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Résume

En raison de la grande tendance récente a exploiter les propriétés bénéfiques
des matériaux biologiques naturels, notamment végétaux, dans divers domaines
(médica et aimentaire ...) et a limiter I'exploitation excessive des matériaux
industriels. Nous avons décidé d'étudier la plante médicinale Inula viscosa, car ses
échantillons ont été collectés dans quinze stations de I'Est de I'Algérie. Les huiles
essentielles des parties aériennes de ces échantillons ont été obtenues par distillation
agueuse avec un appareil de type Clevenger. Ce dernier aboutit a un liquide
visqueux de couleur jaune et a forte odeur avec un faible rendement de 0,23%:
L'analyse chimique de ces huiles essentielles a été réalisée par la chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GPC/SM). Nous avons
identifié 75 composants chimiques avec une variation de concentration de ces
composés d'un échantillon a l'autre, et cela est confirmé par I'analyse statistique.
Les composants majoritaires de ces huiles sont |le polygodial, le phytol, le fokienal,
I’intermedeol néo, |le caryophylléne oxyde, le nérolidol-E, I’a-ionone isométhyl-E et
nérolidol-Z.
L'activité antibacterienne de ces huiles essentielles a été estimée sur 15 souches
microbiennes par diffusion sur milieu solide, car il en résulte un effet éleve de ces
derniéres contre toutes les souches microbiennes testées. Ce qui a montré que ces
huiles ont une forte activité antibacterienne contre ces souches bacterienne.
L'activité antioxydante des huiles a été testée par la technique DPPH, ce qui a
entrainé une faible activité. L'éude chromosomique de cette espéce a également
permis de déterminer un nombre de chromosomiaue diploides 2n = 18. Avec un
nombre de base x = 9 pour tous les échantillons étudiés.
Lesmotsclés
Inula viscosa, Algérie, huiles essentielles, L'analyse chimique, antibacterienne,

antioxydante, étude chromosomique.



Abstract

Due to the recent great tendency to exploit the beneficial properties of natural
biological materials, in particular plants, in various fields (medical and food ...) and
to limit the excessive exploitation of industrial materials. We decided to study the
medicinal plant Inula viscosa; its samples were collected in 15 regions of eastern
Algeria. The essential oils of the aerial parts of these samples were obtained by
agueous distillation with a Clevenger type apparatus. The latter resulted in a viscous
liquid with a yellow color and a strong odor with a weak yield of 0.23%: The
chemical analysis of these essential oils was carried out using gas-phase
chromatography attached to mass spectrometry (GPC/SM). We identified 75
chemical components with variation in the concentration of these compounds from
sample to sample, and this is confirmed by statistical analysis. The major
components of these oils are polygodial, phytol, fokienol, neo intermedeol,
caryophyllene oxide, nerolidol-E isomethyl-E, a-ionone and nerolidol-Z.

The antibactrial activity of these essential oils was estimated on 15 microbial strains
by diffusion on solid medium, since this result in a high effect of the latter against
all the bactrial strains tested. This showed that these oils have a strong antibactrial
activity against these microbes. The antioxidant activity of the oils was tested by the
DPPH technique, which resulted in low activity. The chromosomal study of this
species a'so made it possible to determine the number of diploid chromosomes 2n =
18. With a base number x = 9 for all the samples studied.

Key words

Inula viscosa, Algeria, essential oils, Chemical analysis, antimicrobial, antioxidant,

chromosome study.



- Publication

Ounoughi  Abdelkader, Ramdani Messaoud, Lograda Takia, Chaard Pierre,
Figueredo Gilles. 2018. Chemical Composition and Antimicrobial Activity of
Elaeoselinum thapsioides (Desf) Maire from Algeria. Sch. Acad. J. Biosci.
6(11): 704 — 712.

Ounoughi  Abdelkader, Ramdani Messaoud, Lograda Takia, Chalard Pierre,
Figueredo Gilles. 2020. Chemica Composition, Antimicrobial Activity and
Chromosome Number of Hertia cheirifolia L. from Algeria. Acta Scientifica
Naturalis. ASN. 7(2): Pages 31 — 43.

Ounoughi Abdelkader, Ramdani Messaoud, Lograda Takia, Chalard Pierre,
Figueredo Gilles. 2020. Chemotypes and antibacterial activities of Inula
viscosa essential oilsfrom Algeria. BIODIVERSITAS. 21(4): 1504 — 1517.

- participation a des congres

Abdelkader Ounoughi, Ramdani Messaoud, Lograda Takia, Chalard PFierre,
Figueredo Gilles. 2018. Chemica Composition, Antimicrobial Activity and
Chromosome Number of Hertia cheirifolia L. from Algeria. 4éme journées
internationals de chimie organique d’Annaba. Université Badji Mokhtar
Annaba, faculté des sciences. 1-2 et 3 décembre 2018

Ounoughi Abd elkader, Messaoud Ramdani, Takia Lograda, Pierre Chalard. 2019.
Chemical investigations of volatile constituent of Inula viscosa populations
from Algeria. 7éme Congres international de biotechnologie et valorisation
des bio-ressources (BVBR), 20-23 mars 2019, Tabarka, Tunisie.

Ounoughi  Abdelkader, Ramdani Messaoud, Lograda Takia, Chalard Pierre,
Figueredo Gilles. 2019. Chemica Composition, Antimicrobial Activity and
Chromosome Number of Inula viscosa, Aiton from Algeria. 2éme edition du
symposium national : protection des végétaux en zones arides. Université
Mohamed khider, Facullté des Sciences Exactes et Sciences de la Nature et de
laVie. 12 novembre 2019.



Ounoughi Abdelkader, Ramdani Messaoud, Lograda Takia, Chalard Pierre,
Figueredo Gilles. 2019. Chemical Composition and Antimicrobial Activity of
Elaeoselinum thapsioides (Desf) Maire from Algeria. 1é& symposium national
biomolécules and biotechnologies. Université saad dahalb blidal, Facullté des
Sciences de la Nature e de la Vie. 18-19 décembre 2019.



SOMMXAIRE




SOMMAIRE

SOMMAIRE
L0 183 [ o P |

Chapitrel. Généralités

1- Tribu des Inuleae 4
1-2- Legenrelnula 4
1-3- Inula viscosa L 4
1-3-1 Description botanique et habitat 5
1-3-2-Classification botanique 7
1-3-3-Utilisation médicinale 7
2- Leshuiles eSsentiell€S. .. ..o e 8
2-1- Caractéres physico-chimiques des huiles essentielles.................... ... 9
2-3- Composition chimique des huiles essentielles.............cocovviiiiiiiinen 9
2-3-1- LeS COMPOSES tENPENIQUES. .. .. vue e ettt ee e ve e e ee e en e 13
2-3-2- LeS COMPOSES ArOMALIQUES. .. ... e vvevee e eetet e e eteeeeen e e e eneaeas 14
2-4- Qualité deshuilesessentielles. ..., 15
2-5- ROle de I’huile essentielle dans laplante.............cooi i, 15
2-6- Propriétés pharmacologiques des huiles essentielles......................... 16

2-7- Composition chimique des huiles essentielles d’Inula viscosa... ...........17

2-8- Activitésdeshuilesessentielles..........coovee i e, 17
2-8-1- Lesactivités antibactériennes............coovviiiiii i e 18
2-8-3- Activité antioxydante... ... 19
2-9- Emploisdes huiles essentielles...........oooiiiiiiiii e e, 20
2-10- Latoxicité deshuilesessentielles..........ccooov i 21
2-11- Conservation des huilesessentielles.............coovoi i e een 22
2-12- Extraction deShUiles..........coviniiiii e 19
2-12-1- Méthodes d’extraction des huiles essentielles..............cccceviivvnn. 22
2-12-1-1- Extraction par distillation alavapeur..............cccceviieninnnnns 22
2-12-1-2- Extraction d'huiles essentielles par les solvants........................ 24
2-12-1-3- Extraction par enfleurage...........coooiiiiiiiiiiic e 24
2-12-1-4- Extraction par CO, SUPEICHTIQ. .. ..vvvveeerieietereeieiee e e 24

2-12-1-5- L’expression a froid..........covviivi i e e 25



SOMMAIRE

2-12-1-6- Extraction par fluide a I’état supercritig.............ccoevvvvvieennnnn, 25
2-13- Méthodes d’analyse des huiles essentielles...............cocvviviiinnnn 26

2-13-1- Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

MBSSE (GPC/SM ) .. e e e e e e e e e e e e e e s 26
2-13-2- Lachromatographie liquide a haute performance (CLHP).......... 27
2-13-3- Larésonance magnétique nucléaire (RMN).............coooiiiinn o 27

3- 1aCAYOIOQIGUE. .. ...t e e e e a0 28

Chapitrell. Matériel et méthodes

1- M@riel VEGEIAl ...t e e e e 32
1-1- Description d’espece échantillonnée.............ccocoeiiiiiiii i, 32
1-2- Z0Ne A 8LUTE. .. ... et e e e 32

2- MBNOMES. ... ..t e e e e 34
2-1- Extraction des huilesessentielles...........cccoovii i 34
2-1-1- Lerendement en huile essentielle...........ccoooviiiii i 35
2-2- Analyse chimiques des huiles essentielles...............coovceiiiiiennn, 35
2-2-11IndicesSde KOV AT S, ..ot e e 37
2-3- Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles...........37
2-3-1- Méthode de diffusion...........c.ovieiie i, 37
2-3-2- Préparation des milieux de culture..............ccoveiiiiiieineceninnen, 38
2-3-3- ArOMALOGraMIMIB. . ...t e i ettt e et e et e e e e e e e .39
2-3-4- Repiquage des souches bactériennes............ccoovvivvveeie e, 40
2-3-5- Préparation de I’inoculum bactérien...............ccooiiiiiinnens 40
2-3-6- ENSEMENCEMENT. ... . e e 40
2-3-7. Préparation deSdiSQUES. .. ....ovveriirit e e e e e e e eee e 40
2-4- Evaluation de I’activité antioxydants des huiles essentielles.............. 41
2-4-1- Piegeageduradical DPPH ... e, 41
2-5- Méthode caryologiqUe. .......vvve i e e e e e e e 43
2-5-1- Prétraltement. .. ... oo e e e 43
2-5-2- FIXAION. .. oottt et et et e e e e e e e 44
2-5-3- MaAUraHION. .. ..ttt e e et e e e e e e e e e e e e 45

2-5-4- Coloration et Technique d’écrasement (Squash)..........ccc.coovvenine 45



SOMMAIRE

2-5-5- Préparation de I’orcéine acltiqUue..........covevvevveeieeviiieieienen 45
2-5-6- Coloration et écrasement deSraCineS..........vvveveeveiiireeenevenienn 45
2-5-7- Observation et photographie................cooo i, 46
2-5-8- Montage et conservation des préparations................ccveeeevvennnnn 46
2-6- ANAlYSE StAlIStIQUE. .. ... e e e e e 47
2-6-1- Analyse en Composantes Principales (ACP)..........cccoeviviiieiennns 47
2-6-2- Analyses UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
1= 1) PP 47
2-6-3- AnalysedevarianCe (ANOVA) ... e, 48

Chapitrelll : Résultats et Discussion

1- RESUITALS CNIMIQUES. .. .. vt e et et et et et et e e e e e e e e e e e nenas 49
1-1- Rendement en huilesessentielles. ... 49
1-2- Analyse chimique des huiles essentielles..............ccooeii i, 50
1-3- ANAlYSES St SHQUES. .. ..t e e e e e e e e e e e e 57
1-3-1- Analyse en Composantes Principales (ACP)..........ccoovivvieiiennns 57
1-3-1-1- Etudedesvariables..........coovniiiii e 57
1-3-1-2- Etude des popuUlationS. .. ......veveve e e e e e e 61
1-3-2- Analysedesclusters (UPGMA).......co i e e e e 63
1-2- DISCUSSION. .. ettt et ettt et et e e e e et et e e e e e e ne e e 65
2- Résultats microbiolOgIQUES. .. ... v v e e e e e e e e e 68
2-1- Activité antibactérienne des huiles essentielles d’Inula viscosa........... 68

VIS o0 T TP PPTTT 71
2-3- Testdedésirabilite..........cccooiiiii i 74
2-A DISCUSSION. .. .ttt ettt e et e e e et et e et et e e e e e e e ans 75
3- ACHVITE ANtIOXYAANL. .. ...t e e e e e e 78
3-1- Evaluation de I’activité antioxydant................coooviiiiiiii i 78

3-2- Analyse de la variance (ANOVA) de I’huile essentielle d'Inula.



