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Glossaire

Abortive : Se dit d'un acte, d'une substance qui provoguertement.
Analgésique :Qui calme ou atténue les douleurs.

Antalgique : Qui calme ou atténue les douleurs.

Antibactérien : Qui s’oppose ou développement des bactéries.

Antinévralgique: Se dit d'une substance actif contre les douleurssviessentie sur le trajet d'un nerf
sensitif ou dans son territoire.

Antiseptique : Qui détruit les microbes et empéche leurs proliféns.
Antispasmodique :Qui agit contre les spasmes, les convulsions,reEspes
Antivomitif : Médicament qui prévient les vomissements.

Bactéricide : qui tue les bactéries.

Céphalée :Douleur a la téte.

Cicatrisation : Réparation spontanée d'un tissu de [l'organismeinattd’'une lésion aboutissant
généralement & une cicatrice.

Dépuratif : Se disait d’'une substance censée provoquer urficptian de I'organisme.
Diurétique : Stimule la production de I'urine.

Expectorant : Qui facilite I'expectoration (expulsion par la béwvecdes matiéres qui encombrent les voies
respiratoires, ex : les mucosités en exces darnsdeshes).

Fer blanc : Acier recouvert d’étain.

Hémostatique :Se dit d’'un agent physique ou médicamenteux atré&armémorragies.
Hypertension : Augmentation de la tension.

Hypnotique : Se dit de médicaments qui provoquent le sommejliesont prescrits cotre I'insomnie.
Hypoglycémiants :Ce dit d’'une substance qui diminue la glycémie.

Hyprotigue : Ce qui provoque le sommeil.

Sédatif : Se dit d'un médicament ayant un effet calmant, i

Spasmes Contraction involontaire des muscles.

Stimulant : Excitant des fonctions organiques et, ou, psyclsiggénéralement d’effet passager.
Tonique : Qui stimule 'activité de I'organisme ou qui stirauke morale.

Vermifuge : Qui permet I'élimination des vers parasites dedatin.



Nomenclature

% R : Pourcentage relatif

Ay, : Activité antioxydante (%)

Ao -Absorbance du blanc (t=0min).

AFNOR : Association Francaise de Normalisation.
A:.Absorbance de la solution de 'huile essentiekée (t=30 min).
ATCC : American Type Culture Collection.

BO : Lot de I'inule visqueuse cueillie de Bab-Amao en Septembre 2010.
B1 : Lot de I'inule visqueuse cueillie de Bab-Amao en Mai 2011.
B2 : Lot de I'inule visqueuse cueillie de Bab-Amao en Juillet 2011.
BHA : butyl hydroxy anisol.

C.R.D : Centre de Recherche et Développement.

CO : Lot de I'inule visqueuse cueillie de Cherclesl Avril 2011.

C1: Lot de I'inule visqueuse cueillie de Chertlesl Mai 2011.

C2: Lot de I'inule visqueuse cueillie de Chertleal Juillet 2011.
CA : Circulation d’air.

CG/SM : Chromatographie en phase gazeuse coupl&pdctrométrie de masse.
CPG : Chromatographie en phase gazeuse.

D : Croissance mycélienne du traité exprimé en mm.

DPPH : 1,1-diphényl-2-pycril-hydrazyl.

Dy : Croissance mycélienne du témoin exprimée en mm.

-dw/dt : Vitesse de séchage.

EVE : Entrainement a la vapeur d’eau.

HD : Hydrodistillation.

HE : Huile Essentielle.

ly,: Pourcentage d’inhibition.

Klx : Indice de Kovats.



MH : Muller Hinton.

Mue: Masse d’huile essentielle (g).

Ms: Masse séche de la charge au temps de séchage t
M¢: Masse de la matiére végétale a I instant t.

N : La banque des données de NIST.

P% : Tension de vapeur de I'eau

P% : Tension de vapeur de I'huile essentielle.

P% : Tension de vapeur du constituaptr.

PDA : Potato Dextrose Agar.

Pi: Pression partielle du constituant i.

P+ : Pression totale.

Rue: Rendement en huile essentielle (%).

RNS: Reactive Nitrogen Species.

ROS : Reactive Oxygen Species.

SAB : Sabouraud.

SCA : Sans circulation d’air.

t: Temps en jours.

tr (n) : Temps de rétention de I'alcane a n atomeatbone qui précede x.
tr (n+1) : Temps de rétention de I'alcane a (n-ttjree de carbone qui suit x.
tr(x) : Temps de rétention de soluté (x) étudie.

W : Teneur en eau (%).

Xi : Fraction molaire du constituant i en phase liquide.
Y : Taux d’humidité (%6).

z : Différence du nombre d’atomes de carbones éggrdeux alcanes.



Résumés

Résumé. Ce travail porte sur I'extraction des huiles esséies de l'inule visqueuse de deux

régions (Cherchell et Bab-Ezzouar) par entraineméatvapeur d’eau et par hydrodistillation et
I'étude de ces quelques activités biologiques. réssiltats obtenus montrent que les rendements
les plus élevés sont obtenus par entrainementapleur d’eau a la période de juillet et la région
de Cherchell donne les meilleurs rendements. Ljesealpar CG/MS a permis d’identifier
guelques composés de cette huile essentielle. IWétran de I'activité antimicrobienne de
I'huile de la période d’Avril a été faite sur quatbactéries et deux levures. Cette huile a une
forte action inhibitrice sur les 2 bactéries a grar8taphylococcus aureuwet Bacillus subtilis.
L’étude de l'activité antioxydante a révélé quetrivoir antioxydant des huiles essentielles est
faible.

Mot clés : Inule visqueuse, extraction, huile essentielle, position, activité antimicrobienne,

activité antioxydante.

Abstract. This work deals with the extraction of essentids of inula viscosa of two regions

(Cherchell and Bab-Ezzouar) by hydrodistillatiord esteam distillation and the study of some
biological activities. The results obtained showttthe highest yields are obtained by steam
distillation to the period of july.and the regiof @herchell gives the best yields. Analysis by
GC/MS is allowed to identify somme compounds obthssential oil. The evaluation of the

antimicrobial activity of the oil of the period éfpril was made on four bacteria and two yeasts.
This oil has a strong inhibitory action on the Zmt bacteria: Staphylococcus aureus and
Bacillus subtilis. The study of antioxidant actwghowed that the antioxidant power of essential

oils is low.

Key words: Inula viscosa; extraction;essential oil; compositicantimicrobial activity,

antioxydant activity.
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INTRODUCTION




INTRODUCTION

L’Algérie est riche en plantes aromatiquesnétdicinales susceptibles d’étre utilisées dans
différents domaines (pharmacie, parfumerie, cosquétiagroalimentaire) pour leurs propriétés
thérapeutiques, organoleptiques et odorantes. Gadep aromatiques sont a l'origine des
produits a forte valeur ajoutée (huiles essentigktraits, résines...) qui se présentent presque

toujours comme des mélanges complexes.

L’engouement actuel du grand public pour lesdpits d’origine naturelle, accentué par les
effets controversés des additifs alimentaires dethgge sur la santé, oblige les secteurs
agroalimentaire et pharmaceutique au recours &ldgtoduits en remplacements des produits

purement synthétiques [1].

L'usage généralisé et abusif des antibiotiqerethérapeutigue humains et animale conduit de
en plus a la sélection des germes résistants,agadpxalement ont plus de mal a développer des

résistances aux mélange complexes de composéspégsentent les huiles essentielles [2].

Le développement de nouveaux agents thérajpestis’avere indispensable pour lutter contre
les phénomenes d’oxydations et de la résistancErme. Dans ce but I'investigation des
plantes représente un potentiel inestimable pouddeouverte de nouvelles substances a
caractére antibactérien et antioxydant, si 'onsiére que chacune de ces plantes peut contenir

des centaines, voir des milliers de métabolitesrsdaires.

Les huiles essentielles constituent 'uneaasses de métabolisme secondaire, et forment un
tres vaste ensemble de substances. Elles présdeteptopriétés biologiques, thérapeutiques et

odoriférantes. Pour cette raison, les huiles ekt capturent I'intérét de plusieurs recherches.

L’espece inule visqueusiyla viscosa(L) Aiton) appartient a la famille des Asteraceae.
C’est une plante trés rependue dans le nord dgédidd et dans tout le pourtour méditerranéen
[3], elle est tres appréciée par les populatioms dies soins traditionnels.

Le présent travail s’inscrit dans le cadrené’'umeilleur connaissance de cette plante en
valorisant son huile essentielle du point de vu position chimique et d’activité antioxydante et

antimicrobienne.



Introduction

Pour la réalisation de cette étude, nous allamsttager en deux parties essentielles :

« La premiére partie est consacrée a I'étude bildiolgigue, relative aux plantes
meédicinales, aux huiles essentielles, a I'actiaitéimicrobienne et antioxydante, et a la
plante étudiée.

* La deuxiéme partie concerne I'étude expérimentgle,portera sur 'observation sous
microscope optique des coupes de la plante, leagéctes feuilles et I'extraction des
huiles essentielles de l'inule visqueuse de dewgions d’Algérie (Bab-Ezzouar et
Cherchell). les huiles essentielles obtenues senoalysées par CG/MS et testées pour

I'étude de leurs éventuelles activités antimicrohi et antioxydante.

Nous terminons par une conclusion et perspestiv
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CHAPITRE I

GENERALITES SUR LES PLANTES MEDICINALES

[.1. Historique

Les plantes médicinales ont été employées pendantsicles comme remedes pour les
maladies humaines parce qu’elles contiennent despasantes de valeur thérapeutique.
Récemment, I'acceptation de la médecine traditibBremmme forme alternative de santé et le
développement de la résistance microbienne awdbiatijues disponibles a conduit les
chercheurs a valoriser l'effet thérapeutique demstels [4]. De méme, les effets secondaires

négatifs infligés par les drogues modernes, impdssrsoins par les remedes naturels [5].

Dans les civilisations chinoise, indienne ou azéeqan trouve la trace de l'utilisation des
plantes médicinales. Le premier livre de la matigrédicale, le Scen Nung Ben Cao Jing
(« traité des plantes médicinales de I'empereunStheng »), fut rédigé vers 2900 avant J.-C.
Les populations babyloniennes et sumériennes aigh$ les plantes pour se soigner; 600
tablettes mentionnent 1000 plantes pour leurs sectiratives et plus de 800 remédes sont
décrits par les Egyptiens [6]. Le soin de la peatommencé 3000 ans avant la naissance du

Christ, chez les Egyptiens [7].

A l'apogée de I'empire arabe (dont les frontierdaient de I'ilnde a I'Espagne), tous les
documents écrits furent réunis a Bagdad dans agtinde bibliothéque de I'époque (entrefle 7
et le 9 siécle). Les arabes avaient aussi leurs spéeislamt médecine et en pharmacie comme
Abu Bakr al-Razi ou Rhazés (865-925) qui fut 'uesdgrands médecins de son temps et le
précurseur de la psychothérapie. Il fut suivi gar Bina ou Avicenne (980-1037) qui écrivit
le « Canonde la médecirfe Ce livre servira de base a I'enseignement de laemigd dans les
universités de Louvain et de Montpellier jusqu’amwvirons de 1650. Ibn al Baytar (1197-1248)
rédigea le tres complet Somme des Simples : ce tiontenait une liste de 1400 préparations et

plantes médicinales [6].

[.2. Les plantes médicinales en Algérie

L’Algérie, comporte une flore tres diversifjée travers ses étages bioclimatiques allant de
'humide (au nord) vers le saharien (au sud), cotrée surtout dans le nord du pays.
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Le tableau 1.1 mentionne certaines plantesicitades qui poussent en Algérie avec leurs

utilisations thérapeutique.

Généralités s plantes médicinales

Tableau I.1. Quelques plantes médicinales d’Algérie [8,9].

Nom

Utilisation

Appellation locale Nom scientifique ) }
bp q thérapeutique Photo
Stress =
Antalgique P o i
Camomille Baboundj anthemis nobilis Tonique =
Insomnie
Toux
Coquelicot Hantal papaver rhoeas Sédatif
Grippe
Eucalyptus Kafor Rhume
Eucalyptus globulus .
yptus g Bronchite
Antiseptique
Genévrier A& Juniperus oxveedrus Diurétique
P y T Stimulant
Stomachique
i . Pédiculaire
Laurier Rand Laurus nobilis )
noble Stimulant
Nervosité Insomnie
Lavandula officinalis Antiseptique
Lavande El khouzama phq
Hypertension
Myrte . . yp- .
Rihan Myrtus communis Antiseptique
Antispasmodique
Menthe A A Mentha spicata Antivomitif
Nana .
Tonique
. Petroselinum Hypertension
Persil ) o
Makadnous crispum Antianimé
Aklil Rosmarinus Cicatrisation,
Romarin officinalis Stimulant
Spasmes
Verveine Luiza Vinus vinifera Insomnie
Abortive
. . Anti-inflammatoire
Inule visqueuse Ammagramane Inula viscosa . .
antiseptique

antidiabétique




Chapitre | Généralités &8 plantes médicinales

[.3. Récolte, dessiccation, stockage de plantes n@dales

Les drogues végétales proviennent des plaategages ou cultivées, la qualité finale de la

drogue dépend des conditions de récolte, de séctlademgmentation et de stockage [10].
a) Larécolte

La récolte des plantes médicinales egingge a certaines regles. Elle tient compte des
variations climatiques et saisonnieres; en efést,dlantes ou leurs organes (feuilles, bourgeon,
fleurs, fruits,...) doivent étre cueillis par tempcsde préférence aprés le levé du soleil, et ne
pas par temps de pluie afin d’éviter les risquemdesissure [11].

b) La dessiccation

Généralement les plantes récoltées doivest @ilgneusement séchées le plus rapidement

possible, afin d’éviter leur altération, leur fermtetion et la perte de leurs principes actifs.

Un mode de séchage incorrect provoque une enigition de la quantité des produits de

dégradation sans valeur thérapeutique et le peragf perd sa qualité [12].

La dessiccation apparait comme une étapetesdkequi garantit la bonne conservation de la

drogue végétale. Les techniques de dessiccatidrvadables [13].

A I'ombre et sous abri.

A l'air libre et au soleil

A I'air chaud et sec.

- Alétuve et sous vide.

Tout procédé de séchage, doit tenir compta dature et des caractéristiques spécifiques des
produits a sécher, et obéir a certains criteresmtraintes comme la qualité de produit fini et le

cout de revient de I'opération.
c) Le stockage

Au cours du stockage, on doit préserver legues de I'humidité, de la lumiére, de I'attaque

des ravageurs, des divers insectes et champignons.
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Lorsqu’il ne reste plus aucune trace d’huréidiés plantes séchées se rangent soigneusement
et séparément dans des récipients adéquats plertamin de la plante et la date de I'échantillon.
Il faut choisir des boites ou des bocaux en vdeeplanc ou en carton, mais surtout pas en

plastique, il faut bien les fermer et les rangersdan endroit sombre [14].

I.4. Principes actifs des plantes médicinales

Chaque espece contient un certain nombre destaces, lesquelles dépendent du
métabolisme de la plante et s’élaborent comme ji©decondaires. Les principes actifs des
diverses plantes médicinales issues de ce métatmlgecondaire, possedent des propriétés

physiologiques importantes pour ’'homme et les anix|15].
Parmi les principes actifs contenus dans lest@s médicinales, on cite :
= Lestanins

Les tanins hydrosolubles et condensés, ils des produits naturels phénoliques qui peuvent
précipiter les protéines a partir de leurs solti@aqgueuses. lls possedent des propriétés

antiseptiques mais également antibiotiques, asmies et anti-inflammatoires [16].
= Les lignanes

Chez les plantes, les lignanes jouent un irdlgortant pour leur défense : des propriétés
antibactériennes et antifongiques ont été décptes de nombreuses molécules de ce groupe
[17, 18].

= |Les flavonoides

Ce sont des pigments quasiment universelsvéigétaux (plusieurs milliers des molécules
sont décrites pour ce groupe), presque toujoursohyghbles, ils sont responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois daslliies. Leur formule chimique est basée sur un
squelette de C15. Les flavonoides ont des effedsapieutiques comme antioxydants, anti-
inflammatoires, bonne circulation de systéme camboulaire. [19, 20].

