des propriétés typique de la famille des composées est
sa richesse en composés naturels divers. On y trouve des terpenoides, des flavonoides et des
alcaloides [4]. C'est une famille trés riche en lactones sesquiterpéniques qui représentent des

principes amers typiques de cette famille [4].

2.2. Description botanique :

Les composées, représentées principalement dans les régions tempérées et froides du globe
[5], sont principalement des herbes vivaces ou non, mais aussi des arbustes ou sous-arbrisseaux,
parfois des herbes rarement des plantes aquatiques ou des plantes grimpantes ou encore des

épiphytes. Les feuilles sont le plus souvent alternes, mais aussi opposées ou radiales, simple [6].

Selon Gaussen, les composées sont répartie en fonction de leurs fleurs en deux type : l'un

ayant des fleurs a corolles ligulées et l'autre & corolles tubulées [2].

3.2. Legenre Inula :
Le nom Inula est trés ancien et vient du nom de l'espéce Inula helenium et généralisé pour
tout les genres. Le nom Helenium découlerait du grec "helen”. La légende antique raconte que la

fleur serait née des larmes de la belle Héléne de troie.

Le genre Inula comprend une variété d'environ 90 espéces. Ce sont des plantes herbacées
vivaces, a feuilles alternes. Capitules jaunes, contenant a la fois des fleurs tubuleuses et des fleurs
ligulées. Bractées en plusieurs séries. Fleurs périphériques pastillées, a ligules tridentées. Antheres

sagittées a la base.
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% répartition géographique:

Le genre Inula est largement distribué dans le bassin méditerranéen, en Europe (Espagne,

France...), Asie (Chine, Turquie, Japon, Korea...) et en Afrique (Egypte, Algérie, Maroc...) [3].

4.2.  Usages traditionnels :

La médecine traditionnelle a attribué de nombreuses propriétés thérapeutiques aux especes du

genre Inula [7]. Le tableau N°1 présente les multiples usages traditionnels de quelques especes du

genre Inula.

Tableau N°1 : Usages traditionnels de quelques espéces du genre Inula.

Especes Usages traditionnels Réf
Inula helenium L. Comme un reméde familial en Japon. [8]
Comme une diaphorése en Europe, et enTaiwan et Chine, comme
un agent thérapeutique pour la tuberculose et I'entrogastrique [9]
chronique. Elle a aussi des propriétés antiseptiques, antibiotiques,
antispasmodiques, toniques et aromatiques.
Inula britanica L. Les fleurs de ces plantes ont été utilisées pour le traitement des [10]
troubles digestifs, la bronchite, et I'inflammation. Inula britanica a
aussi une activité anti-inflammatoire, antibactérienne, antihepatique
et antitumorale.
Inula royleana L. Ces racines possédent une activité anti-inflammatoire [11, 12]
antibiotique, et uneactivité vermifuge.
Inula racemosa L. En médecine traditionnelle Chinoise, les racines d'herbe d’Inula | [13, 14]
racemosa ont été habituellement employées pour fortifier la rate,
réguler la fonction de l'estomac, soulager la dépression du qi de
foie, alléger les douleurs rhumatismales particulierement entre le
cou et les épaules et pour empécher I'avortement.
Inula montana L. Posséde une activité sur le systeme digestif [15]
Inula salicina L. Digestif, antidiarrhéique [15]
Inula conyza DC. Laxative, vulnéraire [16]
Inula viscosa L Posséde une activité curative de blessure avec I'extrait du d’Inula [17]

viscosa

23



Chapitre |1 Etude ethnobotanique du genre Inula viscosa (composée)

5. Présentation de la plante Inula viscosa :
5. 1. Taxonomie :

Inula : viendrait du grec : Inéo qui signifie-je purge. (Allusion a une propriété thérapeutique de la
plante) [18].
Viscosa : veut dire visqueuse : Inule visqueuse [19].

5.2. Place dans la systématique :

Tableau N°2 : Taxonomie d’Inula viscosa [3].

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotyledones
Sous Classe Gamopetales
Ordre Campunulales
Famille Composées
Genre Inula
Espéce viscosa - L - AIT
Synonymie Dittrichia viscosa L
Nom commun Inule, aunée
visqueuse
Noms vernaculaires Magramane ou
Amagramane.
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» Répartition géographique :
Répandue dans tout le bassin méditerranéen, sur les sols salés, les prairies humides et les
bords de cours d’eau [3], largement répandue en Algérie dans les rocailles et les terrains argileux
(Figure 1) [20].

Figure 1 : Inula viscosa

5. 3. Description de la plante:

L'Inule visqueuse est une plante toute glanduleuse agréable (selon certains, désagréable pour
d'autres), a odeur forte qui appartient a la famille des Astéracées. Elle est ligneuse a sa base (forte
racine pivotante lignifiée pouvant atteindre 30 cm de long. Elle atteint de 50 cm a 1m de hauteur et
présente des capitules a fleurs jaunes tres nombreux au sommet de la tige. Les feuilles sont entiéres
ou dentées, aigués [3]. C’est une plante largement répandue dans le nord de I’ Algérie et dans tout le
pourtour méditerranéen, les rocailles, garrigues, terrains argileux un peu humide et les bords des
routes. Son histoire thérapeutique est trés diversifiée et connu depuis longtemps par les guérisseurs
[21].

6. Usage traditionnelle d’Inula viscosa :
Considéré comme «la reine des plantes médicinales», les villageois arabes en Israél, la

Palestine et la Jordanie ont utilisé_I’lnula_viscosa pour._soulager_ou. traiter de divers maux. Le

e 8

médecin arabe EI Ta-r?imj,;, i a pratiqué & Jérusalem au cours du 10 "‘E?s'récle, a écrit que la boisson
n n - z .. ' e i [ ..- P | Qﬂp'/"-:‘-? :: i l‘.!\ % awHe - T s
Raesen", fabriqués a partir nul,a,wscosﬁ- -ajoutes au_ miela et la "boisson des rois." Il a été
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efficace dans la lutte contre les rhumatismes, les rhumes, et méme agi comme un aphrodisiaque.
Les pratiques de la médecine traditionnelle sont documentées dans "Herbes Pouch™” [22] un livre
écrit en hébreu, qui comprend des entrevues et la main-premiére preuve d'un grand nombre utilise

Inula viscosa.