SOMMAIRE

4- Résultats Caryologique

Conclusion..................

Références BibliographiqUES. .........cuuiriit i v ae e 92



SOMMAIRE

Tableau 1:
Tableau 2 :

Liste destableaux
Classification d’Inula viscosa L.

Composition chimique de I'huile essentielle d’Inula viscosa

Tableau 3. Nombres chromosomique du genre Inula.

Tableau 4 :
Tableau 5:
Tableau 6:
Tableau 7:
Tableau 8:
Tableau 9 :
Tableau 10

Cordonnées géographiques des stations échantillonnées
Rendements en huiles essentielles des populations d’ Inula viscosa
Composition chimique des huiles essentielles d’Inula viscosa
Classes chimiques d’Inula viscosa.

Composants de I’huile utilisés dans les analyses statistiques
Matrice de corrélation des composants des huiles d’Inula viscosa

: Chemotypes des populations d’Inula Viscosa

Tableau 11: Diametres des zones d’inhibitions des huiles essentielles d’Inula

viscosa

Tableau 12:

Tableau 13
testées

Tableau 14 ;
Tableau 15:

Tableau 16

Tableau 17 :
Tableau 18:

Tableau 19

Effets et interactions des huiles essentielles d'Inula. Viscosa

. Efficacité des huiles essentielles d’Inula viscosa contre les bactéries

Effet des dilutions sur la zone inhibitrice des bactéries testées
Groupes de sensibilité des bactéries testées aux huiles d'Inula viscosa
. pourcentages d’inhibition des huiles essentielles d’Inula viscosa

Les valeurs des activités antioxydantes des les huiles d’Inula viscosa
Effets et interactions des huiles essentielles d'Inula. Viscosa

. Efficacité des huiles essentielles d’Inula viscosa contre les radicaux

libres de DPPH

Tableau 20

. Effet des dilutions sur le pourcentage d’inhibition de DPPH.



SOMMAIRE

Listedesfigures

Figurel: Inulaviscosa (A: fleur, B: graine)

Figure 2 : Cellule sécrétrice d'huile essentielle dans un rhizome de gingembre vue

au microscope électronique a balayage (image colorisée, x813)

Figure 3 : Poils secréteurs présents sur laface inférieure d'une feuille de tomate

V ue au microscope électronique a balayage

Figure 4:

Poches schizo génes dune feuille d'Eucalyptus citronné vus au

microscope €l ectronique a balayage

Figure5: Canal résinifere de I’aiguille de Pin (X400)

Figure 6 : Occurrence du nombre de base dans le genre Inula

Figure7 : Inula viscosa de larégion de Sétif

Figure 8 : Stations d’échantillonnage d’Inula viscosa

Figure9 : Dispositif d’extraction des huiles essentielles de type Clevenger

FigurelO : Les étapes de réalisation du test d’activité antibactérienne

Figurel1l:
Figure12:
Figure13:
Figure 14 :

Sétif

Figure15:
Figure 16 :
Figure17:
Figure18:
Figure19:
Figure 20 :
Figure2l:
Figure22:
Figure23:
Figure 24 :
Figure25:
Figure 26:

M écanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant
Germination des graines d’Inula viscosa.
Rendement en huile essentielle en fonction de I’ Altitude.

Chromatogramme GC/MS (Mass et Fid) d’Inula viscosa population de

Classes chimiques de I’huile d’Inula viscosa

Variabilité des composants des huiles essentielles d’Inula viscosa
Cercle des corrélations, projection des variables sur le plan (1x2)
Cercle des corrélations, projection des variables sur le plan (1x3)
Projection des populations d’Inula viscosa, sur le plan (1-2)
Projection des populations d’Inula viscosa, sur le plan (1-3)
Projection spatiale des populations d’Inula viscosa

UPGMA cluster des 15 populations d’Inula viscosa

M éthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide
Les pourcentages d’inhibition de Saphylococcus aureus
Diametres des zones d’inhibition des huiles d’Inula viscosa

Test de désirahilité des huiles essentielles d’ Inula viscosa



SOMMAIRE

Figure 27 : Activités antioxydants des huiles essentielles d’I viscosa, comparee a
celledelaréférence BHT

Figure 28 : Pourcentages d’inhibition des huiles des populations d’Inula viscosa.
Figure 29 : Pourcentage d’inhibition des huiles et leur dilution d’Inula viscosa.
Figure 30 : Test de désirabilité des huiles essentielles d’Inula viscosa

Figure 31: Plague métaphasique des cellules méristimatiques racinaires des
espéces d’Inula viscosa 2n = 2x = 18.

Liste des abréviations
AFNOR : Association Francaise de normalisation
ATCC : American Type Collection Culture
CFU : Colony forming units
CLHP : chromatographie liquide a haute performance
DM SO : Diméthyl sulfoxide
DPPH : Diphénylpicrylhydrazine
GC/MS: Gas chromatography/ mass spectrometery
HE : huiles essentielles
MH : milieu de Mueller Hinton
ANOVA : Analyse of Variance
BHT : Butylhydroxtoluene
CCM : chromatographie sur couche mince
CFU : Colony forming units
DPPH : Diphénylpicrylhydrazine
IC50 : concentration d’inhibition de 50% des radicaux libres
MH : milieu de Mueller Hinton



INTRODUCTION



INTRODUCTION

INTRODUCTION

L’Algérie de par sa position geographique présente une grande diversité de
biotopes occupée par une importante richesse floristique (Véla et Benhouhou,
2007). Elle recele une biodiversité considérable d'especes vegétales, source d'une
multitude de molécules aux propriétés biologiques variées, susceptibles d’étre
utilistes dans différents domaines (pharmaceutique, parfumerie, cosmétique et
agroalimentaire). L'exploitation de fagon durable et éco-respectueuse de ces
biomolécules est actuellement centrée sur le développement de nouvelles
techniques.

La végétation Algérienne est caractérisée par sa diversité florale
meéditerranéenne, saharienne et paléo tropicale. Regroupant 3139 espéces (Quézel
et Santa, 1962-63; Véa et Benhouhou, 2007), cette flore est estimée a 4449
taxons dont 3950 espéces indigénes (Dobignard et Chatelain, 2010-13) avec un
taux d’endémisme de 15% (Amirouche et Misset, 2009).

Récemment, il y aeu un grand intérét pour les huiles essentielles et les extraits
de médicaments des plantes, herbes et épices pour le développement des additifs
alimentaires alternatifs, afin d’éviter la croissance de pathogénes dorigine
aimentaire ou pour retarder la détérioration des aliments. Par conséquent,
l'utilisation d'huiles essentielles pour le traitement de diverses maladies
inflammatoires comme les rhumatismes, la fievre, le diabéte suggere que le stress
oxydatif joue un réle dans la maladie humaine et I'apport d'antioxydants peuvent
améliorer la santé humaine.

Les végétaux présentent un potentiel anti radicalaire qui leur permet de jouer
un réle bénéfique en termes d’action préventive trés importante (Sabu et Kattan,
2002). L’activité anti radicalaire des plantes a été démontrée in vitro avec des
perspectives d’établissement de nouvelles drogues anti radicalaires. On assiste, ces
derniéres années, a un regain d’intérét pour les plantes médicinales et aromatiques
et pour leurs extraits (Sabu et Kattan, 2002). Récemment, I’intérét a augmenté
considérablement avec la découverte des antioxydants. Ces antioxydants peuvent
protéger le corps humain contre les radicaux libres et retarder la progression des

mal adies chroniques. En effet, plusieurs composés antioxydants extraits des plantes
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INTRODUCTION

ont éte identifiés comme un chélateur des radicaux libres ou de I’oxygene actif
(Guimaraes et al., 2010). En taxonomie végétale, les caryotypes peuvent étre utiles
dans les études genétiques et les informations sur la reproduction des especes,
I’identification et I’analyse des populations hybrides (Anjali et Srivastava, 2012).

La cytotaxonomie est une branche de la cytogénétique, consacrée a |'étude
comparative des caryotypes a des fins systématiques et évolutives (Siljak Yakovlev
et Peruzzi, 2012). Aujourdhui, un certain nombre de données peuvent étre obtenues
par des éudes chromosomiques nombre de chromosomes, structure du caryotype,
asymétrie des caryotype, bandes chromosomiques,...) (Graphodatsky et al., 2011;
Peruzzi et Eroglu, 2013). Les chromosomes de la famille des Asteraceae sont
actuellement connus pour moins de 40% des espéces, de nouvelles éudes sont
encore nécessaires pour améliorer la connaissance de ce groupe de plantes.

Le travail de notre these s’inscrit dans le cadre de la recherche des substances
naturelles d’origines végétales a activités biologiques et le dénombrement
chromosomiques. Dans le but de la valorisation des plantes algériennes, notre choix
s’est porté sur une espéce médicinale tres utilisées par la médecine tradicionnelle,
Inula viscosa.

Dans cetravail plusieurs volets ont été abordés :

- Une caractérisation phytochimique des différents composants des huiles
essentielles, de 15 populations de cette espece, obtenues par hydrodistillation et
analysées par Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse GC/MS.

- Une évaluation des activités antioxydants par la méthode du radical stable
2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl (DPPH)

- Une évaluation des activités antibacteriennes des huiles essentielles sur
guinze souches bactériennes par la méthode de diffusion de disque.

- Une étude caryologique, vise a déterminer les nombres chromosomiques de

I’espece Inula viscosa par la technique d’écrasement (Squash).

Notre travail est présenté sous forme de trois chapitres bien distincts :



INTRODUCTION

Le premier chapitre est consacré a une synthése bibliographique traitant des
généralités sur (les Asteraceae et I’espéce Inula viscosa, les huiles essentielles, les
activités antioxydants, et antibactériennes ainsi que des généralités sur la caryologie
des Astéracées).

Le matériel végétal et les méthodes utilisées, pour I’obtention des résultats,
sont décrits en détail dans |le deuxiéme chapitre.

Le troisieme chapitre regroupe les résultats obtenus dans cette étude:
phytochimique, activités antioxydants et antibactériennes et les résultats
caryologique.
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|- Généralités
1- Tribu desInuleae

Les plantes de latribu Inuleae sont des herbes, sous-arbustes ou arbustes, tres
rarement petits arbres. La tribu est caractérisée par des feuilles aternes, parfois en
rosette basilaire, simples, non divisées, souvent glandulaires, pétiolées ou sessiles, a
marges entiéres ou dentées (Anderberg et al., 1991).