= |es alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit par W. Mersau début du XIXe siecle pour designer des

substances naturelles réagissant comme des basengadeslcalis (de I'arabealkaly, la soude
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et du greeidos l'aspect). Initialement définis comme des substarazotée, basique, d’origine
naturelle et de distribution restreinte, les alids ont une structure complexe présentant un
azote inclus dans un hétérocycle. Ces composégntedd une extréme variété, on connait
quelque 5000 alcaloides (tels que la morphine,aféire, la strychnine ou la quinine), ils

possedent une activité pharmacologique signifiedidd, 22].
= Les lactones sesquiterpeniques

Se sont des substances naturelles tres dsvergant en commun cette saveur particuliére
correspondant aux ‘principes amers’ des astéraglesinthe, artichaut, cardon, chicorée,
pissenlit). Toutes ces substances ont une actionulsinte sur la production de suc gastrique,

favorisant ainsi la digestion [23].
= Les huiles essentielles

Les principaux constituants des huiles essisisont des terpénes. Divers huiles essentielles
contiennent toutefois une forte teneur en dérivénatiques, comme huile essentielle d’anis
riche en anéthol, et en aldéhyde anisique, et lasigentielle de géroflier riche en eugénol [24,
25].

[.5. Quelques médicaments a base de plantes.
Le tableau 1.2 regroupe quelques planteséglien pharmacie.

Tableau 1.2. Certains médicaments a base de plantes [26].

s I : o Propriétés des plantes
Médicament Plantes utilisées Les parties utilisées P e P
utilisées
, , Dépuratif, antioxydant,
Arkogélules Pensée i o ] P y
Pensée sauvage Partie arienne fleuri¢  améliore I'état des peaux
sauvage X .
séborrhéiques
Elusanes Bardane Bardane Racine Antibacterien (actif sur les
bactéries Graim
| Sédatif nerveux hypnotique
Arkogélules lavande Lavande Fleurs
leger
Antimigraineuse,
Céfamig Grande camomille Plante antinévralgique,
antispasmodique
Aubépine Fleurs Hypnotique €ger,
antispasmodique.
. . . Sédatif sans effet secondairg
Anxoral Passiflore Parties aériennes . _
modeéré, antispasmodique
Antispasmodique, sédatif du
Valériane Racine SNC, hyprotique léger
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Les plantes ont joué un role important dangdade I'étre humain comme source principale
de nourriture, aussi bien pour I'entretien et l@ongétion de la santé que pour le traitement des
maladies. Les huiles essentielles extraites daioes plantes aromatiques ont prouvé, au méme
titre, leur valeur inestimable pour 'lhomme. Ddmghapitre suivant on va donner I'essentiel sur

les huiles essentielles.
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CHAPITRE II

GENERALITES SUR LES HUILES ESSENTIELLES

I1.1. Définition :

BN

Selon AFNOR, 1988, « une huile essentielle est gyt obtenu a partir d'une matiere
premiere végeétale, soit par entrainement a la vagleau, soit par des procédés mécaniques a
partir de I'épicarpe de citrus. L’huile essentiagdlst ensuite séparée de la phase aqueuse par des
procédés physiques, pour les deux modes d’obterdite peut subir des traitements physiques

n’entrainent pas le changement significatif de@amosition [27].

Cette définition est trés restrictive et n’est flagours acceptée car elle exclue, d’une part, les
produits odorants d’origine animale et, d’autretplas essences obtenues par d’autres procédés

d’extraction.

Notons que la notion d’aromes est a la foiéedinte et plus vaste que celle des huiles
essentielles puisqu’elle s’applique a tout prin@perant qui émane des substances naturelles ou
qui est engendré par un processus Physique, chenoigenzymatique (le café torréfié, la viande
grillée, le poisson, le fromage...).

[1.2. Répartition et localisation des huiles esseidlles

Les huiles essentielles sont largement réggandians le regne végétal dont certaines sont

particulierement riches (coniferes, rutacées, noga, ombellifere, labiées, composées).

Elles peuvent étre rencontrées dans tout lganes végétaux : somites fleurie (lavande,
menthe), écorces (cannelier), racine (vétivergaimes (gingembre), fruits (anis, fenouil), bois
(camphrier). Dans une méme plante, elles peuvertpésente a la fois dans différents organes.
La composition des essences peut varier d'un organe autre comme I'huile essentielle des

fleurs, de feuilles et des fruits de divers cifi28).

La synthese et I'accumulation des huiles dgdbss sont généralement associées a la
présence de structures histologiques spécialis@esient localisées sur ou a proximité de la

surface de la plante : cellules a huiles essésgieles Lauraceae au des Zingiberaceae, poil
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sécréteurs des Lamiaceae, poches sécrétrices demchhe au des Rutaceae, canaux sécréteurs

des Apiaceae [29].

Quantitativement, les teneurs en huiles esddi sont plutot faibles, assez souvent
inférieures a 1%. Des teneurs fortes comme celleadiion floral de giroflier (15% et plus de la

drogue seche) sont exceptionnelles [29].

[1.3. Propriétés physiques

Malgré leurs différences de constitution, hesles essentielles possédent en commun un

certain nombre de propriétés physiques.

Elles sont généralement des liquides a la temyrératrdinaire.

- Elles sont généralement incolores ou jaune palkexifite cependant quelques exceptions
(huiles essentielles a azulene, de coloration bleue

- Leur densité est, le plus souvent, inférieure a 1.

- Elles possédent un indice de réfraction souvengéi sont douées de pouvoir rotatoire.

- Peu soluble dans I'eau, elles sont solubles danalté®ols de titres élevés, dans les huiles
fixes et dans la plupart des solvants organiques.

- Elles sont également tres sensibles a I'oxydatiooné tendance a se polymériser pour

former des produits résineux [29].

[1.4. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des meélanges leaegp dont les constituants sont presque
exclusivement appartiennent a deux groupes : leipgrodes terpennoides et le groupe des

composeés aromatiques.

I1.4. 1. Les terpenes

lIs sont formés d’unités isopréne en 5 caesoselon le nombre de ces unités les terpénes
sont classés en monoterpénes a 10 carbones, sesenéds a 15 carbones, diterpenes a 20

carbones, les triterpénes 30 carbones et legdgienes 40 carbones (figure 11.1) [30].
a- Les monoterpénes

lIs sont formés de l'accouplement de deuxésnitisopréene (C10). lls sont les molécules les
plus représentatives, constituant 90% des huilesnéiglles. lls se présentent sous forme de

10
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carbures (myrcene, ocimene, bisabolene, caryopteylle, d'alcools (géraniol, menthol,
terpinéol...), d'aldéhydes (géranial, santalal, ottal...), de phénols (thymol, carvacrol..), de
cétones (menthone, thuyone, pulégone, vétivone.egtals (acétate de linalyle, de menthyle, de

cédryle ...), d'éther (cinéole).
B- Les sesquiterpénes

lIs sont formés de I'ensemble de trois urdté&soprene (C15). Les mémes familles chimiques
rencontrées dans la série des monoterpénes seitalans cette série : I€arbures (azulene, b-
bisabolene, cadinenes), les alcools (bisabol, tedies cétones (germacrone, nootkatone,

turmerones), les epoxyde (oxyde de caryophyllepexydes d’humuléne).

[1.4.2. Les composés aromatiques

Les composés aromatiques dérivés du phéndpeC6-C3) sont beaucoup moins fréquents
gue les précédents. Ce sont trées souvent desallybpénylphénold.es composés aromatiques
comportent : les aldéhydes (cinnamaldéhyde), lesold (alcool cinnamique), les phénols
(chavicol, eugénol), les dérivés méthoxy (anethellemicine, estragole), les composés de dioxy
de méthylene (apiole, myristicine) (figure 11.1P[2

Les principales sources de ces composés amtcannelle, clou de girofle, fenouil, noix de
muscade, persil, sassafras, anis d'étoile, estragoquelques familles botaniques (Apiaceae,

Lamiaceae, Myrtaceae, Rutaceae) [30].

[1.4.3. Les composeés d’origines divers

Selon le mode de récupération utilisé, leslesuessentielles peuvent renfermer divers
composés aliphatiques, généralement de faible masskculaire entrainables lors de
I’hydrodistillation tels que : les carbures (liness et ramifiés, saturés ou non), les acides (C3 a

C10), les alcools, les aldehydes, les esters agpadi les lactones [29].

[1.5. Conditions de conservation et de stockage

Beaucoup de dégradations peuvent modifieplepriétés et /ou mettre en cause I'innocuité
de I'huile essentielle lors du stockage, il conviele les éviter, pour cela, on préconise
I'utilisation de flacons propres et secs en aluomimivernissé, en acier inoxydable ou en verre
teinté anti-actinique, presque entierement rengtliermés de facon étanche (I'espace libre étant
rempli d'azote ou d’un autre gaz inerte). Le stgekdoit étre réalisé a I'abri de la chaleur et de

la lumiére. Dans certains cas, un antioxydant gppF@eut étre ajouté. Dans ce cas, cet additif

11
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est a mentionner lors de la vente ou l'utilisatida I'huile essentielle. Par ailleurs, des
incompatibilités sérieuses peuvent exister aveticer conditionnements en matiéres plastiques
[31].

1-Terpeénes
s DNlonoterpéenes

Carbure monocycligue

-

Cymens

Carbure bicyclique

G—=  G—

HaC

Sabinene
Alpha-pinene Betapinene
Alcool acyclique
Fhenol
s— o o
o =]
)W\)\/\OH "'f
Clitronellol
Geraniol g Carvacrol Thymol
- Sesquiterpenes
Carbure Alcool
/
e T T
_ OH HCZ .
Farnesol Caryophyllene H
2-Composes aromatique
_ Fhenol
Aldéhyde Alcool Phénol
O
/
Cinnamaldehyde Cinnamyl alcohol Chavicol
Eugenol
Deérives methoxine Dérives methoxine

Compose dioxy-methyléne

e O

Anethole Estragole Safrol
afrole
3-Terpenoides
> -
Ascaridole % Menthol

Figure II.1. Structures chimiques de quelques composés des lkesientiellef30]
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I1.6. Domaine d’utilisation des huiles essentielles

Les plantes aromatiques et leurs huiles esdlest peuvent avoir d’intéressantes applications

dans différents secteurs.

[1.6.1. En pharmacie

Les huiles volatiles ont un grand intérétggrarmacie. Elles s’utilisent sous la forme de

préparations galéniques et dans la préparatiofudion (verveine, thym, menthe) [32].

Aussi, elles s’emploient pour leurs propriéésmatisantes pour masquer I'odeur désagréable

des médicaments destinés a la voie orale.

De plus les huiles essentielles sont tresafés sur les germes résistants aux antibiotiques ;
ce qui leur donne une place parmi les moyens teéatapues de désinfection. Elles sont utilisées
comme anti-infectieux (girofle, eucalyptus, myrtegs essences d’eucalyptus qui, a cause de
leur volatilité, favorisent I'expectoration et spride ce fait, indiquées dans les bronchites
chroniques [33].

[1.6.2. En parfumerie

C’est le débouché principal des huiles esskedi des concrétes, des absolues, et autres
résinoides. La cosmétologie et le secteur des fisodlihygienes sont également des

consommateurs [29].

[1.6.3. Dans les industries agroalimentaires.

En effet, tous les secteurs alimentaires soosommateurs : alcools, boissons non
alcoolisées, confiserie, produits laitieres, prtglucarnés, sauces, soupes, produits de

boulangerie, sans oublier la nutrition animale [34]

I1.7. Toxicité des huiles essentielles

La puissance des huiles essentielles esigtesle, du fait de leur forte concentration. De
nombreuses précautions doivent étre prises avamtetmploi, surtout en ce qui concerne le

dosage ainsi que le mode d’application internexteree.

Les molécules aromatiques présentent dansildss étant trés puissantes, une ingestion

accidentelle peut, selon la sorte et la quanti@é@gger une toxicité élevée voir un coma et méme

13
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la mort (Un cas de décés aux USA a été enregistrésd’ingestion de 60 ml de l'huile

essentielle de Gaulthérie) [35].

Les huiles essentielles présentant une cert&iricité sont celles contenant de la cétone

comme l'absinthe, l'anis, le fenouil, le romaria,rhenthe, le thuya, la sauge officinale [36].

[1.8. Les procédés d’extraction des huiles essenfies

Plusieurs procédés d’extraction des produibsnatiques des plantes sont connus. Selon la
technique utilisée, nous pouvons obtenir des he#sgntielles, des concretes, des pommades ou
des résinoides [37].

[1.8.1. Expression

Ce procédé est appliqué aux écorces de lartldpes citrus tels que la bergamote, I'orange,
dans ce cas I'écorce est pressée pour en obtessehce. L'inconvénient majeur de cette
méthode reste cependant les faibles valeurs deemssrtt obtenu. Néanmoins, elle présente
I'avantage de donner des produits de haute quaéié

[1.8.2. Distillation
[1.8.2.1. Entrainement a la vapeur d’eau

Cette technique ne met pas en contact difeatilet la matiére végétale a traiter, elle
s'appligue en général a toutes les essences gsbmtepas sensiblement altérées a 100°C. Son
principe consiste a placer la plante au dessusedgrille traversée par un courant de vapeur

d’eau fournie par une chaudiere.

Durant le passage de la vapeur a travers térielavéegétal, les cellules éclatent et liberent
I'huile essentielle qui est vaporisée sous l'actilenla chaleur pour former un mélange « eau +
huile essentielle ». Le mélange est ensuite véhieells le condenseur avant d’étre séparé en une

phase aqueuse et une phase organique par décafs&iio

[1.8.2.2. Hydrodistillation

L’hydrodistillation est une technique trés i@anoe, elle est basée sur le méme principe que
I'entrainement a la vapeur d’eau, la seule difféeeast que dans ce cas la matiere végétale peut
selon sa densité soit étre immergée dans l'eatiflstiee. L’ensemble est porté a ébullition, la

vapeur formée entraine I'huile essentielle quirestieillie apres condensation et décantation.

14
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Cependant, I'’hydrodistilation présente dewcomvénients majeurs :
- L'altération de certaines substances a températervée et en présence de 'eau.
- L'obtention d’'une huile appauvrie en certainsstdnants soluble dans I'eau [40].

[1.8.2.3. Théorie de distillation

Bien que les huiles essentielles soient ddangés forts complexes de plusieurs constituants,
il n'est souvent pas nécessaire de les traiter @o@s systemes multicomposés, la théorie des
mélanges binaires semble convenir pour en expliguphénomene [41]. Ainsi, I'entrainement
des molécules organiques, correspondant a unéadisti hétérogéne et dépendant de I'équilibre

des phases liquide et vapeur, met en jeu I'appdicate deux lois physiques [42]:

* La loi de Dalton, selon laquelle la pression du mélange de vapstuggale a la somme des

tensions de vapeur de divers constituants du melgtgj.

En assimilant le systeme eau - huile essénti@lun mélange binaire de liquides non
miscibles et en supposant que chaque constituanhspesaporiser sans contrainte, la pression de
vapeur du systeme sera égale a la somme des medsioapeurs des constituants purs.

Donc la relation 1.1 devient :

PT=POH+POE ................................................ (“2)

Ou, Py est la pression total@?, etP°; : la tension de vapeur de I'huile essentielle et'emu

respectivement [42].

« La loi de Raoult, selon laquelle, la pression partielle de chaqustdoiant de la solution est

proportionnelle a sa fraction molaire en phasedigy43].
Pi =POiXi ............................................. (“3)

Ou, P; : la pression partielle du constituantR®; : la tension de vapeur du constituamur et

X; : la fraction molaire du constituant i en phase ligui

La température d’ébullition d’'un mélange egtiate lorsque la somme des tensions de vapeur

de chacun des constituants est égale a la pred&®vaporation. Elle est donc inférieure a
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chacun des points d’ébullition des substances paiasi le mélange « eau + huile essentielle »
distille & une température inférieure a 100°C asgiom atmosphérique. Par contre, les
températures d’ébullition des composés aromatigoes pour la plupart plus élevées [44]. La
figure 1.2 montre I'évolution de la température @edistillation d’'un mélange hétérogéne d’eau

et d’huile essentielle.

M P gt
1,64
1,21
P=latm} - - - - = - - — - /'.: &
0,8
0,41
T
1, roc

50 100 150 200
Figure 11.2. Evolution des températures de distillation de I'edWhuile essentielle,
et du mélange eau/huile essentielle en fonctiolia geession du milie{45].
D’'une facon générale, la production des Buigssentielles peut étre assimilée a une

combinaison de trois processus [46] :

- L’extraction proprement dite, conduisant au relgegales composés volatils dans le
milieu aqueux sous l'action physique qu’exerce ¢mftpment de la matiére végétale
(phénoménes d’absorption d’eau ou osmotiques) avipréssion interne, et de l'action

chimique exercée par I'eau.
- La co-distillation eau/composés odorants.

- La séparation de I'huile essentielle des condensgdiquant la coalescence et la
décantation (L’isolement des composés volatils sapgar distillation est déterminé par

leur degré de solubilité dans I'eau).