Depuis les temps anciens, Inula viscosa a été largement utilisé comme traitement pour ce qui
suit [22]:

L'application de feuilles fraiches, ou une poudre de feuilles seches
ou de saignement sur des plaies ouvertes ou les résultats des
brhlures a l'arrét de I'hémorragie, et sert comme antiseptique et anti-
Plaies inflammatoires agent efficace. Traitement Inula viscosa aide est
préféré par les villageois sur des médicaments modernes, car il

favorise la cicatrisation plus rapide.

La poudre de la feuille Inula viscosa séchée est mélangée avec de
Les peaux séches et | I'huile et appliqué a l'extérieur des parties touchées du corps.

rugueuses

Une pate est également préparée a partir de feuilles broyées,

Hémorroides

mélangée avec de I'huile d'olive et appliquée comme une pommade.

L'hypertension
artérielle

et le diabéte

feuilles Inula viscosa sont cuites a l'eau et la tonique est

consommeée.

Bronchite et les
infections

respiratoires

L'extrait est ajouté a I'eau bouillante et la tonique consommeée.

7. Travaux antérieurs sur le genre Inula:

Un grand nombre d’espéces Inula ont fait, a ce jour, l'objet d'études chimiques et de tres
nombreux métabolites secondaires ont été isolés. Les recherches phytochimiques ont permis de

mettre en évidence, dans le genre Inula tous les composés caractéristiques :
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v" Flavonoides
v' Terpénes

v’ Lactones Sesquiterpéniques

7.1. Les flavonoides:
Les composés flavoniques sont des substances naturelles trés répandues dans la famille des
Composées ou beaucoup de travaux ont été réalisés [8]. Chez le genre Inula on trouve des

flavonoides glycosylés, et des flavonoides aglycones.

Une étude réalisée sur I'espéce Inula viscosa a révélé la présence des flavonoides cités dans le
tableau N°4 [23]:

Tableau N°4: structures chimique des flavonoides isolés d'Inula viscosa

Composés R1 R2 R3 R4
Apigénine H H H OH
Quercétine OH OH H OH
Genkwanine H H H OCH3
Hispiduline H H OCHs; | OH
3-O-méthylquercétine OCH;  OH H OH
3-O-méthylkaempferol OCH; | H H OH
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OH

OH
H;CO O (0] O
OAc

OH O

3-O- acétylpadmatine 3, 37, 7-trimethoxyquercétine

3’rhamnosyl 3-O-acétylpadmatine.

% Une autre étude phytochimique realisée sur I'extrait n-BuOH de Il'espéce Inula britanica a
permis d'isoler et identifier 12 flavonoides [8], (Tableau N°5).
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Tableau N°5: structures chimique des flavonoides isolés d'Inula britanica.

Composé
Patuletine
Patulitrine
Patulitrine 7-O-(6’-isobutyryl)
glucoside
Patulitrine 7-O-[6’(2-methylbutyryl)]
glucoside
Patulitrine 7-O-(6’-isovaleryl)
glucoside
Neptine
Nepitrine
Kaempferol
Kaempferol 3-glucoside
Axillarine
Hispiduline 7-glucoside

Isorhamnetine 3-glucoside

R1
OH
OH
OH

OH

OH

OH
OGilc
OCHjs

H
OGilc

R2
OH
OH
OH

OH

OH

OH
OH
H
H
OH
H
OCHs

R3
OCH3
OCH3
OCH3

OCH3

OCH3

OCH;
OCH;
H
H
OCH;
OCH;
H

R4
OH
OGilc
(6’-isobutyrylGlc

[6°(2-methylbutyryl)] Glc

(6’-isovaleryl) Glc

OH
OGilc
OH
OH
OH
OGilc
OH

% L'investigation phytochimique réalisee sur l'extrait de I'espéce Inula japonica a permis

I'isolement

pentahydroxyflavone [24].

du flavonoide nommé 8-(1-(3,4-dihydroxyphenyl) éthyl)

-3, 3, 4, 5 7

8-(1-(3,4-dihydroxyphenyl) éthyl)-3, 3, 4',5, 7 pentahydroxyflavone
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7.2. Les sesquiterpénes lactones:

Les lactones sesquiterpéniques ont une distribution botanique assez sporadique, présentes
chez les angiospermes, et trés majoritairement chez les composées [25].
Des investigations phytochimiques réalisées sur le genre Inula ont permis d'isoler plusieurs lactones

Sesquiterpéniques.

«* Inula helenium

Isocostunolide [24].

«* Inula britanica

AcO

1-O-acétylbritannicalactone [26].

% Inula viscosa [23,27]

ot

a-santonine Inulviscolide

30



Chapitre |1 Etude ethnobotanique du genre Inula viscosa (composée)

% Inula graveolens [27]

X=0: Tomentosine 4a-dehydroxy 4a, 5o
X=0OH: 4H-tomentosine époxy-14H-1-inuviscolide

7.3. Les terpénes:

Les terpénes sont présents chez tous les étres vivants et possedent des structures, des
propriétés physiques et chimiques et des activités biologiques tres diverses. Plusieurs d'entre eux
sont exploités a I'échelle industrielle [28].

Des travaux effectués sur certaines especes du genre Inula ont permis d'isoler des triterpénes.

¢ Inula britanica [23]

RO

3B, 16p-dihydroxylupeol 3-palmitate (R=CHs (CH3)14 CO) B-amyrinepalmitate
(R:CHg-(CHz)MCO)
3B, 16p-dihydroylupeol 3-myristate (R=CHs;-(CH,)-CO)
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¢ Inula viscosa [29, 30]

3p-acetoxydammara-20, 24-diéne y taraxasterol acétate

¢ Inula verbascifolia [31]

Une étude effectuée sur les parties aériennes de I'espece Inula verbascifolia a révélé la

présence de deux nouveaux xanthanes et un germacranolide.