Les capitules a fleurs périphériques hermaphrodite, uni ou pluriseriées,
tubuleuses, souvant filiformes et actinomorphes, plus rarement ligulées,
zygomorphes. Les fleurs centraes sont hermaphrodites, toutes tubuleuses,
actinomorphes, parfois non fertiles, terminées par 4-5 dents ou lobes. Les antheres
sont différemment appendiculées au sommet, habituellement caudicul ées a la base,
a 2 caudicules longues et dépourvues de pollen, parfois ciliées, a branches
hémicylindriques, tronquées, arrondies ou effilées-subaigués au sommet, couvertes
de poils collecteurs seulement au sommet ou jusqu’a la base des branches (Shweta
et al., 2013). Les fruits des Inuleae sont des Akénes squamiforme, annulaires ou
nul.

La tribu regroupe environ 180 genres et 2100 espéces. Les plus grands
genres étant Inula et Pulicaria avec environ 100 et 80 especes respectivement
(Chen et al.,, 2011). La tribu se trouve exclusivement dans |'ancien monde,
beaucoup d’espéces se trouvent egalement en Afrique du Nord et en Arabie
(Anderberg et al., 2009).

1-2- Legenrelnula
Le genre Inula a été décrit pour la premiere fois par Carl Von Linné (1753).
C’est un genre de la tribu Inuleae avec plus d'une centaine d'espéces. |l est répandu
dans les régions tempérées d'Europe, En Afrique et en Asie, principalement dans la
région méditerranéenne (Seca et al., 2014; Anaet al., 2014).
Le genre regroupe des plantes herbacées vivaces, a feuilles alternes, les tétes
fleuries (capitule) sont hétérogames et rayonnants, les deux rayons et les fleurons du

disque sont jaunes.



CHAPITRE | GENERALITES

Les capitules sont généralement disposés en corymbes terminaux ou cymes
mais dans certains taxons, ils sont solitaires et pédonculés (Inula orientalis et I.
racemosa) ou sessiles et densement congestionnés au centre (I. rhizocephala). Les
fleurs périphériques sont pistillées, a ligules tridentées. Les akénes sont munis de
cotes et les aigrettes sont simple (Shweta et al., 2013).

1-3- Inula viscosa

Inula viscosa (L.) Aiton, le nom du genre « Inule » dérive du grec « inaien »
qui signifie purifier, et viscosa est un mot latin qui signifie collant au touchée, se
référant principalement a I'exsudat collant des poils glandulaires de la plante
(Manez et al., 1999). Inula viscosa a été inclus dans le genre Dittrichia en 2000
suite a une révision taxonomique de ce genre. Actuellement €elle est classée comme
Dittrichia viscosa (L.) Greuter (Bekkara et al., 2008).

1-3-1-Description botanique et habitat

Inula viscosa est une plante herbacée vivace, ligneuse et parfumée, elle est
originaire du bassin méditerranéen, largement distribuée en Europe, en Australie et
en Asie (figure 2). L’espéce préfére principalement dans les régions seches, les lits
de rivieres et les champs, sur les sols salés, les prairies humides et les bords de
cours d’eau. Elle est largement répandue en Algérie sur les rocailles et les terrains
argileux, abandonte jusqu'a 1500 m d'atitude (Quézel et Santa, 1962).

Les tiges sont dressées, frutescentes a la base, et tres feuillées. Les feuilles
sont longues et étroites avec des bords dentelés et des poils glandulaires sur les
surfaces. L'exsudat collant des poils glandulaires diffuse une odeur désagréable
(odeur de camphre (Parolin et al., 2014; Laura et al., 2019).

La floraison d’Inula viscosa commence a partir du mois de Septembre. Les
inflorescences sont de longues grappes pyramidales avec des capitules jaunes
(Figurel).

Les fleurs périphériques sont liguliformes, celles du centre sont tubulaires. Les
fruits sont des akenes velus a aigrette grisétre.

Le nom vernaculaire d’Inula viscosa est Magramenen dialecte algérien, en

Anglais: Sticky fleabane (Wang et al., 2004) et en Frangais : Inule visqueuse.
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Figure 1. Inula viscosa (A: fleur, B: graine)

Inula viscosa est assez commune dans les bords de routes et |es habitats rudéraux.
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1-3-2- Classification botanique

Selon APG 11l la position systématique d’lnula viscosa est la suivante
(tableau 1).
Tableau 1: Classification d’Inula viscosa L.
APG 11l

Régne Végéta

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Astérideae

Sous classe Dicotylédones

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Inula

Espéce Inulaviscosa L.

1-3-3- Utilisation médicinale

L’espéce Inula viscosa est utiliste en médecine traditionnelle en zone
meéditerranéenne pour ses vastes applications éthno-pharmacologiques (Nawres et
al., 2019; Laura et al., 2019). De nombreuses propriétés biologiques ont déa été
décrites: antipyrétiques, anti-inflammatoires, antibacteriennes et antidiabétiques
(Kattouf et al., 2009), ainsi que son réle de bioaccumulateur et de bioindicateur de
pollution par les & éments trace métalliques (Parolin et al., 2014).

Inula viscosa est utilisée pour les usages externes comme antispasmodique,
sédative, antiseptique, pour la cicatrisation des plaies, I’infertilit¢ féminine,
antirhumatismale, pour le traitement des bronches, les troubles expectorants et les
hémorroides (Al Dissi et al., 2001). Elle est aussi utilisée pour des usages internes
comme antipyrétique, tonique général, pour les maux de téte, les maux d'estomac,
comme antispasmodique, antidiabétique, anti diarrhéique et anthelminthique
(Haoui et al., 2015).

Les extraits organiques et certains métabolites ont montré une activité

antifongique contre les dermatophytes et Candida albicans (M aoz et al., 2000).
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2- Leshuiles essentielles

La phytothérapie reste la médecine la plus employée dans le monde. Toutes les
civilisations antiques ont développé a coté de I'agriculture, la médecine par les
plantes et la plupart des grands médecins du passé ont été des phytothérapeutes (El
Rhaffari et Zaid, 2004).

Le terme « huile essentielle » a été utilisé pour la premiére fois au XVI siecle
par Paracelsus von Hohenheim, qui a quaifié le composant efficace d'un
meédicament de « quinta essentiel » (Guenther, 1950).

Une huile essentielle ou « essence végétale » est I’essence volatile extraite
de la plante par digtillation. Le terme « huile essentielle » est défini a la fois par
I'Agence nationale de sécurité du médicament (ANSM, 2017) pour les usages
pharmaceutiques et cosmétiques et par 'AFNOR/ISO pour les usages aromatiques
et aimentaires. Selon la commission de la Phar macopée Européenne (2008) une
huile essentielle est « Un produit odorant, généralement de composition complexe,
obtenu a partir d’une matiére premiere végétale botaniquement définie, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation seche, soit par un procédé
mécanique approprié sans chauffage. L huile essentielle est le plus souvent séparée
de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement
significatif de sa composition » (Bruneton, 2016).

L'huile essentielle n'est pas réellement une huile car elle ne contient pas de
corps gras. Elle est obtenue de I'essence riche en ardbmes naturels et actifs,
ingrédients que secrétent les cellules de certaines parties de la plante.

La notion de chémotype (chimiotype ou encore race chimique) est une notion
clé en aromathérapie. Le chémotype est un groupe chimiquement défini au sein
d’une population d’individus morphologiquement indiscernables (Keefover et al.,
2009). Plusieurs chemotypes trouvent leur origine dans de légéres différences des
voies de biosynthése, aboutissant a I’accumulation de metabolites secondaires
différents.

La variabilitée chimique s’explique par I’environnement, ainsi, en fonction du
pays, du sol, de I’altitude, du climat ou encore du lieu de production, une méme

plante peut produire des huiles essentielles différentes aux propriétés bien



CHAPITRE | GENERALITES

spécifiques. |l est indispensable, pour certaines HE de bien préciser le chémotype

car il peut conditionner I’activité et/ou la toxicité (ANSM, 2017).

2-1- Caracteres physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont lipophiles et trées peu solubles dans les solvants
inorganiques, tout en étant soluble dans les solvants organiques (éther, alcool) et
dans tout type de corps gras (liposolubles) organiques (Franchomme et Pénoéd,
2001). Ce sont des liquides volatils a température ambiante, c’est ce qui les rend
entrainables a la vapeur. Ce caractere les différencie aussi des huiles végétales
grasses ou « fixes ». Si ces derniéres laissent des taches indélébiles, latrace laissée
par une huile essentielle tendra a disparaitre plus ou moins rapidement. Ayant une
odeur caractéristique, les huiles essentielles sont largement utilisées en parfumerie,
aromathérapie, et dans l'industrie cosmétique (AFSSAPS, 2008; Bruneton, 2016;
Muhammad et al., 2019). Elles sont huileuses, mais non grasses et s’évaporent
facilement. Chague huile essentielle est unique et se caractérise par une odeur, une
couleur, une viscosité et des propriétés spécifiques. Elles ont un indice de réfraction
élevé et la plupart dévient lalumiére polarisee (ANSM, 2017).

La couleur des huiles essentielles est tres variable. Cela comprend rougeétre
pour les huiles de cannelle, jaune pale pour les huiles de sauge sclarée et de romarin
officinal, le bleu (lié a la présence de cham azuléne) des sommités de tanaisie
annuelle (Tanacetum annuum), le vert émeraude (azuléne) de I’inule odorante ou de
I’Immortelle d’ltalie (Helichrysum italicum). On retrouve également le rouge de
certaines sarriettes (Saturgja sp.), la plupart des huiles essentielles ont une couleur
jaune presque imperceptible (Robin, 2017).

Elles sont altérables et sensibles a I’oxydation. Par conséquent, leur
conservation nécessite de I’obscurité et de I’humidité (Couic et al., 2013).

2-2 Biosynthése des huiles essentielles

L es substances odorantes se synthétisent dans les fleurs et les feuilles, ou la
plupart d'entre elles se trouvent et restent jusqu'a la floraison. Les huiles essentielles
migrent vers les fleurs, et une partie est consommée dans le processus de

fertilisation. Apres la fécondation, elles saccumulent dans les fruits et graines ou il
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y a une migration vers les feuilles, I'écorce et racine (Jasim et al., 2016; Bakari et
al., 2018). A priori, toutes les plantes possedent la faculté de produire des composés
volatils mais le plus souvent seulement en traces. Parmi les especes végétales, 10%
seulement sont dites « aromatiques » (Boukhatem et al., 2019). Bien que les
plantes aromatiques se répartissent sur un grand nombre de familles botaniques,
certaines concentrent un grand nombre d’especes concernées, citons par exemple les
Apiaceae (coriandre), Asteraceae (camomille), Geraniaceae (géranium), llliciaceae
(anis), Lamiaceae (menthe), Lauraceae (cannelle), Myristicaceae (noix), Myrtaceae
(eucalyptus), Oleaceae (jasmin), Rosaceae (rose), Sandatalaceae (bois de santal) et
Rutaceae (citron). Les monocotylédones sont principalement représentées par les
familles Poaceae (vétiver) et Zingiberaceae (gingembre) (Spichiger, 2000;
Khandelwal, 2008).