L’huile essentielle récupérée par ce procédeue produit qui differe de I'essence originelle,

La matiére chimique fait I'objet de réactions ctgoes diverses : hydrolyses, déprotonations,
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hydratations et cyclisations pouvant étre catalyggsr des meétaux présents a I'état de traces

dans la plante, provoquant des transformationsigoies des constituants [47].

[1.8.3. Extraction par solvant fixe

Les solvants fixes utilisés pour I'extractidas huiles essentielles sont principalement des
matieres grasses, la graisse animale, I'huile wBolparaffine et d’autres solvants, I'extraction

peut étre réalisée a froid (procédé d’enfleuraged chaud (macération).
a) Enfleurage

Ce procédé met a profit la liposolubilité demmposés odorants des végétaux [29]. Son
principe consiste a mettre les pétales en contestt an corps gras sur des chassis superposeés a
température ambiante, au bout de quelque jourgyriasses utilisées sont saturées en essence
végétale, les fleurs sont ensuite renouvelées jaiskpbtention d’'une pommade parfumée ; cette
derniere est traitée par un solvant qui ne disspigt les principes odorants, la solution est

évaporee et I'essence pure est obtenue [38, 43, 48]
b) Macération

La macération repose sur le méme principeaghi@ de I'enfleurage, seulement I'opération
est effectuée a température élevée (50 a 70°Cliinverse de I'enfleurage, les fleures fraiches
sont immergées est constamment renouvelées dabacutie graisse chaude jusqu’a saturation,

cette derniére est ensuite épuisée par I'alcogl [41

[1.8.4. L’extraction par solvants volatils des ekaits aromatiques

L’extraction par solvant volatil consiste auéger la matiére végétale de ses constituants
odorants au moyen d’'un solvant extrait, appelé etlscelle est ensuite dépouillée du solvant
par évaporation sous vide afin d’éviter la dégradathermique des molécules odorantes. Cette
dégradation conduit a I'obtention d’essences, cmer ou oléorésines, de résinoides et
d’absolues [48, 49].

[1.8.5. Extraction au CO,

Le terme supercritique signifie que le £/®ous pression et a une température de 31°C, se
trouve entre I'état liquide et I'état gazeux. Larslgest dans cet état, le Gst capable de
dissoudre de nombreux composés organiques et cattt propriété dont les fabricants se
servent pour extraire les huiles essentielles [50].
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La matiére végeétale est chargée dans I'exuaciu est ensuite introduit le @8upercritique
sous pression et réfrigéré. Le mélange est ensedtgeilli dans un vase d’expansion ou la

pression est considérablement réduite. Le €E8vapore et il ne reste plus que I'huile esséatie
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CHAPITRE III

ACTIVITE ANTIMICROBIENNE ET ANTIOXYDANTE

I11.1. Activité antimicrobienne

Les pouvoirs antimicrobiens des plantes armumes et médicinales sont connus depuis
I'antiquité. Toute fois il aura fallu attendre létit du 28™siécle pour que les scientifiques
commencent a s'y intéresser. Ces propriétés antiiennes sont dues a la fraction de I'huile

essentielle contenues dans les plantes [51].

[11.1.1. Activités bactéricide et bactériostatiqLe

Comme cela est le cas pour les agents chimiquedistingue, pour les huiles essentielles,
deux sortes d'effets ; un effet bactéricide c'edira létale et un effet inhibiteur de croissance

mais non |étale dit bactériostatique.

L’activité antimicrobienne de I'huile essellibeest déterminée par la mesure des diametres

d’inhibition de la croissance microbienne.

L’estimation de cette activité est basée s échelle de mesure mise en place par Meena et
Sethi (1994) et Ela et al. (1996), ils ont clagss@duvoir antimicrobien en fonction du diametre
des zones d’inhibition de la croissance microbiesmé classes (cas d’'un disque de 9 mm) [52,
53]

= Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de laezdhinhibition est supérieur a 28 mm.

= Modérément inhibitrice lorsque le diameétre de laezd’inhibition varie entre 16 et 28
mm.

= Légerement inhibitrice lorsque le diametre de laezd’inhibition varie entre 10 et 16
mm.

» Non inhibitrice lorsque le diamétre d’inhibitiontesférieur & 10 mm

L'activité de I'huile essentielle testée estléée par la mesure de deux concentrations
essentielles : CMI et CMB.

CMI : Concentration minimale inhibitrice quiste la concentration minimale d’agent

antimicrobien qui inhibe la croissance bactérierapreés incubation en condition standard, par
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comparaison avec un contréle de croissance neramtpas l'agent testé. Les microorganismes

restent cependant viables.

CMB : Concentration minimale bactéricide st la concentration minimale d’agent
antimicrobien nécessaire pour détruire I'inoculumtial apres incubation en condition standard.
Les microorganismes ne sont plus viables. La CMBaessi connue sous le nom de CML :

concentration minimale létale.
La CMI et la CMB sont aussi utilisées lors dasdes sur les effets antifongiques.

Ces deux concentrations peuvent étre exprireeégsg/ml ou en pl/ml ou encore en % (vol /
vol).

De fagcon générale, ces grandeurs sont uslispeur évaluer la résistance des
microorganismes a un agent antimicrobien, ou enporg évaluer in vitro I'efficacité d'un

nouveau produit désinfectant.

[11.1.2. Facteurs influents l'activité antimicrobienne des huiles essentielles

Plusieurs facteurs peuvent influencer I'atéiantimicrobienne, nous citons :
[11.1.2.1. La composition chimique des huiles sgntielles

Le principal facteur motivant I'activité anticnobienne des huiles essentielles est le typa et |
structure moléculaire des composants actifs présdans cette huile. Ainsi une activité
antimicrobienne plus élevée des terpenes oxyganésrmaparaison des terpenes hydrocarbures a
été observée. La structure moléculaire semble pré&san role aussi important que la présence
d’oxygéne dans la molécule terpéne : la caraciguistlipophile du squelette hydrocarboné aussi
que la propriété hydrophile des groupes fonctianseint déterminantes vis-a-vis de l'activité
antimicrobienne de ces composés [54]. Sur cette, basdre d’activité antimicrobienne de ces

composeés est le suivant [55]:
Phénols > Alcools > Aldéhydes > Cétones > @syd Hydrocarbures > Esters

Stylo et al. (2005), ont montré que l'activaétimicrobienne des huiles essentielles est en
rapport avec leur fort contenu phénolique en palrdc en thymol et carvacrol [55]. Ces résultats
sont en accord avec ceux donnés par [56, 57]ntipmuvé que plus les teneurs en phénols sont

élevées, plus les huiles essentielles sont efficace
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[11.1.2.2. Type de microorganismes ciblés
Un autre paramétre important déterminant I'actidtdimicrobienne des huiles essentielles
est le type des microorganismes ciblé. En génkasldifférents microorganismes n’ont pas une

sensibilité similaire vis-a-vis des huiles essdiafie

Lahlou (2004), a souligné que la sensibiliés dhicroorganismes peut varier selon le germe
testé car une H.E peut étre biocide vis-a-vis dtaicees souches, biostatique vis-a-vis d’autres
ou n'avoir aucun effet. C'est pour cela gu’il estportant de mentionner la dénomination
complete, le Gram des microorganismes ainsi quepdee botanique et le chymotype de I'huile

essentielle [59].

En effet, Marzouk et al. (2006), ont prouvédas bactéries a Gram positif seraient plus
résistantes aux huiles essentielles que les bestariGram négatif [60]. Cette affirmation n'a
cependant pas été confirmée par d'autres trauariene (2007) rapporigue les bactéries a
Gram négatif apparaissent plus résistantes quescell Gram positif vis-a-vis des huiles

essentielles [61].

[11.1.3. Association d’huiles essentielles

Les effets antimicrobiens des associationsuilh comme pour les associations
d’antibiotiques, le plan pharmacologique I'intérantde deux substances peut se traduire par les

trois types de conséquence suivants [62].

a) Synergie: Elle s’exerce entre deux substances possédantaatiéité qualitativement
semblable. L'effet globale de I'association esté&igur a celui de plus actifde ces constituants,

mais trois cas sont possibles.

» Synergie additive compléte : Lorsque les effetpst@nt totalement.
= Synergie additive partielle : Lorsqu’ils s’ajoutgudrtiellement.
= Synergie potentialisatrice : Lorsque les effetsat®nt mutuellement.

b) Antagonisme : Il s’exerce entre deux substances possédant umdat@aualitativement

semblable ou différente. La encore il faut distieigdeux cas :

= Antagonisme partiel : Lorsque l'effet globale dasBociation est inférieur a celui de I'un
ou de l'autre de ces constituants pris isolément.
= Antagonisme total : Lorsque les effets de deustanbss se compensent exactement et

que la résultante est nulle.
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c) Potentialisation: Elle s’exerce entre deux substances possédant actwité
qualitativement différente. Les effets de I'asstiorasont toujours supérieurs a ceux de l'un

ou de l'autre de ces constituants pris isolément.

I11.1.4. Mode d’action antimicrobien des huiles esentielles contre les bactéries

Selon Calillet et al., 2007, les huiles esgfle possedent plusieurs modes d’action sur les
différentes souches de bactéries, mais d’une neménérale leur action se déroule de trois

facons [51] :

= Attaque de la paroi bactérienne par I'huile essdiptiprovoquant une augmentation de la
perméabilité puis perte des constituants cellwdaire

= Acidification de I'intérieur de la cellule bloqualat production de I'énergie cellulaire et la
synthése des composants de structure.

= Destruction du matériel génétique conduisant ade ae la bactérie.

[11.2. Activité antioxydante

L’'un des facteurs importants du vieillissemest une diminution progressive de la capacité
des cellules a lutter contre les phénomenes d'digall existe des défenses physiologiques
naturelles contre les agressions des radicauxslieraine part de ces défenses provient de la

nourriture.

[11.2.1. Le stresse oxydatif

Le stress oxydatif est le déséquilibre erdrgénération des especes réactives de I'oxygene

(ERO) et la capacité du corps a les neutralisarréparer les dommages oxydatifs [63].

La production des espéces réactives de I'axy@dROS) est normale pour tous les organismes
vivant et ne constitue pas en soi une situatiostaeEss oxydant. Cette production physiologique

est parfaitement maitrisée par des systemes desgetentre les radicaux libres (ROS).

La cellule dispose d’'un systéme de détoxificatcomprenant des enzymes comme les
superoxydes dismutases, les catalases, laglutagieorxydase, la glutathion réductase et de
petites molécules telles que la vitamine E, lamitee C, les caroténoides, certains polyphénols
et les huiles essentielles. Si tel n’est pas le @as se soit par déficit en antioxydant ou patesui

d’une surproduction des radicaux, I'exces de cegaax est appelé « stress oxydant » [64].
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[11.2.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou atomenayglans sa périphérie (appelée orbitale) un
électron au lieu de deux ; cet électron qui esbatdire, cherchera a «s’apparier» avec un autre
électron, en I'arrachant a une autre molécule quiaht alors déséquilibrée donc instable, un tel
systéme pouvant se poursuivre atteignant d’autricules qui a leur tour produisent d’autres
radicaux libres. Réaction en chaine conduisant a@égradation des molécules et a leur

fractionnement en molécules plus petites [65].

Les radicaux libres sont générés au cour®dctibnnement normal de I'organisme, mais leur
production peut étre augmentée par la pollutionfulmaée des cigarettes ou une exposition

prolongée au soleil.

Les dérivés réactifs de lI'oxygéene. (Reactixggen Species, ROS) sont pour la plupart des
radicaux chimiques dérivés de I'oxygene (Tablebad)!l

Tableau IIl.1. Les especes réactives d'oxygene (ROS) et les espéametives d’'azote (RNS)
[66].

Especes réactives Propriétés
(oY Produit par la chaine de transport d’électronsaaitces sites. Ne
Anion superoxyde peut pas diffuser du site d'origine. Génere les ROS
H,0, N’est pas un radical libre, mais peut en généreéagissant avec
Peroxyde d’hydrogéne des métaux de transitons, peut diffuser a traesrsnembranes.

L’'espéce la plus réactive dans I'attaque des m#éduiologique,
produit a partir de kD, dans la réaction de fenton en présence|de
Fe* or CU™

OH’
Radical hydroxyles

Radical organique libre (R correspond au substifjuRioduit a
partir de ROH, RH (e.g. au carbone d'une doubisdiadans un
acide gras) ou de RSH par une attaque dée OH

RO, R, R-S
Radicaux organiques

RCOO’ Un radical organique peroxyle, produit durant lgrdéation
Radical peroxyle lipidique
Produit dans les neutrophiles durant le sursapinasire pour
HOCI détruire les organismes invasifs. La toxicité €eftie a travers des
Acide hypochloreux réactions d’halogénations et d'oxydations. L'esp@&aetive est
ocCl

Oxygéne avec des spins antiparalléles. Produis dessions
importantes en oxygene sous l'effet de I'absorptiea rayons UV.
Il disparait trop vite pour étre toxique vivo.

O,
Oxygene singulet

RNOS. Un radical libre endogéne produit par I'oxyidteique

NO synthétase. Se lie aux ions métalliques, se conzhiae O2 ou aux
Nitrique oxyde autres radicaux
contenant I'oxygéene pour produire RNOS
ONOO RNOS. Un agent oxydant puissant qui n'est pas dicaélibre. Il
Peroxynitrite peut générer NO2 (dioxyde de nitrogene), qui esadital.
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[11.2.3. Les antioxydants

Le terme antioxydar(on dit parfois antioxygene) était a l'origine isél pour désigner les
substances chimiques qui empéchent les réactiatslaxygeéne. A la fin du XIXe siécle et au
début du XXe siecle les propriétés des antioxydamis été largement étudiées pour leur
utilisation dans les procédés industriels afin &guire la corrosion des métaux, la vulcanisation

du caoutchouc et la polymérisation des carburaats ¢és moteurs a explosion.

En biologie, les premiéres recherches sural@$oxydants concernérent la réduction de
l'oxydation des acides gras insaturés, cause doisemment. L'activité antioxydante était
facilement mesurée en enfermant des corps gras demsrécipients hermétiques avec de
l'oxygene, puis en vérifiant le taux d'absorptiom ek dernier. Cependant, ce n'est qu'avec
donneurs de protons aux radicaux libres lipidigpesduits au cours de la peroxydation. Des
radicaux tanniques plus stables sont alors formésgui a pour conséquence de stopper la

réaction en chaine de l'auto oxydation des lipides.

Les antioxydants sont des substances qui sapébles d’empécher d’autres substances
sensibles a I'action de I'oxygéne de former degcstires peroxydées, c'est-a-dire de comporter
anormalement un ou plusieurs atomes d’oxygéne pentale l'intervention des radicaux libres.

Dans ce cas, les substances qui ont cette propoétealites antiradicalaires [65].

[11.2.4. Les antioxydants naturels

Les plantes constituent des sources tres iaps d’antioxydants. Parmi ces antioxydants
on peut citer : les flavonoides, les tanins, lagtarines, les huiles essentielles, les phénobset |

xanthones.
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CHAPITRE IV

MATIERE VEGETALE : Inule visqueuse

IV.1. Généralités

La famille des compositae est I'une des plssibuées dans le regne végétal. Cette famille
comprend plus de 13 tribus, 1000 genres et 230p8ces [67]. En Algérie, il en existe 109
genres et 408 espéces [68] et en France, 111 geh@38 espéces [67Une des propriétés
typique de la famille des compositae est sa righeascomposés naturels divers. On y trouve des
terpenoides, des flavonoides et des alcaloidesst Qi@e famille trés riche en lactones
sesquiterpéniques qui représente des principesdypeques de cette famille [69].

Le genrelnula comprend une variété d'environ 90 especes. Cedamplantes herbacées
vivaces, a feuilles alternete nom Inula est trés ancien et vient du nom de I'espécda
heleniumest il est généralisé pour tout le genre.

IV.2. Description botanique

L'inule visqueuse (figure IV.1), est une plantSiSs=
annuelle, herbacee, visqueuse et glanduleuse

bY

odeur forte qui appartient a la famille dey

longues grappes pyramidales [6B& floraison a

Figure IV.1. Inule visqueuse.

lieu entre la fin du mois d'aout et le mois de
novembre ses fruits sont des akénes velus:;

rétrécis en col au sommet [70].
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IV.3. Nom vernaculaires

Francais : Inule visqueuse [70].
Anglais : Stichky fleabane [71].
Berbére : Amagramane [70].

IV.4. position systématique
La classification botanique de I'espéce I'inuleguisuse selon guignard (2001) est [15]:

* Regne : végétal.
* Embranchement : spermaphyte.
* Sous embranchement : angiospermes.
* Classe : dicotylédones.
* Sous classe : astérides.
* Ordre : astérales.
» Familles : astéracées, composeées.
* Genre:inula.

» Espéce inula viscosgL.) aiton.