6-a acétyl-4-oxobedfordidic acide (R=H) 9p-(3-methyl-pentoyl-3-ene)-
6-a-acétyl-4-oxobedfordiaic methyl ester (R=CHz) parthenolide

7.4. Les huiles essentielles :
Le calcul des rendements des huiles essentielles de la plante se fait en deux états : un état sec

et un état frais sont rapportés dans le tableau suivant:

Tableau N°6 : rendements des huiles essentielles de la plante séche et fraiche [32].
Plante Inula viscosa

Fraiche Seéche
Rendement(%o) 0.24 0.32
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L’analyse qualitative et quantitative d’huile essentielle par CG/MS explique cette évaluation
de I’efficacité antifongique par la présence des fortes concentrations des sesquiterpénes et plus
particulierement les carboxyeudesmadienes dans les feuilles de cette plante. Les travaux d’Abu
Zarga et al ont décrit la présence en plus de 14 composés identifiés dans I’huile essentielle d’Inula
viscosa de la région jordanienne, 6 nouveaux sesquiterpeniques de type eudesmane. Ces composés
sont I’acide 3P -hydroxyilicique, I’acide 3a -hydroxy-epiilicique, I’acide 2a-hydroxyilicique, I’acide
9B-hydroxy-2-oxoisocostique, I’acide 1p - hydroxyilicique et I’acide 2f -hydroxyilicique [33, 34].

8. Propriétés pharmaceutiques :

Inula viscosa est largement utilisée dans la pharmacopée traditionnelle marocaine, surtout
dans le milieu paysan, pour le traitement de diverses affections ou maladies telles que les bronchites
et le diabéte [35].

Elle est utilisée pour ses activités : anti-inflammatoires [36], antidiabétiques [37],
antipyrétiques, antiseptiques [38] et pour le traitement des troubles gastroduodénaux [39].

Un effet antiulcérogénique a été attribué a la présence des flavonoides d’Inula viscosa [39].
L’extrait flavonique et I’huile essentielle d’Inula viscosa montrent une activité antifongique contre
les dermatophytes [40].

L’inule visqueuse possede une activité biologique (antimicrobienne et antifongique). Elle a
été utilisée couramment pour prolonger la durée de conservation de nourriture et dans la médecine
traditionnelle [41].

L’activité antifongique des huiles essentielles des feuilles et des fleurs, de la plante entiére et
de la plante entiére sans fleurs d’Inula viscosa contre les dermatophytes [42], Trichophyton
mentagrophytes et Trichophyton terrestre. La cible principale de cet effet est I’inhibition de la
synthese d’ergostérol et par conséquent, I’inhibition de la synthése de la chitine constituant de la

paroi des dermatophytes.
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L’huile essentielle d’Inula viscosa révele un pouvoir antifongique puissant contre les
moisissures [43]. Elle peut étre exploitée dans I’industrie agro-alimentaire afin d’augmenter la

durée de vie d’un grand nombre de produits alimentaires en particulier les corps gras [32].

Des recherches antérieures menées par I'Université de Valence en 1999, ont cherché a établir
une base solide pour l'utilisation documentée d’Inula viscosa comme un remede a diverses maladies
de peau. Les flavonoides (rhamnocitrin , 7-O-methylaromadendrin,  3-O-acetylpadmatin ,
inuviscolide, l'acide llicic, et un digalactosyl-diacylglycérol, inugalactolipid A , ont été isolés a
partir de I'extrait de CH,Cl,, identifié et caractérisé comme les propriétés anti-inflammatoires
topiques d’Inula viscosa [44]. Tous ces composés se sont avérés efficaces contre 12-O-
tétradécanoylphorbol-13-acétate induite I’cedeme de l'oreille chez les souris.

9. Conclusion :

Les travaux antérieurs ont montré la richesse des Inules en métabolites secondaires tel que les
huiles essentielles, lactones Sesquiterpeniques et les flavonoides.

C’est ainsi, que toute cette richesse dans I’usage thérapeutique traditionnel de la plante, nous a

encouragé a étudier I’espéce algérienne Inula viscosa afin d’en extraire les principes actifs naturels.
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Chapitre 111 Etude phytochimique de la plante Inula viscosa

1. Matériel et méthodes :

1.1. Préparation du matériel végétal :

Le présent travail porte sur une|Astéracées appelée Inula viscosa récoltée en octobre dans la

région d’Oran (Université d’Oran). Les feuilles et tiges (parties aériennes) sont séchées a I’ombre a
température ambiante, puis broyées a I’aide d’un broyeur. La poudre obtenue est conservée a I’abri

de I’humidité jusqu’a leur utilisation.

1.2. Méthodes :
1.2.1. Extraction :

L’extraction a été faite dans six solvants organiques a polarité croissante, du moins polaires au
plus polaires : I’hexane, le dichlorométhane, chloroforme, méthanol, acétate d’éthyle et enfin le n-

butanol & I’aide d’un appareil de type Soxhlet [1].

100g de poudre végeétale sont introduits dans une cartouche filtrante adaptée a la dimension de
I’appareillage. Le ballon contient 1000 ml du solvant et quelques grains de pierre ponce (afin

d’éviter I’ébullition du solvant).
Le processus d’extraction est résumé par I’organigramme de la figurel.

On obtient les masses suivantes :

v’ Filtrat, (Extrait méthanol) : m = 2.223g (2.22%)
v’ Filtrats (Extrait acétate d’éthyle) : m=0.952g (0.95%)
v’ Filtrats (Extrait n-Butanol) : m= 0.202g (0.20%)
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Matériel végeétal sec
broyé 100g

(Extraction Soxhlet)

Extraction par hexane

| l
]

Extraction par dichlorométhane

A A
Résidu Filtrat,

Extraction par chloroforme

A A
Résidu Filtrats

Extraction par méthanol

A A
Résidu Filtrat, (Séparation sur colonne)

lExtraCtion par acetate d’éthyle

\ Y
Résidu Filtrats (Séparation sur colonne)

l Extraction par n-butanol
A A
Reésidu Filtratg

Figurel: Extraction des flavonoides par appareil Soxhlet.
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1.2.2. Concentration :

Les six extraits obtenus par le Soxhlet sont ensuite concentrés a I’aide d’un évaporateur
rotatif. Aprés dessiccation, les résidus sont pesés puis récupérés avec un minimum de solvant

(chloroforme).

Les trois solvants: I’hexane, dichlorométhane et chloroforme ont permet d’extraire les
impuretés, les molécules apolaires et surtout la chlorophylle qui risque de compliquer les épreuves

chromatographiques.