Le nom des plantes aromatiques est attribué aux especes qui contiennent une
quantité d'huile volatile (supérieure a 0,1%), avec une odeur suffisamment
perceptible ou qui se prétent a exploitation économiquement viable (Bruneton,
2016; Ouiset al., 2017; Marinova et al., 2018).

La synthése et I’accumulation de ces Huile essentielles sont généralement
associées a la présence de structures histologiquement spécialisées, souvent
localisées sur ou a proximité de la surface de la plante, comme celles des fleurs
(roses), sommités fleuries (lavande), feuilles (citronnelle), écorces (cannelier),
racines (iris), fruits (vanillier), bulbes (ail), rhizomes (gingembre) ou graines
(muscade) (Parthasar athy et al., 2008; Hassan et al., 2017; Saidi et al., 2017).

La synthese des essences se fait au sein de différents tissus sécréteurs
présents dans tous les organes de la plante, ces tissus peuvent également produire
des résines, de composition chimique proche des huiles essentielles et également
insoluble dans I’eau, mais non volatiles. On retrouve quatre structures sécrétrices :

Les cellules sécrétrices isolées: De telles cellules existent dans les organes
floraux des Rosaceae ou les organes souterrains du gingembre (Zingiber officinale)
(Figure 2).

L es poils sécr éteurs : On les retrouve dans de nombreuses familles comme les

Lamiaceae ou les Solanaceae (Figure 3).

10
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L es poches sécrétrices: Ces poches sont présentes chez I’eucalyptus (Figure
4).

L es canaux sécréteurs: ces canaux sont par exemple présents dans le fruit de
I’ Anis (Pimpinella anisum) (Figure5).

Figure 2: Cdlule sécrétrice d'huile essentielle dans un rhizome de gingembre vue
au microscope électronique a balayage (image colorisée, X813) (Svoboda, 2000).

Figure 3 : Poils sécréteurs présents sur laface inférieure d'une feuille de tomate
Vue au microscope é ectronique a balayage (X504) (Howard, 2017).

11
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Figure 4 : Poches schizo genes d'une feuille d'Eucal yptus citronné, vus au
microscope électronique a balayage (image colorisée, X204) (Svoboda, 2000).
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Figure5: Canal résinifére de I’aiguille de Pin (X400)
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2-2- Composition chimique des huiles essentielles
La composition chimique des huiles essentielles est trés complexe. Il y a de
5000 a 7000 constituants chimiques a des concentrations différentes. Cette variation
peut s’observer au sein d’une méme espéce. Elles dépendent en fait de différents
parametres extrinseques (sol, environnement, climat), intrinseques (degré de
maturité, facteurs génétiques, localisation), technologiques (type de culture, mode
de récolte), ainsi que les modes d’extraction (Robin, 2017). La composition
chimique des huiles essentielles peut étre subdivisée en deux groupes de fractions :
-La fraction volatile représente 90 a 95% du poids total de I'huile. Elle
contient les monoterpénes, sesquiterpenes et leurs dérivés oxygenés, alcools
aliphatiques, esters et aldéhydes qui peuvent égaement étre présent dans ces
fractions volatiles (Raut et karuppayil, 2014).
-Les résidus non volatils représentent 1 & 10% de I'huile essentielle totale.
Ils regroupent des acides gras, des hydrocarbures, des stérols, des cires, des
flavonoides et des caroténoides (Raut et karuppayil, 2014).
D’une facon générale, ces composants chimiques peuvent étre divisés en deux
grands groupes: le groupe maeur des terpénoides et le groupe des composés

aromatiques qui sont des dérivés du phénylpropane (Raynaud, 2016).

2-3-1- Les composés ter péniques
Dans le regne végétal, les composes terpéniques sont largement rencontrés
dans les huiles essentielles. 1ls possédent des particularités structurales trés diverses
dont la structure de base dans leur squelette est I’unité isopréniques (CsHe) (Baser
et Buchbauer, 2010). D’aprés le nombre de carbone qui constituent les molécules
de ce groupe les composes terpéniques rassemblent plusieurs groupes (L aurent,
2017).
— Leshémiterpenes (1 unité Cs)
— Les terpenes simples (monoterpénes), formeés de deux isoprénes, CioHyg ils
peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicyclique. 1ls constituent plus de 90%

des huiles essentielles.

13
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— Les sesguiterpenes, formés de trois unités isoprenes (CisHos), les plus
répondus sont les carbures, les alcools et les cétones.
Ces trois premiers groupes sont a I’origine de tres nombreuses essences.

— Lesditerpenes, formés de quatre unités isoprenes, CyoHs,

— Les triterpénes (six isoprénes) qui, par oxydation, conduisent a de
nombreuses résines.

— Lestétraterpenes (huit isoprenes) qui conduisent aux caroténoides

— Les polyterpénes (n-isopréenes) qui comprennent, en particulier, le

caoutchouc et la gutta-percha.

2-3-2- Les composés aromatiques
Les composés aromatiques sont dérivés du phénylpropane (Cs-Cs),
beaucoup moins fréquents que les terpénoides. Constitués d’un noyau aromatique
lié a une chaine de trois carbones, ils sont classés selon la nature des fonctions
qu’ils portent (acides, aldéhydes, phenols...) et sont responsables des caractéres
organol eptiques des huiles essentielles (L aurent, 2017).
2-4- Qualité des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des produits naturels qui développent une
revitalisation intense de I’organisme. L’obtention d’une huile essentielle de qualité
thérapeutique se révele étre un processus particulierement délicat. Cette huile
essentielle chemotypeés est une huile essentielle qui possede une classification
chimique, avec une appellation chimiotype (CT), cela permet de définir (1a) ou les
molécules majoritaires d’une HE. Il peut exister des chemotypes différents qui
présentent des activités thérapeutiques et des toxicités différentes. Ces variabilités
chimiques doivent impérativement étre prises en compte dans I’utilisation des huiles
essentielles (Raynaud, 2006). Selon Florence (2012) et Laurent (2017), les huiles

essentielles doivent répondre a de nombreux critéres de qualité :

v La certification botanique: L’appellation de la plante doit préciser le
genre, I’espéce, la sous-espéce et le cultivar afin d’empécher toute erreur issue des

noms vernaculaires.
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v L’origine géographique: Le nom du pays ou d’une région apporte des
précisions intéressantes sur le biotope de la plante aromatique et caractérisera sa
composition biochimique particuliere.

v Le mode de culture: Cette précision montre si la plante est sauvage ou
cultivée et si elle est issue d’une culture biologique (label BIO) ou non.

v Le stade de développement botanique: Les caractéristiques des
chemotypes dépendent parfois du stade de développement, cueillette avant, pendant
ou apres lafloraison.

v L’organe utilisé dans I’extraction : La composition biochimique des huiles
essentielles (chemotypes) varie en fonction de la partie ou de I’organe de la plante
utilisé.

v Le mode d’extraction : La composition des H.E.C.T. peut varier selon le
mode d’extraction utilisé, distillation, hydrodistillation, percolation, expression.

v L es chemotypes ou chimiotype: L’analyse par chromatographie en phase
gazeuse couplée au spectromeétre de masse indique les molécules fondamentales
pour une bonne utilisation desH.E.C.T.

2-5- ROle de I’huile essentielle dans la plante

L'existence des huiles essentielles dans les végétaux, méme s leur fonction
n’est pas toujours précisement connue, répondrait aux besoins d’'une protection
spécifique des especes en fonction de leur environnement (Jahan et al., 2015;
Bruneton, 2016; Hariri et al., 2018). Elles remplissent une action de protection
contre les brllures solaires, elles représentent aussi une réserve d'énergie
mobilisable (ex. en cas de conditions climatiques défavorables). Certains de leurs
composants seraient des messagers internes ou encore des intermédiaires du
métabolisme de la plante (Figuer edo, 2007).

Elles attirent au contraire les insectes pollinisateurs (fleurs parfumées,
fécondées par certains insectes butineurs) et permettent ainsi a la plante d'assurer sa
reproduction. Elles assurent la défense chimique contre les micro-organismes et
repoussent les parasites. Elles protegent |a plante de certaines maladies grace a leurs
propriétés antifongiques, antivirales, antibactériennes ou insectifuges. Elles

pourraient méme permettre aux plantes de communiquer entre elles, par exemple :
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une plante attaquée par un herbivore pourrait envoyer des signaux d’alerte
(substances volatiles comme hexénal ou I’ocimene) aux autres plantes du secteur,

pour quelles déclenchent des mécanismes de défense (Couic marinier, 2013).

2-6- Propriétés pharmacologiques des huiles essentielles

Il est important de préciser qu’il ne faut pas confondre les propriétés
pharmacologiques d’une huile essentielle et I’activité de la plante dont elle provient.
De trés nombreuses propriétés des huiles essentielles, soit n’ont pas été prouvées
scientifiquement, soit sont trop spécifiques pour permettre des généralisations
(Florence, 2012; Laurent, 2017).

Des huiles essentielles peuvent également étre de simples excipients dans des
médicaments et servir par exemple d’ardme pour masquer le golt d’un principe
actif (Kaloustian et Hadji, 2012), comme agent de pénétration percutanée
(Karande et Mitragotri, 2001), ou encore comme source de précurseur
d’hémisynthése, comme les citrals qui servent a la production de la vitamine A
(Franchomme et Pénoél, 2001).

Leurs propriétés antifongiques et antibactériennes sont exploitées,
notamment depuis que I’utilisation des antibiotiques a eté limitee dans les élevages.
Ains on utilise aujourd’hui les huiles essentielles comme répulsifs ou insecticides,
comme conservateur, dans I’alimentation animale ou tout simplement pour soigner
les animaux de différentes affections (Burt, 2004; Baser et Buchbauer, 2009). Le
pouvoir antifongique des huiles essentielles a été mis en évidence par de nombreux
chercheurs contre des champignons pathogenes et opportunistes (Abou Jawdah et
al., 2002 ; Omezzineet al., 2011; Mahmoudi et al., 2016; Rhimi et al., 2017).

Les huiles essentielles ont la capacité de pénétrer et de perturber la paroi
cellulaire des champignons, ce qui conduit a la désintégration des membranes
mitochondriales. Ceci est causé par des altérations dans le flux, cela peut aussi
endommager les protéines et les acides nucléiques contenus dans les cellules
infectées par les champignons pathogenes (Arnal Schnebelen et al., 2004). Les

huiles essentielles ou leurs composés actifs sont également employés comme agents
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antifongiques dans les industries agro-alimentaires (Zambonelli et al., 2004;
Papajani et al., 2015).
2-7- Composition chimique des huiles essentielles d’I nula viscosa

Parmi les classes chimiques les plus répandue dans les huiles essentielles
d’Inula viscosa se trouvent les mono, les sesqui et les tri terpenes, (Akkawi et al.,
2014; Haoui et al., 2015). En Algérie, |. viscosa est caractérisée par le [3-
caryophylléene, le tricosane et I'acide isocostique (Boudouda, 2014; Madani €t al.,
2014). Les populations d’ltalie ont été caractérisées par le 12-carboxy eudesma-3-
11-(13)-diéne (De Laurentis et al., 2002) (Tableau 2).