IV.5. Répartition géographique

L’inule visqueuse est originaire de bassin iteéchnéen, elle est distribuée largement dans le
sud de I"Espagne, le nord de I'Afrique et le moyarent [71, 72, 73]. Cette espece pousse sur
les lieux incultes et rocailleux dans des sols sécslcaires [74].

IV.6. Phytochimie de la plante

Des études sur l'inule visqueuse ont révélé cgtte plante contient des flavonoides, de la
paraffine, des azulenes, de l'inuline. Elle cortiégalement des huiles essentielles, de la résine
et des tanins. On rapporte aussi la présence diéageiet de quelques sels minéraux [3, 75, 76,
77,78, 79, 80, 81, 82].

La composition en huiles essentielles de qattete comme reportée dans le tableau IV.1 est

en fonction du lieu géographique et des donnégstljues.
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Tableau IV.1. Composition chimique de I'huile essentielle dedlimvisqueuse.

Pays Composants majoritaires (%) Hauteurs

Borneol (25.2%)
Turquie Isobornyl acetate (22.5%) [83]

Bornyl acetate (19.5%)

Fokienol (38.8%)
Espagne [84]
(E)-nerolidol (7.1%)

Globulol (16.8%),
Valerianol (12.0%)
Sardaigne (Sardinia) Caryophyllene oxide (8.0%) [85]
Globulol (15.0%)

Caryo-phyllene oxide (8.2%)

Fokienol (21.1%),
Corse (Corsica) (E)-nerolidol (8.6%) [82]

Eudesm-6-en-¢tol (6.2%)

12-carboxyeudesma-3,11 (13) diene
(28.88%)

acide linolenic (7.80%)
Algérie [86]
acide palmitic (5.38%)
butyl hydroxy toluene (4.11%)
fokienol (3.37%)

IV.7. Usage traditionnel de 'inule visqueuse

L'inule visqueuse, son histoire thérapeutigsetrés diversifiée et connue depuis longtemps
dans les médications traditionnelles. Elle estisé# pour ses activités (tableau IV.2) : anti-

inflammatoiresantidiabétiqguesantipyrétiques, antiseptiques [87, 88, 89].

27



Chapitre IV Matiere véé : I'lnule visqueuse

En Algérie, I'inule visqueuse jouit d’'une gde popularité, ou elle est utilisée sous forme de

suc de feuilles fraiches pour arréter les hémaggirévenir les inflammations et activer les
cicatrisations [69].

Tableau IV.2. Quelques usages traditionnels de I'inule visqueuse

Pays Parties utilisées Voie Usage Références
Antispasmodique, sédative
Antiseptique,
Externe Blessures curatives, contre les
maux de téte, traitements des
Palestine Plante entiére hémorroides [88]
Antispasmodique,
Interne antidiabétique, anti-
helminthique, diuritique
Feuilles Orale Abortive, anti- fertilité. [92]
Jordanie . — Anti- inflammatoire,
Partie aériennes Injection S [91]
antiulcérogénique.
Israél Partie aériennes Injection Anti-inflammagoir [91]
Parties aériennes, Injection Anti-inflammatoire,
fleurs péritonéal antiseptique.
Anti-inflammatoire,
Infusion antilithique rénal, diurétique
Espagne Antihypertensif. [92]
Feuilles
Cataplasme|  Topique : hémostatique.
de feuilles |  aAntiseptique, analgésique,
fraiches. antirhumatismal.
Céphalées, les douleurs
feuilles Cataplasmel rhumatismales, cicatrisation),
antihémorragiques.
Algérie - .
9 Hypoglycémiants, affection [70]
. des voies urinaires,
Plante entiére Orale . . .
analgésique, antiseptique,
hémostatique, vermifuge.
Expectorant, tonique
France Racines Orale (estomac), vermifuge, [93]
tuberculose, antiseptique.
Anti-diabétique,
. hypoglycémiants,
Maroc Feuilles Orale ypogly . [94, 95]
tuberculose, affections
pulmonaires
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IV.8. Travaux antérieurs sur I'inule visqueuse

L'inule visqueuse a fait I'objet de plusieyssojets de recherche a travers le monde. Ces
différentes recherches concernaient a la fois fardénation des modes d’extraction adéquat des
essences de la plante, leur composition, puisll@tian des différentes activités quelle peuvent

contenir.

L'inule est une plante trées anciennement cenelle a été utilisée au moyen age jusqu’a nos

jours pour ses vertus médicinales variées [96].

Au niveau de l'appareil respiratoire, elle tagpmme sédatif de la toux et des spasmes
bronchiques c’est un antiseptique certain de larespiratoire [3]. Il a été rapporté aussi que la

poudre de l'inule visqueuse est utilisée dansdigeiment des mycoses cutanées [97].

Yaniz (1987) montre I'action hypoglycémiantelinule visqueuse absorbée en infusion chez

I’'homme diabétique [98].

Les travaux de Chari et Pacha (1999) attribue I'lnule un pouvoir cicatrisant certain
d’apres les essais de traitement des brllures iexpdtales réalisées sur des lapins. Cette
propriété cicatrisante a été mise en évidence ibsant une préparation galénique contenant 45
% d’huile d’amande douce, 45 % de glycérine et 16'é4trait alcoolique de l'inule visqueuse.
Les résultats obtenus avec la préparation galérogt été comparés a ceux obtenus en utilisant

un placebo.

Il a été noté une accélération nette du psaesle cicatrisation 19 a 21 jours pour les
brllures traitées avec la préparation de I'lnuleB&tjours pour les brllures traitées avec le
placebo. Enfin, il a été possible de conclure dunelle aurait agit en stimulant la synthese de

callogene et en créant un foyer aseptique favdreasi la réparation tissulaire [99].

Khalil et al. (2007) ont constaté que l'inulésqueuse est dépourvue dalcaloides et

d’anthraquinones [100].

Les aglycones flavoniques de l'inule visquewase été étudiés et testés dans différents
domaines, ce qui a révélé les activités suivantgizinflammatoire [101, 102], antioxydante
[103].

En 2006, I'étude menée par Zeggwagh et &I0GR a concerné les parties aériennes de

I'inule visqueuse qui ont été préparées selon lghaue traditionnelle employée au Maroc
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(décoction, 1 g de plante entiere en poudre méaag)0 ml d'eau distillée bouillis pendant 10
minutes et puis refroidis pendant 15 minutes).uasl'extrait aqueux a été lyophilisé. L'extrait
aqueux de l'inule visqueuse était rouge foncé réolmvec un rendement de 10%, son 0s-
molarité moyenne était 60 mOsm/kg®et pH 7. Cette étude a montré que I'inule visgeeu

posseéde une activité hypoglycémique mais non hypld@mique [94].

En 2000, Maoz et Neeman ont travaillé sur pesdres maintenant le pH a 9,0 (acide
boriqgue de 0,1 M avec l'addition de NaOH) dans wtocave a 121°C pendant 15 mn. Aprés
refroidissement, la phase agueuse a été extraiteogan de I'éther de pétrole 40-60°C trois fois.
L'extrait récupéré apres avoir évaporé d'abord s@les et puis avec le gaz d'azote I'éther de
pétrole a un rendement de 0,485% de la poudre sedffet antifongique a été mis en évidence
sur Candida albicans [72].

Bssaibis et al., (2009) Ont fait une étudel'®xtraction des huiles essentielles a partir des
feuilles et des fleurs de I'inule visqueuse darff@dints solvants (éthanol, méthanol et acétone).
Les meilleurs rendements d’extractions ont été ralseavec I'éthanol (31,72% et 28,82%
respectivement pour les feuilles et les fleursjyisdu méthanol et de l'acétone. Les tests
antibactériens de différents extraits de l'inulesquieuse ont été opérés sur des souches
bactériennes d'Escherichia coli, Staphylococcusumuret Staphylococcus epidermidis. Une

activité antibactérienne optimale a été observée Pextrait des fleurs au méthanol [104].

Benhammou et al (2006) ont étudié le pouvoiifengique de I'huile essentielle de l'inule
visqueuse provenant de la région de Tlemcen. Lasissares retenues pour cette étude sont:
Aspergillus flavus de référence (AFR) : 994294 péwgillus flavus (AF) ; Rhizopus stoloni-fer
(O1) ; Trichoderma sp (R3) ; Fusarium sp (Fus).déermination du pouvoir antifongique
(tableau 1V.3), a été faite pour deux doses deeh@ssentielles (100 et 2Q) additionnées a
20ml de PDA stérile.

Tableau IV.3.Indice d’inhibition antifongique de I'huile essegite de I'inule visqueuse.

Indice d’inhibition pour chaque moisissure (%)

Dose/moisissure  O1 (48H) AF (8J) AFR (8J) R3 (7J) Fus (7J)
100pl 80,58 39,43 57,65 75,15 59,41
200l 84,11 60,56 56,75 81,21 65,88
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Le pourcentage d’inhibition provoqué par Illeuessentielle est déterminé selon I'équation
V.1

D= D e, .
=D o0 e (IV.1)

I%=
t

Ou, Iy, : Le pourcentage d’inhibition.
D; : Croissance mycélienne du témoin exprimée en mm.
D : Croissance mycélienne du traité exprimé en mm.

Les résultats obtenus montrent que I'activité iithide de I'huile essentielle de I'inule visqueuse
est puissante, les pourcentages d’inhibition dégrass0 % dans toutes les souches, il varie entre
56,75 % dans le cas d’asperqgillus flavus de réterdAFR) et 84,11 % dans le cas de Rhizopus
stolonifer a 200ml [105].

En 2007 Hernandez et al ont évalué lactivibéti-inflammatoire de trois composés
flavonoides isolés de I'inule visqueuse : sakuiangt-O-methylaromadendrin, et 3-acetyl-7-O
methylaromadendrin.

Le test a été fait sur des enzymes qui sasporesables a la réponse inflammatoire. Les
résultats montrent que le flavonoide le plus adifle 7-O-methylaromadendrin (8 mg/kg) suivi

par sa-kuranetin (18 mg/kg) [102].

Danino et al (2009) ont examiné I'activité iarydante des extraits de I'inule visqueuse. lls
ont isolé et identifié par RMN un nouvel poly ph&goe qui est : Acide 1,3-dicaffeoylquinique.
Par différentes méthodes, ils ont montré que ceposg posséde une activité antioxydante
[106].

Le premier travail qui traite la compositioa khuile essentielle de I'inule visqueuse date en
1968 ; Chiarlo a identifié sept azulenes, le corapogjoritaire (49 %) est 1,4 dimethyazulene

suivi par chamazuléne (32 %) [107].

L’équipe de recherche de Grande et al, oniséplusieurs études sur l'inule visqueuse
d’Alicante (Espagne). En 1985 ils ont pu isolerfllvonoides ( Apigenin, Genkwanin, Hispi-
dulin, sakuranetin ....) [77]. Dans un autre trav@lande et Bellido (1992), ont identifié 10

composeés de nature triterpenoides.
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lIs ont aussi trouvé des composeés sesquiteigesy eudesmanes, et des dérivées nerolidol ;

dans l'inule visqueuse d’Alicante [108].

Les travaux d’Abu zarga et al., (1998, 2002) @écrit la présence en plus de 14 composés
identifiés dans l'huile essentielle de l'inule vsyse de la région jordanienne, 6 nouveaux
sesquiterpeniques de type eudesmane. Ces compmsdacide P-hydroxyilicique, l'acide 8-
hydroxy-epi-ilicique, I'acide &-hydroxyilicique, I'acide $-hydroxy-2-oxoisocostique, I'acide
1B hydroxyilicique et I'acide R-hydroxyilicique [80, 109].

En 2000, Camachet al., ont identifie 53 constituants, qui repréeen 60 % de I'huile de
Donadio (Espagne), les sesquiterpenes alcooliqakerol (38,8 %) et (E)- nerolidol (7,1 %)
sont les principaux composés, les auteurs ont atinkst présence des sesquiterpenesadinol
(1,9 %),6-cadinene (1,7 %) et T-cadinol plus T-muurolol (%)1[84].

Dans une étude publiée en 2002, De Laurents ent examiné les huiles essentielles de
I'inule visqueuse provenant de quatre champs diffesr d’Apilia (Sud d’ltalie), pour les fleurs et
les feuilles ; I'entrainement a la vapeur d’eaulegtrocédé d’extraction utilisé, les rendements

trouvés pour les feuilles et les fleurs sont respement : 0,35 % ; 0,37 %.

Le composé majoritaire de I'huile essentieléel'inule visqueuse de la région d’Apulia est
carboxylate bicyclique sesquiterpéne (12-Carboxgemth-3,11 (13) diene), ce qui rejoint le
résultat de Camachet al., (2000) qui montre que les composés majeg#asont des

sesquiterpenes oxygeneés (38 % Fokienol ; 7 % Nkiplj110].

En 2003, Marongiu et al ont examiné l'huileseattielle de I'inule visqueuse de serdinia
(Italie), utilisant deux méthodes d’extraction : tEaction supercritique par GO et
hydrodistillation. L’huile essentielle obtenue gatraction au C@supercritique contient (15 %)
globulol, (13,1 %) 8-isobutyryloxy isobornyl isolyuate, (8,3 %) viridiflorol, et (8,2 %) oxyde
de caryophylléne. Tandis que pour I'hydrodistithati les principaux constituants sont : (16,8 %)
globulol, (12,0 %) valerionol, et (8,0 %) oxyde caryophylléne. L'existence de valerionol est
constatée seulement pour I'’hydrodistillation, d&gples auteurs ce composeé est probablement a

ete geneére durant le procédé de I'hydrodistillafRs].

Blanc et al., en 2006, ont étudié I'huile esseliele I'inule visqueuse Corsica (France).
Premierement ils ont fait I'analyse chromatograpkiqux deux échantillons : échantillon acide
(huile+HCI), et échantillon neutre (huile®l).
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Les principaux composés pour I'échantillon trewsont : Fokienol (21,1 %), (E)-nerolidol
(8,6 %) et Eudesm-6-emxbl (6,2 %).quand pour I'échantillon acide les pipaux composées
sont :Acide Eudesma-3,11(13)-dien-12-oique (43,7 %), Addidesma-3,11(13)-dien-12-oique
(10,9 %) et Acide costique (4,8 %). L’activité amittrobienne a été aussi évaluée pour les deux
échantillons. L’échantillon neutre apparait ingctdndis que l'autre est actif contre tous les
microorganismes testés. La forte activité a étéstat@e contre Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus foecalis et Proteus vulgaris. Laréigly.2 montre la structure chimique de
quelques composes identifiés [82].

f'ﬂ H\-\“'\-\.
COOH
= COOH

Eudesma-3,11{13)dien-12-0ic acid Eudesma-4.11({13)-dien-12-oic acid
(1socostic acid)

"'«-H,\ o s ,
B et 3 %
10 2 OH
1L e
"\-\_\_‘_\_
12 13
(E )-Nerolidol
Fokienol

(]
£

r .‘fl,r_ '.."

11 P ?='-. O 15 EI\/,* Lo N ”
\é ;L ~ y‘, 1 e, - // };(:

EIL S 5 /\\/l 4 |] I JJ\K o % rd

3, 9-diepi-3,6.6,9-Bisepoxyfamesa-1,7( 14), 10-triene J-epi-3,0:6,9-Bisepoxyfamesa-1,7(14),10-riene

Figure IV.2. Structures chimiques de quelques composées idsndiins les feuilles de I'inule
visqueus¢82].

En 2008Miguel et al., ont étudié I'huile essentielle de l'inMisqueuse du Portugal, ils ont
utilisé I'hydrodistillation comme procédé d’extramt, I'huile a été analysé par CG/MS et RMN.
L’évaluation de l'activité antibactérienne de I'lucontre six Helicobacter pylori a révélé que
I'huile essentielle du Portugal posseéde un pousaaiibactérien (0.02%nl/ml). Les composés
majoritaires identifiés par cette étude sont : 3Hdry cuminyl isobutyrate (12 %y-Cadinol
(6,3 %), Eudesm-6-enedol (4,8 %) e-Cadinene (4,6 %) [111].
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CHAPITREYV :

MATERIELS ET METHODES

V.1. Récolte de la matiere végétale

La récolte du matériel végétal a été realdades deux régions, au campus de I'Université des
Sciences et de la Technologie Houari Boumediend B de Bab-Ezzouar et dans un champ
délimité par un rayon de 20 m environ d’'une manaéatoire de Cherchell. Plusieurs lots de
matieres végétales ont été sélectionnés. Les éasditfues de chaque lot sont données dans le
tableau V.1. La plante a été identifié¢e a I'Ecolatibhale Agronomique comme étant l'inule

visqueuse. Les lots sélectionnés sont constituésuilees saines dépourvues de leur tige.