2. Séparation des flavonoides :

2.2. Chromatographie sur couche mince :

Nous avons abouti a plusieurs systéemes a fin d’avoir une bonne séparation, quatre systémes

de solvants sont testés :

Acétone /eau (10-10)

n-butanol /Acétone /eau (40-10-50)
chloroforme /méthanol/ eau (90-10-5)

Acétate d’éthyle/Acide acétique/eau (80-10-10)

M D

Nous avons retenu celui ayant donné les meilleures  séparations; le troisieme
chloroforme/méthanol/eau (90/10/5).

» Visualisation des taches
La visualisation se fait :
-a I’eeil nu.
-avec une lampe UV (254 et 365nm)
-avec réactif spécifique de coloration (ex : Réaction a la cyanidine)

Relation : structure-fluorescence

Les spots flavonoides représentants les constituants séparés sont caractérisés par leur
fluorescence (couleur) et leur facteur de rétention (Rf). L’examen sous UV fournit des informations
importantes sur la configuration structurale des molécules isolées. Il porte des indications

particuliéres concernant les substitutions.
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Les relations entre la structure d’un composé flavonique et sa fluorescence sous UV sont

résumees dans le tableau N°1 [2] :

Tableau N°1 : Relation entre la fluorescence et la structure des flavonoides.

Spots colorés

Type des flavonoides

Violet-brunéatre

5-OH
Flavone 3-OH
5,6,70ub5, 7, 8tri-OH

flavone ou flavone 5-OH

Violet flavonol sans 5-OH
flavonol avec 3-OH
Jaune flavonol avec ou sans 5-OH
Orange brillant isoflavone
Jaune verdatre aurones
Vert chalcones

2.3. Chromatographie sur colonne :

Caractérisation des Flavonoides :

La détection de la présence des flavonoides dans les extraits obtenus d’Inula viscosa a éte

faite par la réaction a la cyanidine. Pour chaque extrait, on ajoute quelques gouttes de I’'HCI et

quelques fragments de magnésium. Le test est positif lorsqu’on obtient la couleur rouge (de type

flavone ou flavonol).

Une étude préliminaire phytochimiques a la recherche des flavonoides a été effectuée sur les

différents filtrats séparés (filtrat 1 a 6). Le tableau suivant montre le résultat de la recherche.
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Tableau N°2 : résultat de la recherche des flavonoides (Réaction a la cyanidine)

Filtrats Recherche des Flavonoides
Filtratl -

Filtrat2 -

Filtrat3 -

Filtrat4 ++++

Filtrat5 ++++

Filtrat6 Plante est épuisée

Les extraits contenants la chlorophylle, les acides gras, les lipides ...etc, sont difficile a

séparés c’est le cas de les trois premiers extraits. L’extrait méthanolique et celui d’acétate d’éthyle

(Filtrat4 et Filtrat5) ont subit une séparation sur colonne.

Etude du filtrat 4 :

L’extrait méthanoique a été fractionné sur colonne en gel de silice. L’éluant utilisé est en

premiére étape de séparation est le chloroforme ensuite le méthanol, puis le n-butanol et enfin

I’acétate d’éthyle. La progression de cette colonne est rassemblée dans le tableau N°3.

Tableau N° 3: Regroupement des fractions issues de la colonne n°lde I’extrait méthanolique

d’Inula viscosa.

Fractions
1 -1
12 -23
24 - 45
46 -116

117-129

Nom de la fraction

F1
F2
F3
FAL
F4S
F5

Aspect
liquide
huileux
huileux
liquide
solide
liquide

Masse (9)
0.155
0.353
0.195
1.546
0.122
0.206
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Le suivi des fractions est effectué par CCM. Les plagques sont visualisées sous lumiere UV

(254 et 365 nm).
Les deux premieres fractions F1 et F2 sont bien séparés, la purification de ces deux fraction

ont subit par une deuxieme colonne.

Tableau N° 4 : Regroupement des sous-fractions issues de la colonne n°2 du produit F1.

Sous-fractions Nom de la fraction Masse (9)
1- 12 F11 (vert) 0.015
13 - 28 F12 (vert) 0.047
29 - 59 F13 (Jaune) 0.036
60 - fin F14 (blanc) 0.010

Tableau N° 5 : Regroupement des sous-fractions issues de la colonne n°3 du produit F2.

Sous-fractions Nom de la fraction Masse (g)
1 -6 F21 (vert) 0.122
7 -16 F22 (jaune) 0.043
17 - 40 F23 (jaune) 0.126
41 - fin F24 (jaune) 0.010

Etude du filtrat 5 :

L’extrait acétate d’éthyle a été fractionné sur colonne en gel de silice. L éluant utilisé est en
premiére étape de séparation est le chloroforme ensuite le méthanol, puis le n-butanol et enfin
I’acétate d’éthyle. La progression de cette colonne est rassemblée dans le tableau N°6.

Tableau N° 6: Regroupement des fractions issues de la colonne n°4 de I’extrait acétate d’éthyle

d’Inula viscosa.

Fractions Nom de la fraction Aspect Masse (g)
1-10 Al huileux vert 0.197
11-19 A2 huileux vert 0.173
20 - fin A3 solide jaune 0.242
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Toutes les fractions collectées sont évaporées et récupérées par le chloroforme. Les fractions
sont analysés a l’aide des méthodes chromatographiques (voir annexe spectre HPLC) et

spectroscopiques.

3. Résultats et discussion :

Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ont été enregistrés sur un
spectromeétre Briiker Avance 200 (200,13 MHz ou 50,32 MHz) au Service de RMN de la faculté de
Pharmacie, Marseille. Les solvants utilisés sont le méthanol deutéré (CD3;OD) et le chloroforme
deutéré (CDCls). Les déplacements chimiques, exprimés en & (ppm), ont été mesures par rapport au
signal du solvant pris comme référence et rapportés au signal du TMS, les constantes de couplage

(J) sont données en Hertz.

Etude phytochimique de I’extrait méthanolique et acétate d’éthyle a la recherche de type de
flavonoides en utilisant la réaction de la cyanidine montre la présence des flavonoides de type

flavonols (coloration rouge).

Ultraviolet-visible :

En générale, les flavonoides présentent deux bandes maximales et caractéristiques [3]:
Bande | : Appartient au noyau B, elle varie de 300 a 400 nm
Bande Il : Appartient au noyau A, elle varie de 240 a 285 nm

Tableau N° 7 : Les données de la série spectrale UV de produits F24 et A3.