D’autres études, en Italie, ont montrés que I'huile est composee de globulal,
de valérianol et d'oxyde de caryophylléne (De Laurentis et al., 2002; Marongiu et
al., 2003). Les populations d’Island sont caractérisées par le 10-épi-y-eudésma, I'a-
eudesmol, B-caryophylléne et le limonéne (Laura et al., 2019). Les populations de
France et d'Espagne contiennent du fokiénol, du nérolidol-(E) et de I'a-eudesm-6-
en-4-ol (Camacho et al., 2000; Marie et al., 2006; Blanc et al., 2006).

Tableau 2 : Composition chimique de I'huile essentielle d’Inula viscosa

g
o kS

Localités Q R - ~ - g? g o
2 B8 |8f2gie g5 infBs

& = 288|832 lalfl &2l 8|5 285

Référence A B C/  DIE|F|G|H | J K L | M

Fokiénol 0.0 (0.0 |0.0 |00 |00 |34 |00 |00 |22 |39 |0.0 |30 |0.0 |44 (7.2 |00 |0.0
Acide linolénique 0.0 (0.0 |3.0 |00 |3.8 |7.8 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00 |31 (9.1 |00 |0.0
Pentacosane 7.1 (0.0 |0.0 0.0 |00 |54 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |03 |0.0 |0.0 |20 |04 |00 |0.0
Heptacosane 0.0 {0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |4.8 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00 |23 |19 |00 |00
Nérolidol B 15 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00 |00 |00 |00 (7.7 |00 |00 |00 |00 |00 |00 |00
Caryophylléne oxide 3.8 |26 |06 |1.3 |2.2 |0.2 |15 |1.9 |25 |0.0 |34 |26 |22 |55 |0.1 |0.0 [8.0
Farnéséne-E époxide 22 (0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00 |0.0 |00 |00
Sélin-6-en-4-ol 22 (33 |14 (21 |20 |0.0 |0.0 |0.0 |1.6 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0
Octadécanoique acide 11 |0.0 |0.0 |0.0 (0.0 |0.0 [0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00
Cinéol-1-8 0.0 {9.6 |0.3 |2.3 |2.3 |0.0 |0.0 |1.9 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00
o-Terpinéol 0.0 {3.1 |39 |2.6 |1.7 |0.0 |0.1 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00
[3-Caryophylléne 0.0 (1.7 |10 (1.0 |19 |0.0 |00 2.3 |0.0 |0.0 |00 |25 |0.0 |25 (9.6 |0.0 |0.0
acide Hexahydrofarnésyl 0.0 (51 |09 (18 |21 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 [0.0 |00 |0.0
12-Carboxy eudesma-3,11(13) 0.0 (20 |42 (48 |27 |29 |0.0 (0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 [0.0 |0.0 |0.0
Tricosane 0.0 |46 |0.5 |0.7 |1.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00 |1.0 |00 |00
acide Isocostic 0.0 {0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00 |0.0 |00 |10 |25 |59 |0.0
Bornéol 0.0 {0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |25 |1.7 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |16 |0.0 |0.0 |00
Bornyl acétate 0.0 (0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |20 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 [0.0 |00 |00
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Lsobornyl acétate 0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |23 |0.0 |0.0 (0.0 |0.0 |0.0 |0.0 0.0 |0.0 0.0 |0.0
Eugénal 0.0 |0.0 |7.3 |40 |1.2 |0.0 |0.0 (2.7 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00 |0.0 0.0 |0.0
Intermédéol néo 0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00 |0.0 |00 |64 |75 |0.0 |0.0
2,4-dioxy-3-methyl-6-isopropy! 0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00 |00 |0.0 |0.0 |29 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0
Eudésma-5,11(13)-dien-8,12- 0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00 |00 |0.0 |0.0 |25 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0
Bicyclo sesguiphéllandréne épi 0.0 (0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0O.0 |0.0 |00 |17 |00 |0.0 |00 |0.0
Cadinol 0.0 (0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0O.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00 |0.0 63 |0.0
Globulol 0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 0.0 |00 [0.0 |28 |41 (0.0 |0.0 0.0 |17
Nérolidol-E 0.0 |69 |34 |24 |29 |00 |15 |1.1 |86 |0.0 |0.0 |20 |00 |0.0 |01 |11 |19
Valérianol 0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 0.0 |0.0 0.0 |00 [0.0 |[0.0 |[0.0 |0O.0 |0.0 0.0 |12
1,3-(1,1-diméthyl éthyl)2Mxy-5 0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0O.0 |0.0 |00 |21 |00 |0.0 |00 |0.0
2,3,5,6,Tétrafl ouroanisol 0.0 (0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0O.0 |0.0 |00 |17 |00 |0.0 |00 |0.0
Azuléne 0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 9.2 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |00 |0.0 |00 |0.0
Eucalyptol 0.0 |10 |03 |23 |2.3 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0 |0.0

A- Nasser et al., 2014; B- De Laurentis et al., 2002; C- Haoui €t al., 2011; Perez-Alonso et al.,
1996; Aldan et al., 2015; F- Blanc et al., 2006; G- Camacho et al., 2000; H- Sevindik et Paksoy,
2017; |- Al Qudah et al., 2010; J- Assi et al., 2014; K- Boudouda et al., 2012; L- Gracaet al., 2008;
M- Marongiu et al., 2003.

2-8- Activités des huiles essentielles
2-8-1- Activités antibactériennes

Les huiles essentielles présentent des propriétés antibacteriennes
remarquables. Ces activités sont variables d’une huile essentielle a I’autre et d’une
souche bactérienne a I’autre (Kalemba et Kunicka, 2003).

La présence d’une membrane plasmique hydrophile externe chez les Gram
négatif empéche la pénétration intracellulaire des molécules hydrophobes
composant la majorité des huiles essentielles. Cette caractéristique confere aux
bactéries a Gram négatif une résistance a I’huile et méme aux antibiotiques (L ewis
et Ausubel, 2006; Raut et Karuppayil, 2014). Généralement, les composes
phénoliques présents dans les huiles essentielles comme I'eugénol, le thymol et le
carvacrol sont responsables des activités antibactériennes des huiles essentielles
(Dorman et Deans, 2000). Ces composés peuvent provoquer la coagulation du
contenu cellulaire et perturber la membrane cytoplasmique (Pauli, 2001).

La plupart des activités antibacteriennes des huiles essentielles sont dues
aux terpénoides oxygénés (alcools et terpenes phénoliques), tandis que certains
hydrocarbures présentent également des effets antimicrobiens (Delaquis et al.,
2002; Burt, 2004).
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Le mécanisme d’action antibactérien est favorisé par une serie de réactions
biochimiques dans la cellule bactérienne, qui dépendent du type et des
caractéristiques des constituants chimiques présents dans I’huile essentielle, les
constituants chimiques de I’huile essentielle ont une propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la
cellule bactérienne (K eita, 2002).

Certaines études ont démontré que les huiles essentielles entiers ont
généralement une activité antibactérienne plus élevée que les mélanges de leurs
principaux composants, suggérant que les composants mineurs sont essentiels a
I'activité synergique, bien que des effets antagonistes et additifs ont également été
observes (Sikkema et al., 1994, Mourey et al., 2002).

2-8-2- Activité antioxydant

Les composés phénoliques et les autres métabolites secondaires présents
dans les huiles essentielles présentent généralement des propriétés antioxydants et
anti radicalaires importantes (Sacchetti et al., 2005). Les composés antioxydants
majeurs sont le carvacrol et le thymol, I’activité de ces composés est liée a leur
structure phénolique (Burt, 2004). L'activité antioxydante des huiles essentielles est
également due a dautres fonctions des struclures présentent dans les huiles
essentielles comme les alcools, les cétones, les aldéhydes, les éhers et les
monoterpenes, comme le linalol, le géranial, le néral, le 1,8-cinéole, I’isomenthone,
la menthone, le citronellal, le o-terpinoléne, le a-terpinéne, et le [B-terpinéne
(Aruoma, 1998).

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles est développé comme
substitut dans le domaine aimentaire. Car les antioxydants sont capables
d’empécher la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés du produit
aimentaire (Danino et al., 2009; Miguel, 2010; Trimech et al., 2014; Héellali,
2016).

Il a été rapporté que certaines huiles essentielles peuvent jouer un role

essentiel pour limiter I’oxydation des lipides, en particulier dans la viande et dans
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d’autres produits gras (Chahmi et al., 2015; Mahmoudi et al., 2016; Kheyar et
al., 2018; Mohti et al., 2019).

2-9- Utilisation des huiles essentielles

- En pharmacie

Les huiles essentielles ont un réle important dans le domaine médical en
raison de leurs propriétés pharmacol ogiques. Plusieurs huiles essentielles montrent
des effets fongicides, antidépresseurs, antibactériens, effet stimulant et relaxant et
peuvent étre utilise comme agent thérapeutique efficace, c'est pourquoi ces huiles
sont utilisées efficacement pour le traitement de plusieurs infections causées par des
agents pathogenes ou des maladies non pathogénes en tant qu’aromatisant pour
masquer I’odeur désagréable des médicaments destinés a la voie orale (Kaloustian
et Hadji Minaglou, 2012). Certaines huiles essentielles possédent une activité
hypotensive ou anticancéreuse (cancer du sein, tumeurs, leucémie, gliome) (Edris,
2007; Milner, 2001, 2006). Les ééments dhydrocarbures sesquiterpénigques
présents dans les huiles essentielles en tres petites quantités sont efficaces pour le
traitement du gliome (Deangelis, 2001). Les huiles essentielles ont |a capacité de
promouvoir le bien-étre lorsgu'elles sont utilisées dans le cadre de mode de vie sain,
Les huiles essentielles sont également utilisées dans les programmes de perte de
poids lorsque leur utilisation est combinée avec une alimentation saine et des
exercices physiques (Muhammad et al., 2019).

- Enindustriealimentaire

- Les premiéres utilisations des plantes aromatiques par I’hnomme se sont faites
pour enrichir la cuisine. Les Egyptiens diffusaient des odeurs par le chauffage de
mélanges contenant des huiles essentielles dans le but d’augmenter I’appétit des
personnes malades (Baser et Buchbauer, 2009). Leshuiles essentiellesdonnent aux
épices leurs saveurs.

Les essences d’Anis et de Badiane sont la principale source d’anéthol naturel,
composeés utilisés en liquoristerie (fabrication des boissons anisées) et en confiserie
(bonbon, chocolat...) (Fernandez et Chemat, 2012).
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- Les huiles essentielles possedent une forte activité antioxydante en inhibant
la peroxydation des lipides, et une excellente activité scavenger de I’oxygene actif
(Nassu et al., 2003; Wel et Ho, 2006). Leur activité antibacterienne bien reconnue
est également exploitée pour augmenter la duréede conservation des aiments. On
sait par exemple que les huiles essentielles de cannelle, decoriandre, de thym ou
encore d’origan ont une réelle efficacité dans la conservation de laviande alors que
la menthe est plus efficace dans le contrble des contaminations dans |lesyaourts
(Fernandez et Chemat, 2012).

- Les contaminations fongiques peuvent rendre impropres a la consommation
des denrées aimentaires par la production de mycotoxines, ou tout simplement les
détruire. Certaines huiles essentielles sont des agents antifongiques a large spectre
qui pourraient étre exploitées pour la conservation des aliments. (Kumar et al.,
2008).