Tableau V.IDescription des différents lots de la matiere vaigét

Région Lot Date de la récolte
Co 04/04/2011
CHERCHELL C1 29/05/2011
C2 26/07/2011
BO 24/10/2010
BAB-EZZOUAR
Bl 29/05/2011
B2 12/07/2011

V.2. Etude histologique : élaboration des coupes atomiques

Pour mieux localiser les structures sécréemthuiles essentielles de l'inule visqueuse, des
coupes histologiques ont été réalisées a I'EcoliNale d’Agronomie, au niveau de laboratoire

de botanique. Nous avons procédé suivant le prigalisponible au niveau du laboratoire.

Les coupes de la feuille de la plante sorgatfiees en section transversale sur une moelle de
sureau, a main levée a l'aide d’une lame de rakes.morceaux de la matiere végétale obtenus
doivent étre aussi minces que possible. Les conppeses sont récupérées et immergées par la

suite respectivement dans les différents bains.
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Bain 1 : hypochlorite de sodium (eau de javel) &2(Qendant 20 min, dont le but de

vider les cellules de leurs contenus et n’en laigee le contour.
= Bain 2 : eau distillée pendant 2 min pour rinchyiochlorite de sodium (eau de javel).

= Bain 3: acide acétique a 5 % pendant 5min pourigér toute trace de I'’hypochlorite

de sodium.
= Bains 4 : eau distillée pendant 2 min pour rinesrdoupes.

= Bain 5: colorant carminovert de couleur violettengant 5 min pour avoir une
coloration de cellulose en rose. Plusieurs coupé®t@ observées sous un microscope

photonique [111].

V.3. Séchage de la matiere végétale

Le séchage est une opération du génie chimiqua gaur but I'élimination partielle ou totale
de I'eau d’'un produit humide, afin d’obtenir un guit dit sec, méme s'il continue a renfermer

une certaine humidité résiduelle.

Lors de I'opération de séchage, il se prodoidouble transfert : thermique et de masse. Ce
qui fait que l'air a sa sortie a une humidité plyande tandis que sa température séche a
diminué. De son c6té le produit voit diminuer samiidité relative et croitre sa température

séche. La théorie de la cinétique de séchage eatden annexe (A.1).

Le séchage des feuilles des lots sélectiormné&té réalisé a 'ombre dans un lieu sans
circulation d’air (sans courant d’air) a températambianteréparties en couches minces sur du
papier étalé sur les étagéres des armoBasif pour le lot CO une partie a été séchée dariewn
avec circulation d’air, destiné pour I'extractiat,une partie dans un lieu avec circulation d’air
utilisé juste pour suivre la cinétigue de séchdBiggure V. 1). Pour éviter l'attaque des

champignons et des bactéries, une surveillancdatesde la matiére végétale est nécessaire.

Nous avons opté pour un séchage dans un dies sourant d’air pour les lots destiné a
I'extraction vu qu’un séchage avec circulation daidonné des pertes en huile essentielle assez

considérables [113]. Les Chromatogrammes sont doamé@nnexe (A.2).
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Figure V.1. Photo de la disposition de la plante pouskchage des feuilles de

l'inule visqueuse.
(a).Dans un lieu sans circulation d’air.
(b) Dans un lieu avec circulation d’air.

Afin de suivre I'évolution de la cinétique déchage, trois échantillons de la matiere végétale
sont pris d'une maniére aléatoire de chaque lonéquar le tableau V.2 considéré. Les trois
échantillons sont placés dans des cristallisoirsioseront pesés chaque début de journée a
I'aide d’une balance de précision de 0,0005 g jésstabilité.

Pour chaque échantillon, L'humidité relatfV&) de la charge a chaque instant t, exprimée

en gramme d’eau par gramme de charge seche esieapar I'équation V.1 :
wW=—2 e (VLD)

Ou:
M;: Masse de la charge en début de journée.

Ms: Masse seche de la charge au temps de séchage.t
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Tableau V.2.Conditions de séchage des feuilles de l'inule aspe des lots CO, C1 et BO.

_ Température . ]
lot Date de la cueillette . Lieu de séchage
ambiante (C°)
. A I'ombre sans circulation
Avril SCA (C0) 04/04/2011 13-16 dai
air
. A I'ombre avec circulation
Avril CA (CO0) 04/04/2011 13-16 dai
air
. A I'ombre sans circulation
Juin SCA (C1) 29/05/2011 23-27 dai
air
A I'ombre sans circulation
Octobre SCA (BO) 24/10/2010 16-19 o
air

SCA : sans circulation d'air
CA : circulation d’air

Afin de déterminer la masse sedhg les feuilles de linule visqueusgechées dans les
différentes conditions, ont été ensuite placées dare étuve réglée a 105°C durant 4 heures

jusqu’a ce que la feuille atteigne sa déshydratatiaximale.

Pour chaque lot, on va déterminer 'lhumidit@enne V) en chaque temps t (jours) donnée

par I'équation V.2 :

CWLHE W, W3 e (V.2)
N 3

Le taux d’humidité Y a chaque instant t egedniné par I'équation V.3 :

Y=W S V.3
*

t

Avec :
¥: Taux d’humidité.
W: Quantité d’eau par gramme de matiére seche.

M;: Masse de la matiére végétale a I instant t.

Mg: Masse de la matiere végétale seche.
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Ou,
Mg, + Mg, + M
g =—2 352 S e, (V.4)
M; + M, +M
f=— 32 TR RTR (V.5)

Mg,, Mg, etMg; : masses seches de trois échantillons pour cHafjue
M;, M, etM; : masses de la matiere végétale de trois éctangippour chaque lot a un instant t.

V.4. Procédés d’extractions

Afin d’extraire les huiles essentielles dediie visqueuse, deux procédés d’extractions ont été

utilisés : entrainement a la vapeur d’eau et hyidtiation.

V.5.1. Entrainement a la vapeur d’eau

La matiére végétale, préalablement peséeingstduite dans I'extracteur représenté par la
figure V.2. La vapeur, issue de I'ébullition dediedans le ballon, traverse le lit de la matiére
végeétale, entrainant ainsi I'huile essentielles kapeurs sont condensées dans le réfrigérant et
le mélange eau-huile est récupéré dans le récigiemecette. L’huile est séparée des eaux de

distillation par extraction a éther diéthylique. beasse d’huile récupérée est déterminée par
pesée, apres évaporation de I'éther. Les conditip@satoires sont fixées comme suit :

Feuilles séche sans broyage et sans coupage.

Masse de la matiere végétale : 15g.

Débit de vapeur : 5,33 mli/mn.
Hauteur de lit : 32 cm.
Taux d’humidité : 17,42 % pour le lot CO et 11,76&r les lots C1, C2, B1 et B2.

Pour I'extraction on a utilisé la matierelsgcar la matiére fraiche et semi fraiche a donnée
un rendement négligeable vu la viscosité de latplajui empéche le bon contacte entre la

matiere végétale et la vapeur d’eau.

38



Chapitre V Matériels et méthodes

Figure V.2. Dispositif expérimental de I'entrainement a la vape

(1) : Chauffe ballon, (2) : Eau, (3) : Ballon, (4) Ampoule a couler, (5) : Distributeur de vapeur,)(6Support de
I'extracteur, (7) : Extracteur contenant la matiereégétale. (8) : Entrée de I'eau de refroidissemd#) : Sortie
de I'eau de refroidissement, (10) : Support du rigfrant, (11) : Réfrigérant, (12) : Récipient deaette, (13) :
Distillat.

V.5.2. Hydrodistillation

L’hydrodistillation a été réalisée a I'échellboratoire a I'aide du dispositif expérimentale
schématisé par la figure V.3. Il comprend un balitume capacité de quatre litres servant a
contenir I'eau et la matiére végétale. Ce ballonreké directement & un extracteur de type
Clevenger ayant servi a I'hydrodistillation classq Les conditions opératoires sont fixées

comme suit :

Feuilles séches coupés a des petits morceaux.

Masse de la matiere végétale : 120 g.

Le rapport volume d’eau/masse de matiére végésalees22,2.
Taux d’humidité : 11,76 %.

39



Chapitre V Matériels et méthodes

tn
¥

. e 7

Figure V.3. Dispositif expérimental de I'hydrodistillation.

(1) : Chauffe ballon, (2) : Matériel végétal et ea(B) : Ballon, (4) : Entrée de I'eau de refroidissent, (5) :
Sortie de I'eau de refroidissement, (6) : Réfrigéta(7) : Robinet de récupération.

V.6. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielRg;{) est défini comme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenue apres I'extractionaenlasse de la matiere végétale seche utilisée. Il

est calculé par I'équation V.6.

Ou,
Myg : La masse d’huile essentielle (g).

Mg: La masse de la matiere végétale séche (g).
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V.7. Analyse des huiles essentielles

Dans le but d’identifier la composition chim& des huiles essentielles extraites par les
différentes méthodes, nous avons analysé ces lagshemntielles par chromatographie en phase
gazeuse couplée a un spectrometre de masse (GA/BESFonditions opératoires sont données

au tableau V.5.

V.7.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse est unkodeé d’analyse par séparation qui
s'appligue aux composés gazeux ou susceptiblesred'@aporisés par chauffage sans

décomposition.

Elle permet ainsi d’analyser des mélanges téediement tres complexes de natures et de

volatilités tres diverses [114].

Un appareil de CPG réuni dans un bati uniguée les trois modules classiques, injecteur,
colonne et détecteur, un four thermostaté qui pedaeoorter, si nécessaire, la colonne a une
température élevée. La phase mobile qui entra@obdintillon dans la colonne est un gaz, appelé
gaz vecteur. Les débits, controlés avec précigiermettent une grande répétitivité des temps de
rétention [115].

V.7.2. Chromatographie en phase gazeuse couplé@a&apectrométrie de masse (CG/MS)

Le couplage GC/MS est la combinaison de deaRrtiques analytiques puissantes, a savoir :
la chromatographie en phase gazeuse qui sépacengsosés d’'un mélange et le spectrometre
de masse qui fournit les informations nécessaims {a détermination structurale de chaque

composeé [114].
v Le principe de fonctionnement

Les constituants de I'échantillon a analysmrtgi’abord séparés sur la colonne de la CPG,
puis introduit séparément dans le spectrométre desenou se passe la fragmentation des
molécules. Cette fragmentation se produit lors ddombardement sous vide par des électrons
d’énergie contrblée. La séparation des ions amsnés, faite selon leur rapport masse/charge

dans un tube analyseur, constitue le principe de ba la spectrométrie de masse.
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v" Indices de rétentions

L'indice de rétention introduit par Kovats dames conditions isothermes. Une approche des
indices de rétention en programmation de tempé&raugté établie par Van Den Dool et Cratz
(Equation V.7).

Pour les mémes conditions opératoires, onct@jein mélange constitué de composeés
appartenant a une série homologue de n-alcaneshrogatogramme obtenu va permettre de
calculer 'indice de Kovats ou I'indice de Van DBool et Cratz dépendant de la programmation

de la température.

tr(x) — tr(n)

KIy = 100 100
X nt tr(n+1) —tr(n) "

e (VU7)

Ou,
tr(x) : temps de rétention de soluté (x) étudie.
tr (n) : temps de rétention de I'alcane a n atomeatbone qui précede x.
tr (n+1) : temps de rétention de I'alcane a (n+thjre de carbone qui suit x.
z : différence du nombre d’atomes de carbones &drdeux alcanes.
Avec : tr(n) <tr(x) <tr (n+1).

Nous avons procédeé a I'analyse des huilesgslies de I'inule visqueuse obtenues pour les
lots CO et C2 par chromatographie en phase gazemgglée a la spectrométrie de masse
(GC/MS).

Le tableau V.3 montre toutes les conditions chrograiphiques.

42



Chapitre V

Matériels et méthodes

Tableau V.3.Conditions d’analyse par CG/SM de I'huile esseldide 'inule visqueuse.

Lot CO Lot C2
Appareille HP 6890 GC HP 6890 GC
HP5 MS HP5 MS
Colonne

(30 m x 0.25 mm x 0.32 um)

(30 m x 0.25 mm x 0.32 um)

Energie d’ionisation

%— Température de Injecteur : 250°C Injecteur : 250°C
© I'injecteur
(@)
o
© Colonne :
S Tempeérature de la s o Colonne : 60°C a 250°C
b= colonne 60°C a 280°C araison dey raison de 2°C /min
© 2°C /min
Hélium Hélium
Gaz vecteur . . _ _
Débit : 1,2 ml/min Débit : 1,5 ml/min
Volume injecté 0,2 ul 0,3 ul
g Appareille HP 5973 MS HP 5973 MS
% o Interface : 280°C Interface : 280°C
()
g é Température Source : 230°C Source : 230°C
g)_ Quadripble : 10°C Quadripéle : 10°C
n

70 eV

70 eV

V.8. Etude qualitative de [lactivité antimicrobienne de lhuile essentielle de linule
visqueuse

L’effet inhibiteur de I'huile essentielle dable visqueuse sur les microorganismes testés est
évalué par la méthode de diffusion sur un milielidsoappelée aussi aromatogramme ou
méthode des disques. Il s’agit d’'une méthode eremgélosé a I'agar réalisée dans une boite de

pétri.

Le contact se fait par I'intermédiaire d’'usglie absorbant sur lequel on dispose une quantité
donnée d’huile essentielle.

V.8.1. Principe

Le principe de la méthode est tiré du titralgs antibiotiques « Pharmacopées Européenne
2002 » et validé par le laboratoire de microbiaady CRD Saidal
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Cette méthode consiste a mettre en évidenee awentuelle activité antibactérienne et
antifongique ou les deux a la fois de I'huile essdle, en la mettant en présence des germes
testés, dont la concentration est ajustée’a 16 germes / ml avec un spectrophotométre UV

visible.

Des disques absorbants stériles de 9 mm impséd’huile essentielle sont déposés sur une
gélose inoculée avec les souches testées. Laidiifde I'huile essentielle dans la gélose permet
d’inhiber la croissance des germes toute au toutistjue; ce qui permet d’avoir comme résultat
positif aprés incubation une zone claire et diséreutour du disque, appelée « Halo ou Zone
d’inhibition » et la lecture se fait par la mesules diametres des zones d’inhibition obtenues

pour chagque souche comme il est illustré dangladiV.4.

Boite de Pétri
Souches test

Milieu de culture gélosé
(Agar)

Dis que imbibe
d’huile
essentielle

Croissance
microbie nne

Figure V.4. lllustration de la méthode des aromatogrammes sitlelde pétri.

V.8.2. les souches microbiennes choisies
Les souches microbiennes utilisées provienaenta collection ATCC du laboratoire de

microbiologie du C.R.D Saidal.

Notre choix s’est porté sur 04 souches bamtégs, 02 gram+ et 02 grarat 02 levures. La
signification de Gram est définie dans I'annexe A.%ssai d'inhibition a été réalisé sur des
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cultures jeunes. Le tableau V.4 regroupe la list® sbuches microbiennes testées ainsi que leur

caractéristique. Les propriétés de ses souchesienntes en annexe (A.5)

Tableau V.4Caractéristigues des souches testées.

Nom de la souche N° ATCC Gram
Bacillus subtilis 9372 +
Staphylococcus aureus 6538 +
Pseudomonas aeruginosa 9027 -
Echerichia colli 4157 -
Saccharomyce cerevisiae 2601 /
Candida albicans 24433 /

ATCC : American Type culture Collection.

Gram : Type de coloration.

V.8.3. Protocol expérimental

a. Préparation de la premiére couche de milieu

on fait fondre les deux milieux de culture MwHinton (pour les bactéries) et Sabouraud
(pour les levures) dans un bain marie a 95°C, poiverse aseptiquement dans les boites de
pétri de 90 mm de diametre une couche a raisonOdel2par boite avec trois répititions par

boite. On laisse refroidir et solidifier sur la jesse.
b. Préparation de I'inoculum
* Pour les bactéries

A partir d’'une culture jeune de 18h, on réaliles suspensions en prélevant 3 a 5 colonies
bien isolées, qu'on dépose dans 5 a 6 ml d'eauiglogsque stérile, puis on agite au vortex

pendant quelques secondes

Pour le calcule de la transmettance, on atilis spectrophotométre réglé sur une lonqueur
d’'onde de 620 nm. La transmittance doit étre eRBébo et 32 % (sauf poBtaphylococcus
aureusqui doit étre comprise entre 30 % et 40 %), cecguiespond & une concentration dé 10

a 10 germes /ml
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* Pour les levures

La préparation pour les levures est la ménee aplle pour les bactéries sauf que, pour les
levures, la culture doit étre jeune de 48h et quieansmettance doit étre entre 2 % et 3%, ce qui

correspond & une concentration déaa¢ germes /ml.