Composé Bande | Bande 11 Autre bande Commentaire

Présence des deux
F24 324 236 194 bandes des flavonoides

A3 324 234 / Présence des deux
bandes des flavonoides

45




Chapitre 111 Etude phytochimique de la plante Inula viscosa

...........

A3 F24

» L’examen du spectre IR (voir annexe 2) nous donne une premiére série d’information

concernant la structure du composé F24 et A3.

Les bandes d’absorption observées permettent de déduire la présence de fonction ou des

groupements spécifiques tels que :
La fonction —C-O— de I’aglycone :

» La valeur de I’absorption du C=0O dépend des effets dus aux groupes voisins, de la
conjugaison et des liaisons H. Pour notre aglycone la conjugaison avec une double liaison
C=C diminue la force de la liaison C=0 et de la liaison C=C. Il y a effet bathochrome
pour les deux absorptions 6C=0 et C=C (6C=C & 1645.95 cm™et oC=0 & 1740.44
cm™). La bande large & 3418.21 cm™ confirme la présence d’une fonction OH.

RMN :

Le spectre RMN-H?! des composés flavoniques donne des informations sur I’environnement
des différents protons flavoniques qui résonnent généralement entre 6 et 8 ppm et il permet de

connaitre :

»La position et le nombre des protons portés par le flavonoide.
» Le nombre de substituant méthoxyles portés par le squelette flavonique.

» Le nombre et la nature des sucres liés a I’aglycone.

46



Chapitre 111 Etude phytochimique de la plante Inula viscosa

Les protons du cycle (C) :

> Les protons des substituant méthoxyles : Un ou plusieurs méthoxyles donnent des singuliers
entre 3.8 et 4.5 ppm.

Les protons des sucres :

> Le déplacement chimique du proton anomérique des sucres est li€é a la position et la
nature de la liaison entre le sucre et I’aglycone qui peut exister en deux genres : O-glycosyl
ou C-glycosyl.

Produit F24 :
L’examen de spectre RMN *H de produit F24 (figure 2, tableau N°8) montre:

7 Quatre signaux sous forme d’un doublet a & = 6,20 ppm, & = 6.44 ppm, & =6.54 ppm et
& =6.92 ppm attribuables respectivement aux protons H-2’, H-6’, H-3’ et H-5’.

> Deux autres signaux sous forme de doublet a 6 =7.38 ppm et & =7.40 ppm attribuable
respectivement aux protons H-6 et H-8.

> Un signal sous forme d’un sungulet a 6 =7.37 ppm attribuable au proton H-3.

> Un multiplet entre 4-4.5 montre la présence de deux sucres dont les protons anomériques
H-1" et H-1"" ont observé sous forme de doublet respectivement a 5.34 ppm et 5.32 ppm.

» L’emplacement du glucose ne peut se faire que sur le OH du carbone N° 5 ou 7.

L’intensité lumineuse de I’ensemble des produits isolé indique la présence d’un OH libre en 4,
la présence d’une nouvelle bande entre 296-330 nm confirme la présence d’un OH libre en 7.

Le spectre RMN du proton, enregistré dans CDCl; montre les signaux caractéristiques regroupés
dans le tableau N°8.
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Tableau N° 8: les déplacements chimiques et multiplicité observés du produit F24 séparé

Atome H. d (ppm) multiplicite
H2’ 6.20 d
H6’ 6.44 d
H3’ 6.54 d
H5’ 6.92 d
H3 7.37 S
H6 7.38 d
H8 7.40 d
H6” 1.29 d
H1” 5.34 d
H1™ 5.32 d

Protons du sucre 4-45 m

La combinaison des résultats de la spectroscopie RMN H et la série spectrale UV et IR nous

meénent a I’identifié le composé F24 comme apigénine 5 rhamnoglucoside.

Apigénine-5-rhamnoglucoside

Formule brute : Co7H30014
Masse molaire : 578 g/mole
Pf:347,5°C
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Figure 2 : Spectre de RMN *H de Iapigénine séparé.

Produit A3:

L’examen des spectres RMN *H et RMN **C de produit A3 (figure 3 et 4, tableau N° 9 et 10)

montre:

> Deux signaux sous forme de doublet a 5 =6.2 ppm et 6 =6.4 ppm attribuable respectivement
aux protons H-6 et H-8.

> Deux autres signaux sous forme de doublet a & =7.7 ppm et 6 =7.1 ppm attribuable
respectivement aux protons H-2’ et H-5’.

> Par ailleurs deux signaux sous forme de doublet de doublet qui apparait a 6 = 7.6ppm est
attribuable a H-6’.

> Un multiplet entre 3-4 montre la présence d’un sucre dont le proton anomérique est observé
a6 =5.25 ppm.
Le spectre RMN du proton, enregistré dans CDCl; montre les signaux caractéristiques

regroupés dans le tableau N°9.
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Tableau N° 9 : les déplacements chimiques et multiplicité observés du produit A3 séparé

Atome 0 (ppm) multiplicite
H6 6.2 (J=1.4) d
H8 6.4 (J=1.4) d
H2’ 7.7 (J=2.1) d
H5’ 7.1 (J=8.5) d
H6’ 7.6 (J=85;2.1) dd
H1” 5.25 (J=2.3) d
Protons de sucre 3-4 m

Le spectre RMN *3C enregistré dans CDCl; montre la présence de 21 carbones.

» L’analyse de RMN *3C de composé A3 dans la région 62.70-104.51 montre la présence de
six signaux correspond aux carbones du sucre. Les déplacements chimiques sont regroupés
dans le tableau N°10:

Identification du produit A3 a été réalisé de la méme maniere. Ce dernier correspond a

I’isoquercétine.

Isoquercétine

Formule brute : Co1H20012

Masse molaire : 464 g/mole
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Tableau N° 10: les déplacements chimiques et multiplicité observés (RMN- **C) du produit A3

séparée.

Atome 6 (ppm)
C2 159.11
C3 135.76
C4 179.59
C5 163.16
C6 100.20
C7 166.67
C8 94.97
C9 158.56

C10 136.53
cr 123.22
c2 117.68
Cc3 146.03
c& 150.02
Cy’ 116.15
ce’ 123.33
c1” 104.51
cz2” 75.87
C3” 78.37
C4” 71.36
C5” 78.53
Ce6”’ 62.70
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Figure 4 : Spectre de **C d’isoquercétine séparée (A3) (CDCls; 200 MHz).
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Analyse de la Fraction F13 :

»La purification de ces composés (Fraction F13 c’est avérée trés difficile, voir méme
impossible. Les faibles quantités d’autres composés n’ont pas permis de réaliser les
analyses spectrales.