- En aromathérapie

Le mot « aromathérapie » est a l'origine lié a I'idée de I’utilisation holistique
des huiles essentielles pour promouvoir la santé et le bien-étre. Les effets
psychophysiologiques des huiles essentielles ont été explorés en permanence.
L’utilisation d’aromathérapie pour favoriser la sédation et réduire l'anxiété est
également discutée en aromathérapie. La pratique de I'aromathérapie est étroitement
liée a l'inhalation des huiles essentielles a petites doses et leurs applications sur la
peau sous forme fortement diluée en tant que partie de massage d'aromathérapie.
L'aromathérapie fait partie des thérapies complémentaires qui sont utilisés pour le
traitement de nombreuses maladies avec I'utilisation des huiles essentielles comme
principal agents thérapeutiques (Franchomme et Pénoel, 2001; Kaloustian et
Hadji, 2012).

2-10- Latoxicité des huiles essentielles

Comme tous les produits naturels, les huiles essentielles peuvent causer des
menaces lors de leur utilisation. La toxicité de ces huiles varie en fonction du mode
d’utilisation. La voie orale est la plus toxique, puis la voie anale, la voie vaginale, la
voie percutanée et enfin la voie aérienne (Franchomme et Penoel, 2001; Chahmi
et al., 2015; Nawreset al., 2019).
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Certaines huiles se révélent cytotoxiques selon la phase dans laguelle elles
sont mises en contact. A titre d’exemple, la toxicité du thym est augmentée par
contact en phase liquide et réduite en phase gazeuse, alors que c’est I’inverse pour
lalavande (I nouye, 2003). Latoxicité aigué est rare, sauf i les huiles sont ingérées
en grandes quantités (Balz et al., 1999).

2-11-Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances sensibles et tres délicates, ce qui
rend leur conservation difficile, pour limiter les risques de leurs dégradations et la
modification leurs propriétés. La durée de conservation des HE varie entre 12 a4 18
mois selon I’huile essentielle (Laurent, 2017). Leur conditionnement doit se faire
dans des flacons propres et secs, fait en auminium, acier inoxydable ou en verre
teinté, presque entierement remplis ou sous atmosphere d’azotefermé de facon

étanche et stocké a I’abri de la chaleur et de la lumiere (Valnet, 2000).

2-12- Extraction des huiles

2-12-1- Méthodes d’extraction des huiles essentielles
Il existe plusieurs modes d’extraction des huiles essentielles, parmi les

méthodes |es plus courantes on peut citer :

2-12-1-1- Extraction par distillation ala vapeur

C'est la méthode couramment utilisée pour extraire I’huile volatile de la
plupart des plantes aromatiques. La vapeur d'eau pénétre dans la masse végétale,
soumise a digtillation, le revétement des oléfines sera détruit, I'huile et ensuite
volatilisée et mélangée avec de I’eau. Le mélange vapeur/eau et la vapeur d'huile,
passe dans le réfrigérant, ou il se transforme en un liquide.

Ce méange atteint le florentin ou la séparation aura lieu, I'huile volatile
étant plus légere se dépose au-dessus de I'eau (Dlilali et al., 2017). Selon la fagon
dont la matiére premiére est placée pour chauffage, deux types de distillation sont
connus :

o Extraction par entrainement a la vapeur d’eau
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La distillation a la vapeur d’eau, ou entrainement a la vapeur d’eau est le
procédé le mieux adapté a I’extraction des essences. Elle est utilisée dans la plupart
des pays producteurs des huiles essentielles (Far hat, 2010).

Dans ce systeme d’extraction, le matériel vegétal est soumis a I’action d’un
courant de vapeur sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composes
volatils sont condensées puis décantées dans I’essencier, avant d’étre séparées en
une phase agueuse et une phase organique. L’absence de contact direct entre I’eau
et la matiere végetale, puis entre I’eau et les molécules aromatiques, évite certains
phénomeénes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I’huile.

De plus, le parfum de I’huile essentielle obtenue est plus délicat. (M asango, 2005;
Phar macopée Européenne, 2007; Gavahian et Chu, 2008; Kaloustian et Hadji,
2012).

e Hydrodistillation

L hydrodistillation est la méthode nommée pour I’extraction des huiles
essentielles (Lucchesi, 2005). Selon Bruneton (1999), Elle consiste a immerger la
matiere premiére dans un bain d’eau et I’ensemble est porté a ébullition. Elle est
généralement conduite a pression atmospheérique.

La distillation peut s’effectuer avec ou sans cohobage des eaux aromatiques
obtenues lors de la décantation. Ce procédé présente des inconvénients dus
principalement a I’action de la vapeur d’eau ou de I’eau a I’ébullition.

Certains organes végétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne
supportent pas les traitements par entrainement a la vapeur d’eau et par hydro
distillation (Far hat, 2010).

Les conditions opératoires et la durée de la distillation ont une influence
considérable sur le rendement et la composition de I’huile essentielle. C’est
pourquoi, aujourd’hui, des modeles mathématiques qui permettent d’optimiser, au
mieux, ces conditions sont développées, afin de produire des huiles essentielles de
maniére reproductible.

Cependant, le contact direct des constituants de I’huile avec I’eau

occasionne des réactions chimiques conduisant a des changements dans la
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composition finale de I’extrait. Labilité des constituants des huiles essentielles
explique que la composition du produit obtenu par HD soit, le plus souvent,
différente de celle du mélange initialement présent dans les organes sécréteurs du
végétal (Boukhatem, 2018).

2-12-1-2- Extraction d'huiles essentielles par les solvants

Cest I'une des plus anciennes méthodes connues et utilisées pour la
production d'huiles essentielles. Elle remplace aujourd’hui celle de I’enfleurage.
Elle aboutit également a I’obtention d’absolus trés recherches par les parfumeurs
pour la pureté de leur puissante odeur. L’utilisation de solvants est une méthode
lourde et colteuse et rarement appliquée. Cette méthode est basée sur la capacité
des huiles essentielles de se dissoudre dans diverses substances telles que les
graisses animales, les huiles végeétales, I’essence, I’éther de pétrole, etc. (Hubert,
1992).

L’extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet. En fonction de la
technique et du solvant utilisé, on obtient des hydrolysats, des alcoolats (éthanol
dilué), des teintures (éthanol/eau), des résinoides (extraits éhanoligue concentrés) et
des concrétes (extraits a froid et a chaud au moyen de solvants divers) (Lucches,
2005).

2-12-1-3- Extraction par enfleurage

La technique de I’enfleurage (ou macération a saturation) concerne les
plantes ou parties de plantes dont I’ardme est trop fragile pour supporter la chaleur
d’une distillation. Elle consiste a étendre une couche de ces substances vegeétales
fragiles entre deux couches épaisses de matiere grasse. On renouvelle les matieres
végetales fraiche jusqu’a saturation de la graisse en fragrance. On débarrasse alors
le parfum de I’excédent graisseux et I’on obtient une essence absolue (huile
essentielle de trés haute qualité) (Lardry et Haberkorn, 2007).

2-12-1-4- Extraction par CO, supercritique
Le CO, permet |'extraction dans le domaine supercritique et la séparation dans
le domaine gazeux. Il est liquéfié par refroidissement et comprimé a la pression
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d'extractionchoisie, ensuite il est injecté dans I'extracteur contenant le matériel
végétal. Aprées le liguide se détend pour se convertir a I'état gazeux pour étre
conduit vers un séparateur ou il sera séparé en extrait et en solvant (Chemat, 2009).

Le CO, répond a de nombreux criteres relatifs au solvant « idéal ». Il est
naturel, chimiquement inerte, inflammable, peu toxique, sélectif, relativement peu
colteux car abondant et son élimination se fait facilement sans le moindre résidu.
De plus, I’extraction se faisant sans eau et a une température peu élevée, il n’y a pas
de transformations chimiques, ce qui rend la méthode encore plus attractive. Les
inconvénients de cette méthode résident dans la complexité des installations qui les
rendent chéres, d’autant que sa mise en ceuvre nécessite une bonne maitrise
techniqgue. La méthode est également gourmande en énergie (Fernandez et
Chemat, 2008).

2-12-1-5- L’expression a froid

La technique est réservée a I’extraction des essences volatiles contenues
dans les péricarpes d'agrumes (citron, citron vert, orange douce, bigarade) en
déchirant ces derniéres par un traitement mécanique. Elle consiste a rompre ou
dilacérer les parois des sacs oléiféres contenus dans le mésocarpe situé juste sous
I’écorce du fruit, I’épicarpe, pour en recueillir le contenu qui n’a subi aucune
modification (Belsito et al., 2007; Ferhat et al., 2016).
2-12-1-6- Extraction par fluide a I’état supercritique

L’originalité de la technique d’extraction par fluide supercritique, dite SFE,
provient de I’utilisation de solvants dans leur état supercritique, c'est-a-dire dans des
conditions de températures et de pressions ou le solvant se trouve dans un état
intermédiaire aux phases liquide et gazeuse et présente un pouvoir de solvatation
accru. Si, en pratique, de nombreux solvants peuvent étre employés, 90% des SFE
sont réalisées avec le dioxyde de carbone (CO,), principalement pour des raisons
pratiques. En plus de sa facilité d’obtention due a ses pression et température
critiques relativement basses, le CO, est relativement non toxique, disponible a

haute pureté et a faible prix, et il posséde I’avantage d’étre éliminé aisément de
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I’extrait (Peterson et al., 2006; Gomes et Rodrigues, 2007; Pereira et Meireles,
2010).

2-13- Méthodes d’analyse des huiles essentielles

Différentes techniques analytiques classiques et modernes sont utilisées pour
analyser les huiles essentielles. Les techniques d’analyse chimique tres
performantes actuellement sont mises a la disposition des chercheurs
(chromatographies CCM, CG, spectroscopie de masse ‘SM’, résonance magnétique
‘RMN’). Ces techniques ont permis d’avoir une connaissance plus approfondie des
structures moléculaires présentes dans les huiles essentielles (Sylvain, 2011).
L analyse des huiles essentielles permet de désigner la molécule majoritairement
présente. Cette classification dépend des facteurs liés directement aux conditions de
vie spécifiques de la plante a savoir le climat, le sol, I’exposition des végétaux, les
facteurs phytosociologiques et la période de récolte qui peuvent influencer la
composition de I’huile essentielle.

La méthode d’analyse la plus fiable et compléte est la chromatographie en
phase gazeuse, cette méthode s’adapte plus particulierement aux substances
volatiles, comme les molécules aromatiques. Elle permet d’identifier les molécules
aromatiques et ains de déterminer le chemotypes de I’huile essentielle, cette
analyse donne une véritable carte d’identité de I’huile essentielle (Victoria, 2017).
L appareil, chromatographie en phase gazeuse, de haute technologie est aujourd’hui
I’outil indispensable pour le contréle qualité des huiles essentielles.

On détermine en plus quelques parameétres physico-chimiques comme

I’indice de peroxyde, I’indice d’acide, la polarité, etc... (Schwedt, 1993).

2-13-1- Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GPC/SM)

La méthode la plus utilisée dans e domaine des huiles et des ardmes est le
couplage de la chromatographie gazeuse avec la spectrométrie de masse (GC-MS).
Soit la chromatographie en phase gazeuse (GC) ou une combinaison de
chromatographie en phase gazeuse et de masse la spectroscopie (GC-MS). Ce sont

des méthodes puissantes pour I'analyse de routine, le contrle de qualité et dela
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recherche. En raison de la variation des parametres tels que les différences des
dispositifs, les débits de colonne, la programmation de la température et d'autres
parametres de colonne différents tels que le type de colonne, la longueur de
colonne, le diamétre de colonne interne, les chromatogrammes d'une huile
essentielle particuliere ne peuvent étre comparés qu’en conditions d’expérimentation
identiques (Middleitch, 1979).