Si la valeur de la transmittance n’appartigas aux intervalles notés ci-dessus, on ajuste la
concentration, soit en ajoutant des colonies & edt inferieure a la valeur minimale, soit de
I'eau physiologique si elle est supérieurs a l&wamaximale. L'inoculum doit étre utilisé dans

les 15 minutes qui suivent sa préparation.
c. Préparation de la deuxieme couche du milieu

On fait fondre les deux milieux de culture MuHinton et Sabouraud dans un bain marie a
95°C, puis on les refroidit jusqu'a atteindre uampérature de 45°C. Des flacons en verre
stériles sont remplis avec 50 ml de Muller-Hintauples bactéries et 50 ml de Sabouraud pour
les levures, ceci pour chacune des souches. 206 ¢ghague suspension sont ensuit prélevé pour
ensemencer les milieux de culture, puis on agiteusiéement les flacons et on transvase
rapidement 5 ml de chaque milieu inoculé en deugiguouche sur la surface des boites
contenant déja la premiére couche de gélose. Om régidement la seconde couche en faisant
pivoter la boite sur elle-méme pour avoir undaxe uniforme, et enfin en laisse solidifier sur

la paillasse.
d. Deépbt des disques

Les disques en cellulose stérile de 9 mm aenéeire, imbibés d’'une quantité d’huile
essentielle a tester, sont déposés sur la surfata gélose, puis laissés sur la paillasse pendant
30 mn. Incubation s’effectue a 37 °C pendant 24&dwpour les bactéries et 25°C pendant 48

heures pour les levures.
e. Lecture

Le diamétre des zones claires autour des ess(@one d’inhibition) est mesuré a I'aide d'un
pied a coulisse.
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V.9. Etude de I'activité antioxydante de I'huile esentielle

L’effet antioxydant de I'huile essentielle de I'ieuvisqueuse est évalué par la méthode de
réduction du radical libre DPPH.

V.9.1. Principe

Le DPPH (figure V.5) est un radical stable,présente en solution une absorption
caractéristique a 517 nm qui lui confere une caoionaviolette. Cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit par un camgteuadicaux libres. On peut résumer cette

réaction par I'égquation suivante :
DPPH + (AH), — DPPH-H + (A), PN A S) |

Ou (AH) n représente un composé capable de cédeydrogéne au radical DPPiolet)
pour le transformer en molécule DPPH-H [115].

@15@ @gﬁ@

DPPH (radical libre) DPPH (non radical)
Figure V.5. Forme libre et réduite du DPPH15].

V.9.2. Mode opératoire
Le protocole appliqué est celui mis au poant idazit (2008) [117].

a) Préparation de la solution alcoolique de DPPH
Le DPPH est solubilisé dans I'éthanol pour eviranne solution de 24 mg/l.
b) Préparation des solutions d’échantillons

Pour les huiles essentielles, trois solutiomisété préparées dans I'éthanol a raison de 20, 40
et 40 g/l respectivement pour les échantillons kt B. Ces solutions dites solution méres,

subiront ensuite des dilutions pour en avoir défdes concentrations (Tableau V.5).
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Pour le BHA, qui serre comme un témoin pasitife solution de 3g/lI (échantillon 4) a été
préparée dans ['éthanol. Cette solution a subit distions pour en avoir différentes
concentrations (Tableau V.5).

Tableau V.5. Concentrationsdes solutions testées pour I'activité antioxydante

Les échantillons| Echantillon Echantillon | Echantillon | Echantillon
n° 1 n° 2 n°3 n°4
4 4 0,3
0,6
Concentrations 8 16 16 1,2
(g /) 12 24 34 1,8
16 32 32 2,4
20 40 40 3

Echantillon n° 1 : huile essentielle obtenue par Hgodistillation de lot B1
Echantillon n°2: huile essentielle obtenue par eatnement a la vapeur d’eau de lot B2
Echantillon n°3 : huile essentielle obtenue par Hyatlistillation de lot B2.
Echantillon n°4 : BHA.

c) Protocole expérimental

Dans des tubes secs, on introduit 975 ul deolation de DPPH qu'on a mesuré son
absorbance A puis on ajoute 25 pl de la solution a testerla®se le mélange a incuber a I'abri
de la lumiére et a la température ambiante per@amin, aprés on mesure son absorbance A
Pour chaque concentration le test est répété 3lfaiséduction de DPPH s’accompagne par le
passage de la couleur violette a la couleur jalaelecture est effectuée par mesure de

I'absorbance a 517 nm par un spectrophotometre idfle.

L’activité antioxydante est donnée par I'édumaty.9.

Ao — Ae

Ay, = ¥ 100 i enn e erand (V.9)

0

Les valeurs ont été exprimées par moyenneoie rhesures + écart type. Les valeursigle

ainsi que les concentrations des échantillons afagsit de DPPH sont données en annexe
(A.6).
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L'inule visqueuse est une plante vivace quitrseive en Algérie, afin de contribuer a la
valorisation de cette plante nous nous somme Baésea I'extraction de ces huiles essentielles
par entrainement a la vapeur d’eau et par hydiddigin.

VI.1. localisation des organes de sécrétion des has essentielles de feuille de I'inule
visqueuse

Les observations par microscope photoniquecdepes transversales mettent en évidence
des poils glandulaires unicellulaires et pluricelite (Figure VI.1) et des poils sécréteurs

pluricellulaires (Figure V1.2) sur la surface deféaille. Donc les feuilles de I'inule visqueuse

ont des sites exogenes.

Nous avons également des cellules sécrétendegenes d’huile essentielle (Figure VI1.2)
gu’on observe a la surface de la coupe.

Figure VI.1. Coupe transversale d’une feuille de l'inule visgsemet en évidence
des poils sécréteurs unicellulaire et pluricellu&a(25x3,2).

a : Poil glandulairepluricellulaire ; b :poil glandilaire unicelulaire ; c :cellules sécrétrices
1: La cuticule ; 2 et 4 :Cellule épidermique deflace superieur et inferieur respectivement ; 3af@nchyme
palissadique chlorophylien.
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Figure VI.2. Coupe transversale d’une feuille de I'inule visgsemet en évidence
des poils sécréteurs pluricellulaires (25%3,2).
d : Poil sécréteur pluricellulaire

VI.2. Etude de la cinétique de séchage de la mat@végétale

Pour I'étude de la cinétique de séchage dadlele de I'inule visqueuse, on a tracé la
variation de la teneur en eau (W) donnée par I'tgogV.1) et (V.2) en fonction du temps de
séchage pour les différents cas (Figure VI1.3).\asurs donnant cette variation sont regroupées

dans les tableaux en Annexe (A.3).

Par dérivation des courbes de séchage déttigaalution de la teneur en eau en fonction du
temps, nous avons déterminé les courbes des \dtdeswechage en fonction du temps qui seront
représentées par la figure VI.4.

Les valeurs donnant les vitesses de séchadenetion du temps sont regroupées dans les
tableaux en Annexe (A.3).

50



Chapitre VI Résultats et discussions

S T T T T T T T T
1" m Avril SCA ]
ad Y e Juin SCA i
| A QOctobre SCA
3_E = v Avril CA i
- v ]
; 24 e . 1
A .
] o
14 - ’
f 1 v ]
T | |
| el .lusEETeFesscccs

L) l L) L)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Temps (Jours)

Figure VI.3. Evolution de la teneur en eau des feuilles de Knisqueuse

en fonction du temps
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Figure VI.4. Evolution de la vitesse de séchage des feuilldéndée visqueuse
en fonction du temps.
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Les différentes courbes de séchage obterfigeses VI.3 et figures VI.4) montrent I'allure
décroissante de la teneur en eau et de la vitessséchage en fonction du temps. Elles
confirment aussi I'absence de la phase transiteirea phase de séchage a vitesse constante
lorsque le produit est en feuille, et la présenogue de la phase de séchage a vitesse
décroissante comme dans de nombreux cas de proggétaux [118, 119]. Dans cette phase

décroissante, on distingue deux périodes.

* Premiere période : cette phase est caractériségnpatdécroissance rapide de I'humidité
de la matiere végétale correspondant a I'évaparatiperficielle de I'eau.

» Deuxieme période : Il y a disparition totale dealiesuperficielle. Dans ce cas, la vitesse
de séchage s’approche de zéro, elle dépend uniqueimda vitesse de diffusion de I'eau

interne vers la surface de la matiére végétale.

Finalement, la vitesse de séchage s’annule lofdgumidité d’équilibre W, est atteinte.

VI.2.1. Influence de la température ambiante sula vitesse de séchage

La vitesse de séchage augmente quand la tatnprambiante croit et par conséquent la
teneur en eau des feuilles de linule visqueuseirdien considérablement (Figure VI.5). Ce
résultat est en accord avec d’autres travaux ssédbage solaire des produits agroalimentaires
[120].

VI.2.2. Influence du courant de l'air sur la vitesse de séchage

La vitesse de séchage croit est variable stiigae le séchage est réalisé avec ou sans
circulation de l'air et par conséquent la teneurean des feuilles de l'inule visqueuse diminue
considérablement (Figure VI.6). Ce résultat esaerord avec d'autres travaux sur le séchage

solaire des produits agroalimentaires [120].

Les valeurs donnant les vitesses de séchafenetion de la teneur en eau sont regroupées

dans les tableaux en Annexe (A.3).
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Figure VI.5. Evolution de la vitesse de séchage des feuillésndée visqueuse en fonction de la
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Figure VI.6. Evolution de la vitesse de séchage des feuillédndée visqueuse en fonction de la
teneur en eau dans un milieu sans circulation d&iavec circulation d’air.
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On a étudié expérimentalement le séchage el@fies de I'inule visqueuse. D’aprés ces
résultats, les courbes de séchage et les courleyvitdsses de séchage se caractérisent par
'absence de la®€ et la 2™ phase (phase de mise en température et phase dedae
constante). Le lieu de séchage (avec ou sans afimulde I'air) est un facteur qui influence la
vitesse de séchage; De méme, l'effet de la temyérat été observé, la vitesse de séchage

augmente avec la température de I'air asséchant.

Le lot de la matiere végétale séché sanslation d’'air a été utilisé pour I'extraction des

huiles essentielles par les deux méthodes (entn&inea la vapeur d’eau et hydrodistillation).

VI.3. Valorisation des huiles essentielles de I'ie visqueuse

VI.3.1. Cinétique de I'extraction des huiles esaéelles obtenues par entrainement a la
vapeur d’eau

Nous avons suivi I'évolution du rendement eilehessentielle de I'inule visqueuse au cours

du temps, lors de I'extraction par entrainemerat @apeur d’eau pour le lot CO.

La durée d’extraction est théoriguement lepgemécessaire a la récupération de la quasi
totalité de I'huile essentielle contenue dans l&tillon de la matiére végétale. Or, en pratique,
il est difficile de récupérer toute I'huile. Ce tpsmcorrespond alors au moment auquel nous

n’observons plus d’huile dans le distillat. Il déténe aussi la fin du processus d’extraction.

Le rendement en huile essentielle obtenueeprainement a la vapeur d’eau est d’environ
0,26%. Les variations du rendement en huile essdemtreprésentées par la figure VI.7 montrent
gue le palier n'est pas atteint apres cing heumdrdctions, donc il reste encore de I'huile dans
la plante. Le rendement augmente rapidement dusaptemiére heure, ou plus de 39% de
I’huile sont extraite, son évolution est moins intpate par la suite. Pour notre étude, on a choisi

quatre heures et demie comme temps d’extraction.

Les observations des coupes au microscopguaptiont montré que les sites renfermant
I'huile essentielle sont de deux types (exogenendbgéne). Pour cela la durée d’extraction est

longue.

La premiere étape d’extraction serait congaearé huiles essentielles située a la surface, elle

se termine par I'extraction des huiles qui se gifue profondément dans la feuille.
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Figure VI. 7. Evolution du rendement de I'huile essentielle ercfion du temps.
VI.3.2. Extraction des huiles essentielles par gainement a la vapeur d’eau

Les essais de I'extraction par entrainemdatweapeur d’eau ont été menés en fixant le temps

d’extraction a quatre heures et demie.

Le tableau VI.1 présente les résultats quatifit obtenus lors de l'extraction de I'huile
essentielle de I'inule visqueuse par entraineméatvapeur d’eau des différents lots.

Tableau VI.1Rendements en huile essentielle obtenus pour eliffélots.

Région N° de lot Rendement (%)
Co 0,50
CHERCHELL C1 0,73
Cc2 1,03
Bl 0,19
BAB-EZZOUAR
B2 0,80

D’aprés ce tableau on remarque que les renasnes plus élevés sont obtenus par les lots
C2 et B2 (période de juillet) avec des pourcentaige$,03 et 0,8 respectivement. Pour la méme
de la cueillette (lot C1 avec lot B1 et lot C2 avet B2), la région de Cherchell donne les

meilleurs rendements avec 0,73 et 1,03 respectinepaair les lots C1 et C2.
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Le rendement obtenu est généralement supéteweux obtenus dans d’autres études. En
effet, De Laurentis et al. (2002) ont montré queule visqueuse cultivée en Turquie, présente
un rendement de 0, 35 % [110]. Quand a Robert&0)2@e dernier a eu un rendement de 0,3 %
pour I'inule visqueuse cultivée en France [121]nule visqueuse cultivée en Algérie renferme
un rendement de 0,45 % [86].

V1.3.3. Extraction des huiles essentielles par Hyddistillation

Les essais de I'extraction par hydrodistilatont été menés en fixant le temps d’extraction a
guatre heures et demie.

Le tableau VI.2 présente les résultats quatifit obtenus lors de l'extraction de I'huile
essentielle de I'inule visqueuse par hydrodistolatdes différents lots.

Tableau VI.2Rendements en huile essentielle pour difféerenss lot

Région N° de lot Rendement (%)
C1 0,28
CHERCHELL
C2 0,35
Bl 0,15
BAB-EZZOUAR
B2 0,22

Nous remarquons une variation des rendenggntsnction de la période et de la région de la

cueillette. La région de Cherchell donne le meillemndement.

Perez Alonso et al (1996) ont montré que lénuisqueuse cultivée en lItalie, présente un
rendement de 0,2 %. Par ailleurs [83], Haoui ef28l11) ont montré que linule visqueuse
cultivéee en Algérie renferme un rendement de 0,15[8%4]. Les résultats obtenus par

hydrodistillation dans le présent travail restemuiche de ceux cités précédemment.

Le suivi du rendement de I'huile essentieliéenu par les deux méthodes d’extraction, pour
les lots C1, C2, B1 et B2 sont présentés par ladiy|.8.

Les résultats obtenus montrent que le rendeotgenu pafentrainement a la vapeur d’eau
est supérieur a celui obtenu par hydrodistillatmmur les deux régions, ce résultat est plus
remarguable pour I'essai du lot C2. Cela permetadmclure que I'entrainement a la vapeur
d'eau est le meilleur procédé qui permet I'obtemtid'une plus grande quantité d’huile

essentielle pour I'inule visqueuse.
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La variation du rendement pourrait étre atié a I'origine géographique de la plante, a la
technique d’extraction et aux facteurs climatiqueais également a la période de cueillette de la
matiére végétale [121].
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Figure V1.8. Rendements en huile essentielle pour chaque lohagfue procédé d’extraction.
EVE : entrainement a la vapeur d’eau ; Hyd : hydradillation.

VI.3.4. Détermination des propriétés organoleptiqes de I'huile essentielle de linule
visqueuse

Les résultats obtenus apres l'appréciation detered organoleptiques de [I'huile
essentielle de I'inule visqueuse sont regroupés tatableau VI.3.

Tableau VI. 3Propriétés organoleptiques de I'huile essentiadl€idule visqueuse

s . Huile essentielle de l'inule
Propriétés organoleptiques :
visqueuse
Aspect Liquide visqueux
Couleur jaune pale
Odeur Forte
Flaveur Pigquante
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VI.3.5. Analyses qualitatives des huiles essenlis de I'inule visqueuse

L'identification des constituants de I'huilesentielle de l'inule visqueuse a été réalisée en
utilisant la chromatographie en phase gazeuse éeupla spectrométrie de masse pour les lots
CO et C2.

VI.3.5.1.Composition chimique de I'huile essentielle de l'inle visqueuse de lot CO

On a pu identifier 10 constituants représem&rB8 % de lot CO obtenu par entrainement a la
vapeur d’eau. Les résultats de I'identification desnposés de lot CO sont regroupés dans le

tableau VI.4. Le chromatogramme de I'huile essflietiest représenté dans la figure VI.9.

On remarque que le E-Nerolidol est un compuosgoritaire avec 60,03 %.de méme nous
avons 14, 04 % de Fokienol et 11,88 % de 12-Caydackesma-3, 11 (13) diéne.