»L’analyse phytochimique montre la présence d’un acide gras non purifié (réactif avec le
Bleu solide B).
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Figure 5: Spectre de 'H acide gras (F13) séparé (CDCls; 200 MHz).

4. Conclusion :

Un screening phytochimique de la plante nous a permis de connaitre les composés
majoritaires de type flavonoides.

L’extraction de ces derniers par la méthode croissante de polarité des solvants (hexane_

acétate d’éthyle) nous a permis une bonne séparation des produits de type flavonols et flavones.

En effet, apégenine et I’isoquercetine font partie des polyphénols [4, 5], retrouvées pour la
premiére fois dans cette espece, elles sont trés proche de la quercétine et possédent des propriétés
antioxydantes [6, 7], anti-inflammatoire [8] et vasoprotectrices [9].
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Chapitre IV Mise en évidence de I’activité biologique de I’extrait hydro-alcoolique

1. Introduction :

Les micro-organismes (champignons, bactéries, parasites, virus...) se trouvent partout dans

I’environnement.

Les champignons (moisissures, levures,...) regroupent de trés nombreux genres et especes.
Certains sont utiles pour les industries pharmaceutiques (antibiotiques, cestrogéenes, anabolisants,

vitamines, enzymes, acides organiques) et les industries de fermentations (panification, biere).

D’autres champignons sont nuisibles. lls alterent les denrées, polluent I’atmosphere,
engendrent des maladies chez I’homme (mycoses, allergies, intoxications,...) et chez les

végétaux (mildiou, fusariose, verticilliose,...).

Les bactéries jouent également un réle trés important dans I’environnement (intervention
dans les cycles biogéochimiques). Certains sont pathogenes pour I’lhomme (tuberculose, fievre
typhoides,...), les animaux (brucellose mammites,...) et le plantes (gales, flétrissement, tumeurs

sur les racines,...) [1].

D’autres ont un effet bénéfiques sur I’organisme humain comme ceux qui vivent dans

I’intestin et contribuent & la digestion (flore intestinale).
Différent moyens de lutte sont utilisés pour combattre mes micro-organismes nuisibles :

+ En agriculture [2] on utilise des méthodes culturales (rotation de culture,
amendements minéraux et organiques,...), des méthodes biologiques (lutte biologique) et
des méthodes chimiques (fongicides).

< En médecine, on utilise les antibiotiques.

= En pharmacopée, de nombreuses substances bioactives obtenues par voie
d’extraction sont utilisées [3].

Selon la littérature, les flavonoides sont connues pour leurs nombreuses et diverses
propriétés anti-inflammatoire [4], antimicrobienne [5], anticancéreuses [6], antioxydantes [7]

et autres.

L’objectif de cette étude est de mettre en évidence le pouvoir antimicrobien de I’extrait
méthanol / eau de la plante Inula viscosa en la testant in vitro vis-a-vis des espéces bactérienne

et fongiques.
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2. Matériels et méthodes :
2. 1. Matériel végétale :
2. 1. 1. Extraction par la méthode de lixiviation:
Extraction successives par dichlorométhane, méthanol et méthanol/eau (50/50) :
Poids de plante broyée pour les tests : 10g de plante + 100 ml de solvant. On utilise une colonne en
verre de 2.5 cm environ.

Extraction par le CH,Cl,.

On mélange la plante broyée avec le CH,Cl, (maximum 100 ml) dans un bécher puis on
introduit dans une colonne et laisser macérer une nuit dans le CH,Cl,. La plante doit étre recouverte
de solvant. Le lendemain on fait lixiviation et on ajoute de solvant neuf en téte de colonne. (On

récupére 100 ml de lixiviat).

L’extraction a été faite de la méme maniére en utilisant le méthanol puis le méthanol/eau.
On fait I’évaporation des solvants a I’évaporateur rotatif et on laisse sécher le marc sous la

Sorbonne. Pour la troisieme extraction la phase aqueuse doit étre lyophilisée.

1.2.2. Préparation du lyophilisat:

Elle se realise dans le lyophilisateur Alpha 2-4 LD plus marque CHRIST, le principe consiste
a éliminer sous vide toute fraction aqueuse contenue dans le produit. L opération s’est déroulée
comme sulit :
Les extraits obtenues sous forme aqueuses sont congelées a -40°C, ensuite déposées dans le

Iyophilisateur pendant 24 a 36 heures jusqu’a I’obtention du produit final appelé «lyophilisat».

Obtention en fin d’opération de 3 lyophilisats.

» Lyophilisat 1 : extrait de dichlorométhane.
» Lyophilisat 2 : extrait de méthanol.

» Lyophilisat 3 : extrait de mélange méthanol/eau.
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2.1.3. Préparation des extraits :

On s’intéressé a I’activité antimicrobienne du lyophilisat 3. Aprés lyophilisation on obtient
une poudre jaune. On introduit 500 mg de cette poudre dans un mélange MeOH/Eau (10/7) ml.

Des dilutions ont été réalisées a partir de la solution mere (500 mg), ce qui donne trois

concentrations : C;, C, et C; (29, 15 et 7) mg/ml.
2.2. Origine des souches microbiennes testees :
2.2.1. Souches bactériennes :

Nous avons testé I’activité antibactérienne des trois concentrations de I’extrait méthanol/eau

d’Inula viscosa avec quatre souches bactériennes :

» Staphylococcus aureus ATCC6538
> Bacillus subtilis ATCC6633
»  Pseudomonas aeruginosa ATCC14028
> Escherichia coli ATCC25922

Les caractéristiques de différentes espéces bactériennes sont résumées dans le tableau N°1.
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Tableaul : Principales caractéristiques des souches bactérienne testées [8].