Les huiles essentielles sont d'abord séparées par chromatographie en phase

gazeuse, puis les composants séparés sont identifiés a partir de leurs fragmentations
spectrales de masse (Rouessac et Rouessac, 2000).
Les interprétations des spectres de masse sont effectuées par des bibliotheques de
référence informatisées. L'identification est généralement basée sur le temps de
rétention et les indices de rétention (Lucaccioni et al., 1993; Rouessac et
Rouessac, 2000).

Le principe consiste a transférer les composés séparés par chromatographie
en phase gazeuse par la phase mobile (le gaz vecteur) dans |le spectrométre de masse
au niveau duquel, ils vont étre fragmentés en ions de masse variables dont la
separation sera en fonction de leur masse (Degjobert et al., 1997). L’identification
est ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention (IR) et des données
spectrales (spectres de masse) (Paolini, 2005).

2-13-2- La chromatographieliquide a haute performance (CLHP)

Cette technique est indiquée pour étudier les constituants non volatils des
concretes et des absolues ou pour effectuer des préfractionnements.

Elle peut étre couplée également & un analyseur de masse. La
chromatographie liquide a haute performance utilise une phase stationnaire trés fine
et une phase mobile liquide circulant sous I’effet d’une haute pression. Aprés la
séparation des différents constituants de [I’échantillon, un calculateur assure

I’acquisition et le traitement des données (Audigie et al., 1995).

2-13-3- Larésonance magnétique nucléaire (RMN)
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Parmi toutes les techniques spectroscopiques, la RMN est |a technique de
choix pour la caractérisation des molécules organiques, elle permet I’accés a des
informations concernant e squelette et 1a fonctionnalisation des molécules.
L’originalité de la RMN par rapport aux autres technigques spectroscopiques reside
dans le fait d’apporter une information precise et individuelle sur la tres grande
majorité des atomes constitutifs de la molécule, de permettre I’identification des
connexions entre atomes des diverses entités tout en les situant dans I’espace les uns
par rapport aux autres (Platzer, 2002).

3- Lacaryologie

La cytotaxonomie est une branche de la cytogénétique, consacrée a |'étude
comparative des chromosomes, a des fins systématiques et évolutives (Siljak et
Peruzzi, 2012). Aujourdhui, un nombre de données important pouvant étre
obtenues par des études chromosomiques (nombre de chromosomes, structure du
caryotype, asymétrie du caryotype...) (Graphodatsky et al., 2011; Guerra, 2012;
Peruzzi et Eroglu, 2013).

Les données chromosomiques de base sont des caracteres fondamentaux des
especes végétales et sont pertinentes pour la systématique et I’évolution des plantes.
Ces données sont le nombre de chromosome, la taille des chromosomes, la
morphologie et les caractéristiques de coloration chromosomiques (Stace, 2000).

Les caracteres morphologiques les plus évidents sont la taille des
chromosomes et la position du centromere (également appelée constriction
primaire). L'occurrence et la position des rétrécissements secondaires donnent des
informations morphologiques supplémentaires. La description de la morphologie
des chromosomes sest avéré une méthode puissante pour caractériser les genomes
végétaux.

Le nombre de chromosomes dans la tribu des Inuleae est trés variable et
complexe. En premiére approximation, x = 10 est considéré comme nombre
chromosomique de base ancestral de latribu, avec une longue série de dysploide (se
caractérisant par des restructurations dites Robertsoniennes n’entrainant aucune

modification de la quantité d’ADN (Philippe, 2020). Le nombre chromosomique de
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base de latribu des Inuleae est tres variable (x =5-6 - 7 — 8 et 9), ces nombres de
base dérivent d’un nombre chromosomique ancestral (x = 10) (Anderberg, 1991).

Dans les Inuleae, seul le groupe Nauplius est défini par le nombre de
chromosomes avec x = 7 ou moins, malgre la présence de nombre chromosomiques
de base x = 5 — 8 et 9. Les nombres chromosomiques de base x = 5 se trouvent
également dans les Astérideae (Wiklund, 1985).

Le passage d’un chromosome métacentrique a deux chromosomes
télocentriques est fréguent. Cette transformation est observée chez plusieurs genres
(Inula, Pulicaria,...) (Anderberg, 1991).

Ces modifications des nombres chromosomiques confirment que la dysploidie
est un mécanisme évolutif tres important dans le groupe des Inulea. Ce phénomene
est commun dans de nombreux genres de la famille des Astéraceae (Torrell et al.,
2001; Valleset al., 2001).

Les études cytologiques du genre Inula ont été limitées a quelques
dénombrements chromosomiques et I’étude des caryotypes. Ces études ont montré
que les especes du genre Inula sont des polyploides (Brullo et al., 2004;
Chepinoga et al., 2009; Chepinoga et al., 2009).

Le terme de polyploide qualifie les individus ou les cellules qui présentent
plus de deux lots de chromosomes. La polyploidie a été décrite chez différents
organismes eucaryotes comme les plantes (M able et al., 2011).

Alors que la polyploidisation ou la duplication du génome entier est un
phénomene récurrent chez les végetaux et plus particulierement chez les
Angiospermes, environ 50% des espéces d'angiospermes sont d'origine polyploide
(Masterson, 1994). Ce phénomene aboutit & une augmentation brutale du nombre
de chromosomes (Soltis et Soltis, 2012). La polyploidie conduit généralement a une
spéciation, augmentant ainsi la biodiversité et fournissant un nouveau matériel
génétique pour I'évolution (Wendel et Doyle, 2005). Le nombre chromosomique de
base du genre Inula est multiple de x = 9, avec un diploide de (2n = 18),
généralement, les especes de ce genre sont diploides (Fer nandes et Queiros, 1971;
Brullo et al., 2004; Ortega et al., 2004; Javeid, 1973) (Tableau 3).
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Tableau 3. Nombres chromosomique du genre Inula.

Espéces du genre Inula 2n | Localités, pays | References

|. aucheriana 16 | Iran Chehregani et Hajisadeghian, 2009
|. bifrons 16 | Espagne Chepinoga et al., 2009

|. britannica 16 | Japan Y ukiko et al., 2005

|. britannica subsp. Linariifolia | 24 | Japon K okubugata et Koyama, 1999
|. conyza 32 | France Chepinoga et al., 2009

I. crithmoides 18 | Algerie Ramdani et al., 2015

|. crithmoides 18 | Grece Kamari et al., 2012

I. crithmoides 18 | France Javeid, 1973

|. crithmoides 18 | France Pavone et al., 1981

|. ensifolia 16 | France Chepinoga et al., 2009

|. helvetica 16 | France Chepinoga et al., 2009

|. macrophylla 20 | France Valléset al., 2005

I. helenium 20 | France-Spain | Chepinogaet al., 2009

| helvetica 16 | France Chepinoga et al., 2009

I. oculus-christi 32 | Russie Chepinoga et al., 2009

|. salicina var. asiatica 16 | Japan K okubugata et Koyama, 1999
| peacockiana 10 | Turkey Esraet al., 2015

|. tuzgoluensis 18 | Turkey Meryem, 2013

|. obtusifolia 16 | Inde Pawan, 2015

|. viscosa 18 | France Javeid, 1973

|. viscosa 18 | France Brullo et al. 2004

|. viscosa 18 | Espagne Fernandes et Queiros. 1971

|. viscosa 18 | Portugal Ortegaet al., 2004

|. viscosa 18 | Itdie Brullo et al., 2004

|. viscosa 18 | Itdie Antonino, 1933

L es nombres chromosomiques supérieurs a 2n = 20 semblent dus éventuelle a
la présence de chromosomes B, comme dans le genre Pulicaria (Brullo et al., 2004)

Avec I’existence de variations extensives du nombre chromosomique et le
niveau de ploidie dans le genre, ce dernier ayant été rapporté comme x =5, 6, 8, 9
(Chehregani et Hajisadeghian, 2009; Chepinoga et al., 2009; Chen et
Anderberg, 2011).

La synthese bibliographique montre que le nombre de base le plus commun
dans la nature chez le genre Inula est x = 8, suivi du nombre de base x =9 (Figure
6). Le nombre de base |e moins représenté est x = 6 alors que le nombre de base x =
5, représenté dans un diploide a 2n = 2x = 10 et trois tétraploide a 2n = 2x = 20
chromosomes
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Figure 6 : Occurrence du nombre de base dans le genre Inula

Le niveau de ploidie commun le plus élevé dans le genre Inula est le diploide
a2n = 2x = 16 présents chez 11 especes. Alors que le diploides a 2n = 2x = 18 est
présent chez 9 especes. Le nivau de ploidie élevée est faiblement représenté. Trois
tétraploides se retrouvent dans la nature (2n = 4x = 20) a nombre chromosomique
de base x = 5, 2n = 2x = 24 a nombre chromosomique de base x = 6 et deux

tétraploide a 2n = 2X = 32 a X = 8.
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CHAPITRE II MATERIEL ET METHODES

1- Matériel végetal
1-1- Description del’espéce

Inula viscosa L. est une plante herbacée annuelle, visqueuse et glandulaire a
forte odeur. Elle peut atteindre 50 cm a un metre d’hauteur, possédant de nombreux
capitules a fleurs jaunes au sommet de la tige (Figure 7), localement, €elle est
appelée Magramen. L’identification du matériel végétale a été facilitée par
I'utilisation de laflore de Quézel et Santa (1962-1963).

Figure 7 : Inula viscosa de larégion de Sétif

1-2- Zone d’étude
Les parties aériennes de la plante sont récoltée, pendant la période de
floraison, en octobre 2017 de 15 stations de I’Est et du centre algérien (Figure 8)

Les coordonnés géographique des stations échantillonnées sont regroupées dans le
(Tableau 4).
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Le matériel végétal frais (tige, feuille et inflorescence) est seché a I’abri de la

lumiére et de la chaleur en vue d’en extraire les huiles essentielles, les graines

mures sont conservées dans le but de réalisé éude caryologique.
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Figure 13: Stationsd’l. vi

scosa échantillonnées (les chiffre voire tableau 4)

Tableau 4 : Cordonnées géographiques des stations échantillonnées

Localités Coordonnées Altitude
géographiques (m)
1 | Salah Bey 35°52"43"N,5°01' 43" E 978
2 | Ain Oulmen 35° 56 20" N, 5°18'43" E 950
3 | Setif 36° 12 55" N, 5° 27" 28" E 1100
4 | El Baz 36° 12 08" N, 5°22' 01" E 1100
5 | Quricia 36° 17' 20" N, 5° 25' 04" E 1103
6 | Amocha 36° 23 52" N, 5° 25' 02" E 775
7 | Tizi n’Bechar 36° 26'42" N, 5° 22' 59" E 881
8 | Babor 36° 29 01" N, 5° 32" 42" E 954
9 | Kherrata 36° 30'54" N, 5° 16" 15" E 1197
10 | Derguina 36°34'02" N,5°18 22" E 1197
11 | Souk Letnine 36° 38 46" N, 5° 20" 11" E 199
12 | Bgaa 36° 43 54" N, 5° 03 01" E 95
13 | Jijel 36° 48 49" N, 5° 46' 58" E 10
14 | Bibans 36° 11' 05" N, 4° 26' 58" E 698
15 | Bouira 36°22°59" N, 3° 53 02" E 735
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2- M éhodes
2-1- Extraction des huiles essentielles

Les parties aériennes de la plante destinées a I’hydrodistilation, sont séchées
puis découpés grossierement. L’extraction des huiles essentiemlles a été réalisee par
hydrodistillation en utilisant un appareil de type Clevenger. Cette technique est
basée sur le pouvoir que possede la vapeur d'eau a transporter les huiles essentielles.