Tableau VI.4. Les constituants de Il'huile essentielle d’Inulequisuse de lot CO par
entrainement a la vapeur d’eau.

Teneur
Constituants KI ¢chaniton | relative _ Mét_h_Ode_ Références
%) d’identification
1. 1,8- Cineole 1016 1,87 MS, IK [123]
2. B-Funebrene 1412 0,06 MS, IK [123]
3. E-Nerolidol 1552 18,48 MS, IK [123]
4. Caryophyllene oxide 1582 3,04 MS, IK [123]
5. Fokienol 1596 14,04 MS, IK [123]
6. Selina-6-en-4-ol 1620 1,88 MS, IK [123]
7. a-Eudesmol 1646 1,08 MS, IK [123]
8.12-Carboxyeudesma-3, 11 (13) diene 1912 11,88 MS [123]
9. Manool 2054 2,04 MS, IK [124]
10.Pentacosane 2494 2,76 MS, IK [123]
Sesquiterpenes oxygénés : 50,4 %
Autres : 9,63 %
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Figure VI.9. Chromatogramme de I'analyse par CG/SM de I'huilgessielle de I'inule
visqueuse de lot CO.

VI1.3.5.2. Compositionchimique de I'huile essentielle de I'inule visquewsde Lot C2

» Par entrainement a la vapeur d’eau

L’analyse par GC/MS montre que l'huile essdldi obtenue lors de I'extraction par

entrainement a la vapeur d’'eau est fortement ramel2-Carboxyeudesma-3, 11 (13) diene

(39,16%). D’apres le tableau VI.5 la plus part demposés identifiés de cette huile sont des

sesquiteréne oxygénés. Le chromatogramme est ¢ghamre figure VI1.10.

59



Chapitre VI Résultats et discussions

Tableau VI.5. Les constituants de l'huile essentielle d'inulequisuse de lot C2 par
entrainement a la vapeur d’eau.

Teneur
Constituants Kl ¢chantilon | relative _ Mét_h_Odef Références
%) d'identification
1. Limonene 1025 0,02 MS, IK [123]
2. Lavender lactone 1039 0,02 MS, IK [123]
3. Linalool 1098 0,03 MS, IK [123]
4. 2 E- Decenal 1276 0,07 MS, IK [123]
5.a-Ylangene 1359 0,07 MS, IK [123]
6. a-Copaene 1363 0,09 MS, IK [123]
7. B-Longipinene 1401 0,06 MS, IK [123]
8. 6,9-Guaiadiene 1423 0,08 MS, IK [123]
9.y- Gurjunene 1470 0,17 MS, IK [123]
10.a-Copaen-11-ol 1532 0,42 MS, IK [123]
11. E-Nerolidol 1569 19,92 MS, IK [123]
12. Caryophyllene oxide 1580 1,86 MS, IK [123]
13. Fokienol 1604 7,66 MS, IK [123]
14.Selina-6-en-4-ol 1623 1,43 MS, IK [123]
15.a-Eudesmol 1659 1,41 MS, IK [123]
16. E-Isovalellcellol 1786 0,42 MS, IK [123]
17.12-Carboxyeudesma-3, 11 (13) diene 1920 39,16 MS [124]
18. Pentacosane 2950 0,32 MS, IK [123]
Sesquiterpenes oxygéneés : 72,28 %
Alcane : 0,93
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Figure VI.10. Chromatogramme de I'analyse par CG/SM de I'huilgeesielle de l'inule
visqueuse de lot C2 par entrainement a la vapeeaa’

» Par hydrodistillation

L’analyse chromatographique a fourni le chromatogre de la figure VI.11. Les résultats de
cette analyse sont récapitulés dans le tableau @ir6a pu identifier environ 63,65 % de la

composition avec un pourcentage trés €leve en Bhdel (31,45 %).
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Tableau VI.6. Les constituants de I'huile essentielle d’Inulsquieuse de lot C2 par

hydrodistillation.

Teneur
Constituants IR &chanillon relative ) Mét_h_Ode\ Références
%) d’identification
1. Cineole 988 0,06 MS, IK [123]
2.Limonene 1024 0,03 MS, IK [123]
3. Linalool 1098 0,04 MS, IK [123]
4. Carvone 1229 0,03 MS, IK [123]
5. a-Ylangene 1359 0,07 MS, IK [123]
6. a-Copaene 1363 0,05 MS, IK [123]
7.B-Longipinene 1401 0,05 MS, IK [123]
8. 6,9- Guaiadiene 1422 0,09 MS, IK [123]
9. Cabreuva oxide A 1441 0,29 MS, IK [123]
10.Cabreuva oxide B 1460 0,23 MS, IK [123]
11.y Gurjunene 1470 0,20 MS, IK [123]
12.a-Copaen-11-ol 1532 0.64 MS, IK [123]
13. E-Nerolidol 1565 31,45 MS, IK [123]
14. Caryophyllene oxide 1577 3,34 MS, IK [123]
15. Fokienol 1601 14,25 MS, IK [123]
16. Selina-6-en-4-ol 1620 2,00 MS, IK [123]
17.0-Eudesmol 1657 2,4 MS, IK [123]
18. E-Isovalellcellol 1785 0,38 MS, IK [123]
19.12-Carboxyeudesma-3, 11 (13) diene 1910 8,05 MS [124]

Sesquiterpenes oxygénes : 63,03 %

Autres : 0,62 %
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E-Nerolidol

/

1. HE+O7
1.68=+07
1.4de+07

1.2e+07 .
Fokienol

1=+07 /

BE0O000

6000000

4000000 12-Carboxyeudesma-3, 11 (13) diéne

/

5.08 10.00 15.00 EI]I]I] EEDD EDDD 35!]!] d.l]l]l] d.EI]I] 50.08

2000000 |U

- -

Figure VI.11. Chromatogramme de I'analyse par CG/SM de I'huilgeesielle de l'inule
visqueuse de lot C2 par hydrodistillation.

D’aprés la figure VI.12, on remarque que lesirpentages des composées extraits sont en
fonction du procédé d’extraction. L'extraction d@-Carboxyeudesma-3, 11 (13) diene est
favorisé par I'hydrodistillation par contre I'enin@ment a la vapeur d’eau favorise I'extraction
de E-Nerolidol.

La figure VI1.13 montre que la teneur en aci@Carboxyeudesma-3, 11 (13) diéne est tres

importantes dans I'huile essentielle extraite deCld, et le lot CO est riche en E-Nerolidol.
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Figure VI.12. Les pourcentages relatifs des composés majoritaiesshuiles essentielles

obtenues par les deux procédés de lot C2.
EVE : entrainement a la vapeur d'eau ;
Hyd : hydrodistillation.
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Figure VI.13. Les pourcentages relatifs des composés majoritaiesshuiles essentielles

obtenues par entrainement a la vapeur d’eau d€Met C2.
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VI.3.5. 3. Les Principales familles chimiques decomposés identifiées

D’apres les résultats représentés dans ledabV/I1.7 on remarque que les monoterpéenes

hydrocarbonés et les sesquiterpénes hydrocarb@méanstitués en faible quantité dans nos
huiles essentielles.

Les acides représentent une fraction variantree 8,05 % et 39,16% constituée
essentiellement de l'acide12-Carboxyeudesma-313jldiene.

Les alcools constituent une fraction imporades huiles essentielles obtenues dont les
valeurs oscillant entre 31,29% et 51,12%.

Tableau VI.7.Principales familles des composes identifiés.

Lot CO Lot C2
EVE EVE Hyd
Monoterpénes hydrocarbonés 0 0,02 0,03
Sesquiterpenes hydrocarbonés 0,06 0,47 0,46
Acide 11,88 39,16 8,05
Oxydes 4,77 1,86 3,92
Alcools 37,52 31,29 51,12

VI.4. Evaluation de I'activité antimicrobienne deshuiles essentielles de I'inule visqueuse

L’évaluation du pouvoir antimicrobienne a éféectuée pour I'huile essentielle de lot CO.
Nous avons choisi les micro-organismes selon faodigilite.

Les résultats de l'activité antimicrobienneragre extrait obtenus par mesure de la moyenne
des diamétres d’inhibition de la croissance mianohbe sont reportés dans le tableau VI.8. Les
illustrations sont données par les figures VI. §116).

Figure VI.14. Zones d'inhibition de I'huile essentielle d'inulsgueuse sur les bactéries gram +.
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Figure V1.16. Zones d'’inhibition de I'huile essentielle d’inulsgueuse sur les levures.

Tableau VI1.8.Etude de l'activité antimicrobienne de I'huile egssle de I'inule visqueuse.

Diametres | Pouvoir antimicrobien
Souches d'inhibitions de 'HE
(mm) « Chapitre (11.1.1) »
+ Staphylococcus aureus 36 Fortement inhibitrice
£
g
o O Bacillus subtilis 56 Fortement inhibitrice
‘@
g
m . Escherichia coli 11 Légerement inhibitrice
S
g Pseudomonas
o . 9 Non inhibitrice
aeruginosa
0 Candida albicans 11 Légerement inhibitrice
[}
2
g Sacchar.o.myces 11 Légérement inhibitrice
cerevisiae
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Les résultats montrent que notre huile essiémth un effet inhibiteur sur toutes les souches

testées a I'exception déseudomonas aeruginasa
» Bactéries a Grampositif

D’apreés les résultats obtenus et en se rdfé@rféchelle citée par Meena et Sethi (1994) [52]
et Ela et al (1996) [53] on constate que I'huilsesgielle d’'inule visqueuse a une forte action
inhibitrice sur les 2 bactéries étudiéeStaphylococcus aureust Bacillus subtilisavec des
diamétres d’inhibition de 56 mm et 36 mm respectigat.

» Bactéries a Gramnégatif

La soucheEscherichia colis’est avérée |égérement sensible a l'action deenbtile

essentielle avec un diamétre d’inhibition de 11 mm.

ConcernanPseudomonas aeruginosae résistance a I'huile essentielle a été corestatéc

un diamétre d’ihibition de 9 mm.
= |Les levures

Candida albicanst Saccharomyce cerevisiaant montré une légere sensibilité vis-a-vis
I'huile essentielle de l'inule visqueuse avec uantiétre de zone d’inhibition qui est égale a 11

mm.

Les résultats obtenus confirment les hypotheseséaim paiSmith-Palmeret al (2001) ; la
forte sensibilité des bactéries Grawmis-a-vis de notre huile essentielle et contragetra celle
obtenue par les bactéries Grapeut s’expliquer par la différence de la struetde la paroi
constituant les différentes bactéries GranGran{125].

La paroi des Gram- présente une structurefpiagmais plus complexe que celle des Gram+.

La paroi Gram- est dotée d’'une membrane extguncrée une barriere impermeéable tandis

que les Gram+ en sont dépourvues.

Le résultat obtenu par notre étude sur I'@étigntimicrobienne de I'huile essentielle s’avere
tres intéressant car d’aprés Smith-Palmexl ¢2001) laStaphylococcuaureusest une bactérie
a Gram positif responsable des infections des qlae la peau et du sang et trés résistante aux
antibiotiques [125]. Donc I'application de I'huilessentielle de l'inule visqueuse contre cette
bactérie sera positive.
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De méme, pour la bactéacillus subtilis nous observons un diameétre d’inhibition de 56
mm obtenu par I'huile essentielle de cette plaG&tte bactérie peut contaminer les aliments et
provoquer une intoxication alimentaire. Donc I'apation de I'huile essentielle de linule

visqueuse comme ardme des aliments peut étre\mositi

VI.5. Evaluation de I'activité antioxydante des hules essentielles de I'inule visqueuse

L’évaluation du pouvoir antioxydant a été r&a pour I'huile essentielle de lot B1 obtenue
par hydrodistillation et celle du lot B2 obtenuer matrainement a la vapeur d’eau et par
hydrodistillation ainsi que pour I'antioxydant skigtique (BHA).

Les résultats obtenus sont regroupés darfglaes VI. (17 a 20).Les valeurs donnant cette

variation sont regroupées dans les tableaux enx@an@e5).
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Figure VI.17. Activité antioxydante de I'huile essenssielle dBlextraite
par hydrodistillation.
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Figure VI1.18. Activité antioxydante de I'huile essentielle deB@textraite
par entrainement a la vapeur d’eau.
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Figure VI.19. Activité antioxydante de I'huile essentielle deB@textraite par
hydrodistillation.
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Figure VI.20. Activité antioxydante du témoin BHA.
Toutes les huiles essentielles testées pefsenne activité antioxydante pour toutes les

concentrations

étudiées. Cette activité augmentdednent avec la concentration en huile

essentielle de I'lnule visqueuse. Mais cette ativeste faible par rapport a celle obtenue par le

BHA.

Nous constatons que le pouvoir antioxydant dwesles essentielles obtenues par

hydrodistillation est nettement plus important quedui obtenu par entrainement a la vapeur

d’eau. En effet, pour la concentration de 1000nigttivité antioxydante sont de 27,78% et

40,96% respectivement pour les huiles essentieltraites par entrainement a la vapeur d'eau

et par hydrodistillation.

Selon les figures VI. (17 et 19), le pouvantioxydant varie avec la période de la cueillette

L’activité la plus élevée est obtenue pour IeBt(fin Mai) suivi du lot B2 (mi Juillet).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L'inule visqueuselula viscosalL. Aiton) est une plante largement répandue endhote
dans notre pays et dans le reste du bassin médiéem. Une meilleure connaissance de cette
plante du point de vue de sa composition chimiduieeces éventuelles propriétés contribuerait

a sa valorisation dans les secteurs agro-industgtgbharmaceutiques.

Dans la premiéere partie de notre travail ukie histologiqgue au microscope photonique des
feuilles de l'inule visqueuse, révele la préseneegdils sécréteurs, des cellules sécrétrices, des

poils glandulaires unicellulaires et pluricellukair

Les courbes de séchage et les courbes dasestele séchage se caractérisent par I'absence
de la £ et la 2™ phase (phase de mise en température et phaseitieske constante). Le lieu

et la température de séchage sont des facteunsfiyj@incent sur la vitesse de séchage.

Dans la seconde partie on s’est intéresséxrdiction des huiles essentielles de l'inule

visqueuse et a leur caractérisation.

Le procédé d’extraction par entrainement aapeur d’eau a donné un rendement plus éleve

par rapport a I'hydrodistillation pour les deuxids (Cherchell et Bab-Ezzouar).

Les rendements d’extraction trouvés pour @iore de Cherchell sont plus importants par

rapport a ceux de Bab-Ezzouar.

L’analyse par CG/SM de I'huile essentielle de I& & permis d’identifier environ 60,03 % de

composés. Le E-Nerolidol est le composé majoridémes cette huile essentielle.

L’'analyse des huiles essentielles de lot CR grarainement a la vapeur d'eau et par
hydrodistillation a permis d’identifier environ 23, % et 63,65% de la composition
respectivement. Les composés majoritaires desshedisentielles extraites par les deux procedés

sont des sesquiterpenes oxygéneés.

Dans la troisieme partie, on a évalué le pgakmntimicrobien et antioxydant de I'huile

essentielle de l'inule visqueuse.
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L’activité antimicrobienne de I'huile esselfitede I'inule visqueuse de lot CO a révélé que
cette huile essentielle est dotée d’une forte @étimhibitrice sur les bactéries a grarde degrés

moins sur les levures et tres faible sur les bestér gram

L’estimation de l'activité antioxydante desilbs essentielles et le BHA par le test de
I'inhibition du radicale DPPH et I'évaluation derspouvoir réducteur, révele que ces huiles ont

un pouvoir antioxydant faible par rapport a cel@iBHA.

Dans la continuité de ce travall, il serraitéressant d’étudier d’autres activités biologiques

comme l'activité anti-inflammatoire des huiles egssles de cette plante.

Il serait tres intéressant de quantifier lddl Gconcentration minimale inhibitrice) de ces

huiles et d’élargir la gamme des germes testés.

De méme, le recours a d’autres méthodes @detidn permettrait d’évaluer leurs influences

sur la composition chimique et les capacités biglogs.
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Annexe (A.1)
Annexe (A.1).Les périodes de séchgades, 127]

Si I'on soumet une matiere poreuse humide acdeslitions de séchage identiques dans le
temps, et quel que soit le mode de séchage, larteameliquide (eau) varie successivement de

trois maniéres, on distingue donc trois périodesathage
- Premier période : mise en régime de température.

- Deuxieme période : le flux d’évaporation est constu cours du temps, la teneur en eau

diminue linéairement avec le temps.

- Troisieme période : le flux d’évaporation diminusgressivement jusqu’au moment ou

I'air et la matiere sont en équilibre ; le séchageréte.
Le séchage peut étre suivi graphiquement par :

= Le tracé de I'évolution de I'humidité du solide femction du temps (Figure A.1.1).