Staphylococcus ~ ATCC6538 b Cocci Aérobie Peau et Infection
aureus Immobile  facultatif mugqueuses. pyogenes
catalase+, graves.
oxydase-
coagulase+
Echerichia ATCC25922 - Bacille Aérobie Tube digestif.  Infections
coli Mobille facultatif urinaires etdes
oxydase-, gastro-entérites
lactose+, infantiles.
indole+
Pseudomonas ATCC14028 - Bacille Aérobie strict  Commensale Infections
aeruginasa Mobille oxydase+ des téguments  nosocomiales.
et des
muqueuses
del’homme et
des animaux.
Bacillus ATCC6633 + Bacille Aéro- Sol, poussiére, /
subilis Mobille anaérobie eau, air et
facultatif plantes.
oxydase-,
eatalase+
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2.2.2. Souche fongique :

Candida albicans ATCC10231, est une espéce de levure. La caractéristique de cette espece
est résumée dans le tableau N°2.

Tableau N°2 : Principales caractéristiques de la souche fongique testée.

Genres et Origine Morphologie Habitat Pouvoir Références
especes pathogene
Levure
Candida ATCC10231 | Levures ovoides | Tube digestif | Candidoses
albicans ou rondes (3 a de I’homme, | superficielles.
6um sur6 a des [9, 10, 11]
10um) a mammiferes
bourgeonnement et des
multilatérale. oiseaux.

Colonie blanche,

crémeuse, lisse.

ATCC: American Type Culture Collection.

3. Milieu de culture:

Nous avons utilisé le milieu de culture gélose de Muller Hilton pour contréler la pureté des
souches.

4. Conservation des cultures microbiennes :

Les quatre souches bactériennes sont conservées dans des tubes de gélose nutritive inclinée a

une température de 4°C. Elles sont repiquées sur un nouveau milieu tous les trois mois.

L’espece levuriforme est conservée dans des tubes de PDA gélosé incliné ou bien sur milieu

Sabourand, & une température de 4°C.
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5. Etude de I’activité antimicrobienne de I’extrait de la plante Inula viscosa :

5.1. Préparation du pré cultures microbiennes :

Les souches bactériennes conservées ont été ensemencées dans des tubes a essai contenant du
bouillon nutritif puis incubées a 37°C pendant 24 heures, afin de stimuler leur développement.
Apres croissance bactérienne, ces souches ont été repiquées sur une gélose nutritive coulée en boite

de Pétri puis incubées a 37°C pendant 24 heures.
5.2. Teste d’activité antimicrobienne :

L’activité antimicrobienne des trois concentrations de I’extrait méthanol/eau d’Inula viscosa
est testée sur quatre souches bactériennes et une souche fongique par la méthode de diffusion en

milieu gélosé [12].

6. Recherche de I’activité antibactérienne :
» Préparation de la suspension bactérienne

Chaque espece bactérienne est ensemencée sur une gélose nutritive en boite de Pétri. Apres
24h d’incubation a 37°C, 3 a 4 colonies bien isolées sont prélevées et émulsionnées dans 10 ml de

bouillon nutritif.
»  Ensemencement du milieu de culture en boftes de Pétri et dép6t des disques

9 ml de gélose Muller Hilton en surfusion a 45°C sont coulés dans des boites de Pétri de 90
mm de diametre. L’épaisseur du milieu doit étre de 4 mm car une couche plus fine augmente la

taille de la zone d’inhibition ce qui peut donner un résultat errone.

1ml d’inoculum bactérien standardisé (10° UFC/mI) est aseptiquement déposé et étalé sur la
surface du milieu de Muller Hilton a I’aide d’un étaloir. Un mouvement circulaire en forme de huit
permet de bien répartir la suspension bactérienne sur toute la surface du milieu. Le liquide en exces

est aspiré avec une pipette Pasteur stérile [12].
A I’aide d’une pince stérile, 3 disques de 6mm de diametre, imprégnés de 10 ul des trois

concentrations de I’extrait méthanol/eau d’Inula viscosa a tester, sont aseptiquement déposé sur la

surface du milieu ensemencé (03 boites pour chaque espece bactérienne).
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Les disques déposés dans les cultures témoins (03 boites) sont imprégnés uniquement du
solvant (méthanol). Les boites sont incubées a 37°C pendant 24h [12].

7. Résultats et discussions :

Apres 24 heurs d’incubation, I’effet des flavonoides est estimé par la présence ou I’absence de

la croissance microbienne. L’estimation de la prolifération du germe se fait par rapport au témoin.

Les résultats des tests antimicrobiens sont regroupés dans le tableau 3 et illustrés par les fig1l,
fig2, fig3, fig4 et fig5.

Tableau N° 3 : Estimation de la croissance bactérienne et de celle de Candida albicans en

présence de différentes concentrations.

Concentrations

Ci1=29 C,=15 Cs=07 Témoin
Souches (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
16mm 9mm 6mm 6mm
Staphylococcus aureus
6mm 6mm 6mm 6mm
Echerichia coli
6mm 6mm 6mm 6mm
Pseudomonas aeruginosa
15mm 12mm 11mm 6mm
Bacillus subilis
10mm 11mm 14mm 6mm

Candida albicans

A partir de tableau N° 3 et figures 1, 2, 3, 4 et 5 on constate que I’extrait méthanol/eau de la
plante Inula viscosa ont une activité inhibitrice sur la Staphylococcus aureus, Bacillus subilis et

Candida albicans.
Le pouvoir antimicrobien le plus élevé de [I’extrait méthanol/eau est observé pour

Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition de 16 mm. Par contre pour Bacillus subilis il est

de 15 mm et pour Candida albicans 14 mm.
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Aucune zone d’inhibition n’est observée pour Echerichia coli et Pseudomonas aeruginasa.
Chez les bactéries a gram négatif, nous n’avons remarqué aucune zone d’inhibition, cela veut dire
gu’il n’y a pas d’effet antibactérien. Ces bactéries sont résistantes aux substances végétales

contenues dans la plante Inula viscosa.

Le témoin (méthanol) n’a exercé aucune activité inhibitrice, les colonies se développent
normalement en sa présence.
8. Conclusion :

D’apres les résultats obtenus, on remarque que les substances naturelles de la plante Inula
viscosa sont de bons agents antimicrobiens, on peut en déduire donc, que I’extrait méthanol /eau de

cette plante agisse comme un antibiotique.
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Témoin

Témoin

Témoin

Fig.1 : Inhibition de la croissance microbienne de Staphylococcus aureus ATCC6538 en
présence des concentrations C; C,etCs, apres 24h d’incubation a 37°C.

64



Chapitre IV Mise en évidence de I’activité biologique de I’extrait hydro-alcoolique

Témoin

Témoin

Fig.2 : Inhibition de la croissance microbienne d’Echerichia coli ATCC25922 en
présence des concentrations C; C, et Cs, apres 24h d’incubation a 37°C.
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Fig.3 : Inhibition de la croissance microbienne de Candida albicans ATCC10231 en

présence des concentrations C;, C; et Cs, aprés 24h d’incubation a 37°C.
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Témoin [

Fig.4 : Inhibition de la croissance microbienne de Pseudomonas aeruginosa ATCC14028
en présence des concentrations C;, C, et Cs, aprés 24h d’incubation a 37°C.
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Fig.5 : Inhibition de la croissance microbienne de Bacillus subilis ATCC6633 en
présence des concentrations C; C, et Cs, apres 24h d’incubation a 37°C.
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Conclusion

Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. L’étude des propriétés antimicrobienne a concerné la plante

Inula viscosa de la région d’Oran.

L’isolement des composés et leurs | purification| basés sur [I’utilisation d’une

combinaison des méthodes chromatographiques, et leur détermination structurale gréce a

I’utilisation des techniques spectroscopiques, telle que RMH, IR et UV.

La spectroscopie UV, a été utile pour I’identification de certains métabolites secondaires

présents dans nos extraits.

Nous avons identifié deux flavonoides : I’apigénine et I’isoquercétine respectivement
dans I’extrait méthanolique et I’extrait d’acétate d’éthyle, et un acide gras dans la fraction

méthanolique de la partie aérienne d’Inula viscosa.

L’étude phytochimique d’lnula viscosa a donné d’autres composés chimiques. La
purification de ces composes c’est averée tres difficile, voir méme impossible. Les faibles

quantités d’autres composés n’ont pas permis de réaliser les analyses spectrales.

L’effet antimicrobien de I’extrait hydro-alcoolique de la plante Inula viscosa est mis en
évidence par la méthode des disques, en présence de quatre espéces bactériennes pathogenes :
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa, et une
espece fongique Candida albicans. Les résultats obtenus montrent que I’extrait hydro-
alcoolique lyophilisé d’Inula viscosa possede un effet inhibiteur sur les souches a gram (+)
(genre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis) et sur la levure Candida albicans. Inula
vscosa n’a aucun effet inhibiteur sur les souches a gram (-) (genre Escherichia coli et

Pseudomonas aeruginosa).
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Conclusion

A la lumiere de tous ces résultats, nous pouvons dire que les effets antibactériens et
antifongiques obtenus seraient dus & I’action des flavonoides existants au niveau des parties

aeriennes de notre plante.

Des travaux récents ont montré que I’apigénine et I’isoquercétine isolés de notre plante
pourrait permettre de réduire le risque de cancer du sein chez les femmes ménopausées qui

suivent un traitement hormonal de substitution®?.

Sachant que notre pays posséde une biodiversité immense dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre
exploitées par les recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose de :

» Déterminer des nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux
différents problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.

> Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies et
complémentaires de I’activité antioxydante et antibactérienne des composes
polyphénoliques en général et des flavonoides en particulier.

» Evaluer les seuils de toxicité et d’efficacité en précisant la DE 50 et la DL 50.

» Confirmer par des tests «in vivo» I’intérét thérapeutique.

» Enfin, proposer d’éventuelles préparations galéniques a usage externe (industries

pharmaceutiques).

! B.Mafuvadze, |1.Benakanakere, F.Lopez, C.L.Besch-Williford, M.Ellersieck, S.M.Hyder, Apigenin prevents
development of medroxyprogesterone acetate-accelerated 7,12-dimethylbenz (a) anthracene-induced mammary
tumors in Sprague-Dawley rats. Cancer Prev Res (Phila). Apr 19, (2011).

2 Hanrui Zhang, Cuihua Zhang, Vasoprotection by Dietary Supplements and Exercise: Role of TNFa Signaling.
Experimental Diabetes Research Volume 2012, Article ID 972679. p6, (2012).
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Annexe 1: Composition des milieux de culture

1. Milieux pour les cultures bactériennes :

> Gelose nutritive
Extrait de viande 1g
Extrait de levure 2g
Peptone 5¢g

Chlorure de sodium 5g
Agar-agar 159

Eau distillée 1L

pH 7.4

» Gélose Muller-Hilton
Infusion de viande de boeuf 5
Peptone de caséine 17.5¢
Amidon 1.5¢g

Agar-agar 179

Eau distillée 1L

pH 7.4

2. Milieux pour les cultures fongiques :

» Gélose Sabouraud
Peptone 10g

Glucose 20g
Agar-agar 20g

Eau distillée 1L

pH 6
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» Milieu potato Dextrose Agar (PDA)
Glucose 20g
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Extrait de pomme de terre 1L

Annexe 2 : Les spectres

pH 5.6

A3:
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Tableau de resultats
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Résumeé

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. L’étude des propriétés antimicrobienne a concerné la plante Inula viscosa
de la région d’Oran.

L’isolement des composeés et leur purification, basés sur I’utilisation d’une combinaison de
méthodes chromatographiques, et leur détermination structurale grace a I’utilisation de techniques
physicochimiques et spectroscopiques, telles que UV, IR et RMN, qui ont permis d’isoler deux
flavonoides : I’apigénine et I’isoquercétine respectivement dans I’extrait méthanolique et I’acétate

d’éthyle et un acide gras.

L’étude phytochimique d’Inula viscosa a donné d’autres composés chimiques. La
purification de ces composés c’est avérée trés difficile, voir méme impossible. Les faibles quantités

d’autres composés n’ont pas permis de réaliser les analyses spectrales.

L’effet antimicrobien de I’extrait hydro-alcoolique lyophilisé de la plante Inula viscosa est
mis en évidence par la méthode des disques, en présence de quatre especes bactériennes pathogénes
. Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa, et une

espéce fongique Candida albicans.

Les résultats obtenus montrent que I’extrait hydro-alcoolique lyophilisé d’Inula viscosa
possede un effet inhibiteur sur les souches a gram (+) (genre Staphylococcus aureus et Bacillus
subtilis) et sur la levure Candida albicans. Inula vscosa n’a aucun effet inhibiteur sur les souches a

gram (-) (genre Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa).

Mots-clés : Composées / Inula viscosa / Flavonoide / Phytochimie / Extraction / Lyophilisation /

Activité antimicrobienne / Gram (+) / Gram (-) / bactéricide.
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