» Le tracé de I'évolution de la vitesse de séchagediide en fonction du temps (Figure
A.1.2).

= Le tracé de I'évolution de la vitesse de séchagdoention de I'hnumidité du solide
(Figure A.1.3).

Période AB:c’est la mise en régime, elle correspond a uneogeérinitiale de
fonctionnement que connait toute installation eshdonc pas particuliere au phénomene de
séchage, c’'est donc la période de mise en équditmeempérature du solide humide. A la fin
de cette période, la quantité de chaleur absoréeke produit est égale aux frigories émies par

le liqguide en évaporant.

Période BC c’est la phase a vitesse de séchage constantenAeau, le phénomene se
ramene a un mouillage plu au moins complet de ttase. La masse de la matiére, n’a alors
aucune signification, étant donné que le liquidereli superficielle évaporé est remplacé
continuellement par une quantité equivalente duidig diffusant vers la surface, donc la
pellicule d’'eau a la surface se renouvelle treg bt ce phénomeéne est donc analogue a

I'évaporation d’'une surface liquide.
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Par suite du mouvement du liquide, il se probduiintérieur de la substance des différences
d’humidité d’ou il résulte une diminution de la é&am en humidité superficielle. Celle-ci reste
humide aussi longtemps que la force d’aspiratios ahpillaires suffit a amener rapidement de
I'intérieur la quantité d’humidité qui s’évapordaasurface, dans les conditions qui regnent dans
I'air ambiant. La température de la surface du pitoelst déterminée par la diffusion simultanée
de la chaleur et de la matiere. Durant cette périadpression de vapeur du liquide demeure
constante en dépit de la diminution de la teneudigeinde de la matiére.

Point d’inflexion C: lorsque la partie interne de la substance n'est plusceptible de
fournir a la surface la quantité d’humidité queirlast & méme de vaporiser, la vitesse de
séchage ralentie et donc la vitesse de diffusionapaissement progressif du taux d’humidité
devient inférieur a la vitesse d’évaporation erfaa@. Le point C est dit point critique.

Période CD : c'est la premier période de séchage a vitesse idéarte, elle correspond a
I'apparition des points secs en surface qui augemergvec le temps, le liquide qui s‘évapore en
surface est encore en forte proportion a I'étaeliPar suite de la diminution de la surface de
transfert, la vitesse d’évaporation diminue de fagonsidérable et linéairement avec I'humidité
du produit.

Période DE : a partir du point D, I'eau superficielle a totalethdisparue de la surface,
le processus de séchage n’est plu dominer paoleditons superficielles, mais par le mode de
répartition du liquide dans le matériau, qui dépdadsa structure, de sa forme, des dimensions,
etc. La migration du liquide capillaire a lieu sanfluence d’une différence de concentration

(diffusion en phase liquide) et d’'une différencepdession (diffusion en phase vapeur).

La vitesse de séchage dépend uniquedeid vitesse de diffusion du liquide vers la
surface du solide. Il y a disparition totale dwldg a I'état libre. Le segment DE correspond a la
seconde période de séchage a vitesse décroissante.

Le point E : correspond a une vitesse de séchage voisine Bleufidité produit est en
equilibre du point de vue tension de vapeur d@diuide de séchage : il s'agit pratiquement de

I’'humidité résiduelle a I'équilibre.

Le segment DE sur les deux premiéres courbes de la figure qoores au temps

nécessaire et suffisant pour un séchage optimal ldarconditions opératoires choisies.
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Annexe (A.2)

Annexe (A.2).Chromatographe de l'inule visqueuse a I'état fedisec (a I'air libre) (Moghrani
et all, 2009).
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Annexe (A.3)

Annexe (A.3).Evolution de la teneur en eau et de la vitesssédeage des feuilles de l'inule

visqueuse en fonction du temps.

* Feuilles récoltées au mois d’avril séchées sacslation d'air.

Temps W+ -
Gours) | M1 | Mo | Msof Wop Wo f Wa W | Gyt

1 5,8314| 6,0136 5,5584 6,2171 4,0971 3,5703 4,6282010| 1,4395

3,2201| 3,6583 3,2748 2,98%3 2,1008 1,6926 2,2396608| 0,8772

o
4,198 | 4,693 4,125p 4,19%5 2,9782 2,3921 3,1886199| 1,1843
8
D

2,5923| 2,66 | 2,237p 2,2083 1,2546 0,8401 1,4343016,| 0,6969

1,9606| 2,055 1,738 1,4265 0,7418 0,4290 0,8658100, 0,4856

1,4808| 1,6342 1,4248 0,8327 0,3852 0,1y15 0,463B374| 0,2291

1,4035| 1,4589 1,316 0,7370 0,2366 0,0822 0,351,8423| 0,0935

| oo~ |lw|N

1,0381| 1,4411 1,4053 0,2848 0,215 0,1555 0,2206647| 0,0605

10 1,0474| 1,4539 1,416 0,2963 0,2323 0,1643 0,231,0660 00-028

11 0,9677| 1,504¢6 1,4661 0,19Y6 0,2453 0,255 0,2250428| 0,0049

12 0,9773| 1,4643 1,4754 0,2095 0,2411 0,231 0,2238173| 0,0075

1
4

14 0,968 | 1,4536 1,4638 0,1980 0,2321 0,2036 0,210,2183| 0,0050
5

15 | 09626 14573 14685 0,1913 02352 02074 02108222| ; 1109

* Feuilles récoltées au mois d’avril séchées avealeition d’air.

Temps W+ -
Gours) | M1 | Mz | Ms | Wi p Wo f Wa | Wy Gyt
1 5 | 5371| 50244 47944 40215 38817 42825 04916560

]
2 | 35928 3,6924 13,7788 3,1686 2,4921 2,1137 2,575359| 1,4239
3 | 23881 24843 25048 1,765 13228 1,039 1,3818559| 0,9167
4 | 1,7408] 1,6098 1,969 10174 05892 06024 0,7432382| 04796
5 | 1,4045| 1,3837 1,645 0,6277 002937 03555 0,425677@| 0,2391
6 | 1,2455| 12568 142756 04434 01750 0,1763 0,269546| 0,0842
8 | 1,2324| 1,2474 1,4008 04282 0,162 0,1538 0,2484550| 0,0089
9O |12226| 12374 153891 04169 01569 01446 0,2394538| ; -,
10 | 1,2353 1,2498 14038 04316 0,1685 0,1567 0,2823554| o .o,
11 1,2693| 1,2834 11,4417 0,4710 0,1999 0,1880 0,2853601 00_226

12 1,2807| 1,294% 1,454 0,2103 10,1982 0,29x%617| 0,0108

'_\
o
~
0
3=
S

14 1,248 | 1,2623 1,417 0,4463 0,1802 0,1676 0,264157@| 0,0121

15 1,2642| 1,2798 1,4374 0,4651 0,1965 0,1844 0,2820587

0,0087
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» Feuilles récoltées au mois de juin séchées sandation d’air.

Temps W+ -
Gours) | M1 | Mo | Msof Woop Wo f Wa W | Gyt
0 | 6005| 6,074 6004 31736 334b1 32866 3,2598878,0 1,3028
1 | 4008| 4318] 42208 1,78%7 20918 1,9935 1,9570568, 1,2223
2 | 2412 | 26444 26458 06764 08935 08758 0,8152208| 0,8499
3 | 1,7515| 1,7313 1,8537 02173 02398 03142 0,2570507| 0,341d
4 | 1,6327] 15758 1.6032 0,348 012483 0,166 0,13BR044| 0,0529
5 | 16584/ 1602 16311 01526 01471 0,564 0,1520040| o =0

A D -
7 | 16236 1566 1592 01284 01213 01287 01260042, .,

A O P ) -
8 |16448 15872 1615 01432 01365 01450 0,1418048| -
9 | 1681 16264 1,655 01683 0,1645 0135 0,1688046 . .
10 | 1,7137| 1658] 1,6888 019}1 0,172 019873 0,14L0051] 4 o
11 | 1,7035 16533 1,6727 01840 0,842 01859 018001 4 S
12 | 1,7176] 1,668 1,6884 01938 0,1943 01670 0,1950017| 0,0054
14 | 1,6606| 1,6082 1,626 01542 0,1815 0,1528 0,1528013] 0,0201
15 | 1,6344] 1,5808 15986 0,1359 01319 0.1B34 0,13B0021| 0,0077
16 | 1,6395| 1,5885 16055 0,1305 01374 0.1B82 0,13B8010| 0,005
17 | 1,6178] 15684 15835 01244 01430 0,127 0,12B8009| 0,004¢€
18 | 1,6253 15767 1,5928 01206 0,1386 01292 0,1ZWR005| , Jo,-
19 | 1,6309 15809 1598 0,1335 01320 0,1829 0132B008| , S ¢
20 | 16755 16271 16458 01645 0,1650 01568 0,16HB012| . oo
21 | 16815 16316 16518 0167 0,1683 01F1l 0,16BB05| ;. o0
22 | 1,711| 1,663] 16855 01892 0,1908 0,1950 0,4LDO30| ;.
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* Feuilles récoltées au mois d'octobre séchées samgation d’air.

Temps W + -
(jours) M1 M2 Ms Wi Wo Ws W AW | dw/dt
0 3,7721| 3,6996| 3,951 | 3,1388 2,8176| 3,0247| 2,9937| 0,1628| 1,2741
1 2,5902| 2,5626| 2,7178| 1,8420| 1,6443| 1,7685| 1,7516| 0,0999| 1,0622
2 1,5612| 1,6876| 1,7787| 0,7130| 0,7414| 0,8119| 0,7554| 0,0509| 0,5175
3 1,2007| 1,3701| 1,4146| 0,3174| 0,4138| 0,4410/| 0,3907| 0,0649| 0,1247
4 1,0974| 1,1973| 1,2201| 0,2041| 0,2355] 0,2428| 0,2275| 0,0206| 0,0332
5 1,091 | 1,15771,1773| 0,1971| 0,1946| 0,1992| 0,1970| 0,0023 00-026
8 1,0906| 1,1564| 1,175 | 0,1966 0,1933| 0,1969| 0,1956| 0,0020 00-122
10 1,0958 1,1624| 1,181 | 0,2023 0,1995| 0,2030| 0,2016/| 0,0019 00-132
11 1,1021] 1,1661| 1,1883| 0,2092| 0,2033| 0,2105| 0,2077| 0,0038 00-007
12 1,1092 1,1752| 1,1942| 0,2170| 0,2127| 0,2165| 0,2154| 0,0024| 0,0001
14 1,1215 1,1874| 1,2064| 0,2305| 0,2253| 0,2289| 0,2282| 0,0027| 0,0051
15 1,1134{ 1,1788| 1,1984| 0,2216| 0,2164| 0,2207| 0,2196| 0,0028| 0,0351
16 1,095| 1,16021,1792| 0,2014| 0,1972| 0,2012| 0,1999| 0,0024| 0,0225
17 1,0937, 1,1581| 1,178 | 0,200Q 0,1950| 0,2000/| 0,1983| 0,0029| 0,0003
18 1,0779 1,1437| 1,1625| 0,1827| 0,1802| 0,1842| 0,1823| 0,0020| 0,0086
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Annexe (A.4)
Annexe (A.4). La signification de Gram.

Coloration de gram : c’est une coloration dait sons nom au bactériologiste Danois Hans
Christian Gram qui met au point le protocole en4l88'est la coloration la plus fréequemment
utilisée pour distinguer les deux groupes de bastén fonction de la structure de leur paroi
cellulaire. L’enveloppe de cellules Granest constitué de d’'une membrane plasmique entourée
d’'une couche épaisse de peptidoglycane (Figurelp.4La bactérie Gram a seulement une
couche fine de peptidoglycane mais est entouréeuparseconde membrane externe (Figure
A.4.2). Les bactéries Grarh conserve un complexe cristallin violet et iodéésptavage a
I'alcool et apparaissent par conséquent pourpreniarnscope optique. Les bactéries Grase
colorient en rose puisqu’elles ne conservent pasocaplexe et prennent la couleur pale de la
fuchsine ([128].

Acides Acid? )
téichoiques lipoteichoique

) Paroi

Peptidoglycane Espace

ériplasmique
cocolicovocccee cooollMalaie

q Membrane
f plasmigue
s 0 RGERLBGRE O BN GG

Protéine

TV Phospholipides
infrinseque

Figure A.4.1.Schémas de IRaroi d’'une bactérie G
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Lipopolysaccharide
\ |pdlysaccharide
X R

Lipide A

Porine

Protéine
infrinseque

lipoprotéine

de Braun

Peplidoglycane
Protéine
infrinseque

Phospholipides

Membrane
externe

Espace
pérplasmique

Membrane
plasmicue

Figure A.4.2.Schémas de IRaroi d’'une bactérie G
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Annexe (A.5)

Annexe (A.5).Propriétés des souches utilisées.

Bactéries Grarm

Souches

propriétés

Bactérie

Gram +

Staphylococcus aureus

ATCC 6538.

Bactéries de forme arrondie, groupées en grappe

de raisin, facultativement anaérobies.

Elles se développent généralement sur

les

muqueuses nhasales et la peau, dans les appareils

gastro-intestinal et urinaire des animaux a sang

chaud

Elle produit une coagulase, une enzyme

responsable de la coagulation.

Elle est le pathogene le plus important c

I'hnomme, il cause des abces, des infections

nez

des

blessures, des pneumonies, des empoisonnements

alimentaires et d’autres maladies (Klein, 1995)

Bacillus subitilis

ATCC 9372

- ces bactéries ne sont pas considérées co

- lls sont présents dans le sol et résistent

pathogénes pour I'homme, mais peuvent

contaminer des aliments et exceptionnellement

provoquer une intoxication alimentaire

conditions extrémes en formant des spores

aux




Bactéries Gram

Annexes

Souches

propriétés

Bactérie

Gram -

Pseudomonas aeruginos
ATCC 9027

a

- bactéries pathogenes pour les animaux et/ les

végetaux

- Bacille incurvé mobile grace a un flage|le

polaire, strictement aérobies.

- Elles se rependent dans le sol, les eaux douges et

salées.

Elles infectent les personnes les moins résistantes

envahissent les tissus brulés et causent

infections des voies urinaires (Klein, 1995).

des

Escherichia coli (E. coli ol

colibacille)

—

C’est une bactérie qui est parfois mob

anaérobie. Elle se cultive facilement sur les
milieux usuels en biologie.

Sa présence dans l'organisme humain peut

marquée par des infections des voies

urinaires ou génitales.

étre




* levures

Annexes

Levures

Souche

Propriétés

Candida albicans
ATCC 24433

- Levures ovales bourgeonnantes qui produisent

pseudos mycéliums en culture.
- Présente sur la peau, dans la bouche et l'intesf

- Mais peuvent devenir pathogéene suite a

des

n

un

changement d’environnement et attaquent le fube

digestif et la vessie,

- La dissémination hématogéne peut entrainer

des

Iésions des reins, de la rate, des poumons, @insi

gue du foie.

Saccharomyce cerevisiae
ATCC 2601

- Saccharomyces Cerevisjaeou levure du
boulanger, se présente sous la forme d'une [

cellule sphérique,

- c’'est une levure particuliere parmi tous

ferments, levains, levures, utilisés depuis bigu

de I'humanité dans ['élaboration du pain,

yaourts.

etite

des
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Annexe (A.6)

Annexe (A.4).Activité antioxydante des huiles essentielles.

+ Huile essentielle extraite de lot B1 (Echantilldnl.

Concentration
2 8 12 16 20
g/l
26,07 27,77 29,85 33,54 34,57 39,54
Aoy, £ A Ao,
+0,680| +0,724 + 0,585 + 0,583 + 1,146 + 1,040

Echantillon n° 1 : extraction par Hyd de lot B1 /&A% : écart-type.

* Huile essentielle extraite de lot B2.

Ag + A Ay,
Concentration Echantillon Echantillon
(g/l) ne 2 n° 3
4 17,72 £ 0,992 22,02 + 2,523
8 18,43 £1,649 25,9 £ 0,287
16 20,29 + 1,079 29,12 + 0,146
24 23,59 £ 0,767 33,64 = 0,588
32 25,20 + 0,559 36,62 + 0,953
40 27,78 £ 0,365 40,96 + 1,098

Echantillon n°1 : extraction par EVE de lot B2,

Echantillon n°2 : extraction par Hyd de lot B2.

4 A% : écart-type.
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» Concentrations des échantillons testées pour\Vigetantioxydante apres I'ajout de DPPH.

Les échantillons|  Echantillon Echantillon Echantillon Echantillon
n° 1 n° 2 n°3 n° 4
50 100 100 7,5
100 200 200 15
Concentrations 200 400 400 30
(mg /1) 300 600 600 45
400 800 800 60
500 1000 1000 75
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