L appareil se compose d'un ballon qui sert comme un récipient pour le
matériel végétal, porté sur un chauffe-ballon éectrique. Ce ballon est surmonté par
une colonne verticale terminé par une ouverture, un réfrigérant menu d'une voie
dadmission et deux voies d'évacuation d'eau. Un robinet et une ouverture pour

permettre le maintien du niveau de liquide dans e dispositif (Figure 9).
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Figure 9 : Montage d’extraction des huiles essentielles de type Clevenger
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L’opération consiste a introduire 300g de materiel végétal séché (coupé en
petits morceaux) dans un ballon, on y gjoute une quantité suffisante d’eau distillée
(3 litres). Le mélange est porté a ébullition, les vapeurs chargées d”huile essentielles
passent a travers le tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura
lieu la condensation des gouttelettes d’huile qui s’accumulent dans le tube rempli
auparavant d’eau distillée. L opération d’extraction dure trois heures a partir du
début d’ébullition. L huile ainsi obtenue est récupérée et séchés avec du Sulfate de
Sodium anhydre et conservée dans des flacons opaques bien scellés a température
basse (4 a5°C).

2-1-1- Lerendement en huile essentielle
Le rendement en huile a été estimé par rapport a la masse de matiere végétale

utilisée. Il est exprimeé en pourcentage et calculé selon laformule suivante :
Masse de ['huile (g)

Masse de matiere véegétale (g)

Rendement (%) = ( ) = 100
2-2-Analyse chimique des huiles essentielles

L analyse chimique a été réalisée au Laboratoire de chimie des Hétérocycles
et des Glucides a I’Ecole d'ingénieurs SIGMA Clermont-Ferrand (France). La
chromatographie en phase gazeuse (CPG) est la méthode de dosage et
d'identification utulisée dans |'éude des huiles essentielles.

Les échantillons sont analysés sur deux colonnes capillaires de polarité
différente, afin d'avoir une meilleure précision possible dans l'identification des
constituants. L’identification des constituants volatiles des huiles essentielles est
réalisée au moyen de la CPG couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM) et la
détermination quantitative a été faite sur un appareil équipé d’un détecteur a
ionisation de flamme (CPG/FID). Le chromatographe Hewlett-Packard HP 7890
couplé a un spectromeétre de masse HP 5975. Les conditions opératoires sont les
suivantes :

- Colonne : DB5 : 30m x 0,25mm, épaisseur de film: 0,25m
- Gaz vecteur : Hélium 1mL/min

- Energie d’ionisation : 70eV

35



CHAPITRE II MATERIEL ET METHODES

- Température de I’injecteur : 250°C

- Température du détecteur : 280°C

- Programmation du four : 50°C pendant 5min, 5°C/min de 50° a 300°C, 5min
a300°C

- Injecteur mode split 1 : 100

- Chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de
flamme

- CPG/FID : Chromatographe Hewlett-Packard HP 6890 équipé d’un détecteur

aionisation de flamme.

Dans les conditions de programmation de température constantes au CPG, le
temps de rétention d'un composé reste également constant. Mais, en pratique, les
conditions d'analyse varient beaucoup et, pour cette raison, le temps de rétention
seul ne serait fiable. Avec l'introduction du systéme des indices de Kovats,
I'identification des différents composés des huiles essentielles est devenue plus
pratique. Le calcul des indices de Kovats se fait en utilisant les temps de rétention
corrigés des deux alcanes qui encadrent le composé inconnu. Ces indices expriment
la rétention d'un produit comparé a son homologue hydrocarbure linéaire, examiné
dans les mémes conditions de température. L’identification des composés a été
réalisée par comparaison de leurs spectres de masse et de leurs Kl (Indice de
Kovats) avec ceux des bases de données d’Adams et celle établie par le laboratoire
d’accueil en France.

La chromatographie en phase gazeuse autorise le couplage de toute une série
de détecteurs différents qui permettent d'avoir une vision multiple d'un seul produit
(Lucaccioni et al., 1993). Le développement important de la spectrométrie de
masse (SM) dans l'identification des constituants des huiles essentielles est rendue
possible grace au couplage de la CPG directement a la SM. Lors du couplage, la
CPG permet, dans un premier niveau, de séparer et d'isoler chacun des constituants
du mélange qui est injecté séparément dans la chambre dionisation de la SM
(deuxieme niveau). Gréce a cette innovation importante, la SM est devenue la
technique la plus sensible pour obtenir des données importantes sur la structure de

COMPOSES organi ques inconnus.
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Lors de ce travail, la CPG Hewlett-Packard HP 7890 est connectée au MS HP-
5975 a une chambre d'ionisation fonctionnant a 70 eV. Une banque de spectre de
masse informatisée est coupl ée a ce systéme pour une caractérisation préliminaire.

L’identification des composés a ete réalisée par calcul des indices de rétention
(RI) ou Indices de Kovats (K1) et ont été comparés avec ceux des spectres de masse
dans les banques de données, d’Adams (2007); de Mc L affert et Stauffer (1994) et
du laboratoire LEXVA de Clermont-Ferrand.

2-2-1Indicesde KOVATS
L’indice de rétention (ou indice de Kovats) a été calculé par comparaison des
temps de rétention (TR) avec ceux d’une série d’alcanes permettant un étalonnage
du chromatogramme. Un mélange d’alcanes de C5 a C22 a été injecté en CPG dans
les mémes conditions opératoires que celles des huiles essentielles. L’indice de
rétention linéaire est défini par laformule suivante :
IR =100n+ (TRA) — TRcn) / (TR cne1) — TRep) X 100
Ou:
— IR : Indice derétention
— A : composéinconnu,
— TRa : temps de rétention du compose inconnu
— TRc,: temps de rétention de I’hydrocarbure a n atomes de carbone précédant
immeédiatement |e compose ;
— TR cne1 : temps de rétention de I’hydrocarbure a n+1 atomes de carbone
suivant immeédiatement |e composé.
Cet indice expérimental est comparé a ceux de la littérature ainsi qu’a ceux

des banques de données du laboratoire pour confirmation.

2-3- Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles
2-3-1-Méthode de diffusion

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé a effet
antibactérien en milieu solide dans une boite de pétri, elle consiste a déposer un
disque stérile de papier filtre imbibé d’huile essentielle sur un tapis microbien.

Apreés un certain temps de contact entre I’huile et le microorganisme cible.
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L’ activité antibactérienne sur la cible est appréciee par la mesure de la zone
d’inhibition (Figure 10).

Culture bactérienne

Disposition des disques imbibés de 10ul des différentes
concentrations de I’huile essentielle(Trois disques de la
méme concentration dans chaque boite)

Incubation a 37°C pendant 24

Mesure des zones d’inhibitions en cm

Figure 10 : Les étapes de réalisation du test d’activité antibactérienne

2-3-2- Préparation des milieux de culture

Pour I’évaluation de I’activité antibacterienne, la gélose Mueller Hinton (MH)
a eté utilisée. En effet il s’agit d’un milieu non sélectif et qui contient des ions
favorisant une bonne diffusion des antibiotiques. La gélose de MH stérile a éé
coulée dans des boites de pétrie stériles de 90 mm de diamétre, I’épaisseur de la
gélose doit étre de 4mm au minimum, répartie puis séchées pendant 30 min a une

température ambiante avant I’emploi.
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Avant solidification de la gélose, les boites ont été disposées sur une surface

plane afin d’assurer une bonne uniformisation de la surface.

2-3-3- Aromatogramme
Technique de I’antibioaromatogramme ou méthode par diffusion en milieu

gélosé ou encore méthode des disques (Dayal et Purohit, 1971). Dans cette
méthode, on utilise des disques d’antibiogramme a partir de 5mm, imprégnés de
I’huile essentielle et déposés a la surface d’un milieu gélosé préalablement
ensemencé en surface a I’aide d’une suspension bactérienne. Apres incubation, la
lecture des résultats se fait par la mesure du diametre d’inhibition en mm. La
dilution des HE se fait toujours dans du diméthyle sulfoxyde (DM SO). Le principe
de cette methode est toujours la migration de I’HE par diffusion dans la gélose.
D’aprés Ponce (2004) et Moreira (2005), le diametre de la zone d’inhibition (DZI)
renseigne sur la sensibilité d’une bactérie donnée :

Soucherésistante si DZI < 8mm

Souche sensible s DZI = 9-14 mm

Souche trés sensible si DZI = 15-19 mm

Souche extrémement sensible s DZ1 > 20 mm

Les activités antibacteriennes des huiles essentielles d’Inula viscosa ont été
testées sur quinze souches bactériennes; six souches a grams positif :
Saphylococcus aureus ATTC 2592, Listeria innocua CLIP74915, Listeria
monocytogenes ATTC 11778, Saphylococcus aureus résistant a la méticilline
(SARM), Bacillus cereus et Enterococcus faecalis, et neuf souches a gram négatif :
Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853, Klebsiella pneumoniae ATTC 700603,
Escherichia coli ATTC 25922, Proteus mirabilis ATTC 35659, Enterobacter
claocae, Serratia marcescens, SerratiaLiquefaciens, ESBL/BLSE, Acetobacter spet
Salmonella enterica

Les souches ont été conservees a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml
de milieu de culture incliné. Leur croissance est réalisée a 37°C en milieu nutritive
sur gélose Mueller Hinton. La gentamicine (GN), a été utiliséé comme un témoin

positif. Les especes bactériennes proviennent de laboratoire de microbiologie de
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bloque de recherche de d’Université Ferhat Abas, de I’Institut Pasteur de M'Sila et
du laboratoire de microbiologie du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Sétif
Abdenour Séadana.
2-3-4- Repiquage des souches bactériennes

L es souches bactériennes ont été revivifiées dans un bouillon nutritif a 37°C
pendant 24 heures. Puis chague souche a été repiquée en stries sur gélose MH pré-
coulés aprés incubation de 18-24 heures a 37 °C ces cultures vont servir a la

préparation de I’inoculum.

2-3-5- Préparation de I’inoculum bactérien

Les bactéries a tester ont été ensemencées sur des boites de Pétri contenant des
milieux nutritive gélose Mueller Hinton appropriés aux souches bactériennes
utilisées puis incubées a 37°C pendant 24 heures, afin d’obtenir des colonies jeunes
et bien isolées. Apres ce temps d’incubation, des colonies bactériennes bien isolees
et parfaitement identiques sont prélevées a I’aide d’une anse de platine, puis
émulsionnées dans un tube contenant deux ml d’eau physiologique en agitant au
vortex. La densité de I’inoculum est ajustée a 0,08 a 0,1 sur le spectrophotometre

UV-visible (ce qui correspond &la concentration de 10° cellules/m).

2-3-6. Ensemencement

L’ensemencement est effectué par écouvillonnage. L écouvillon est introduit
dans la suspension bactérienne préal ablement préparée puis essoré contre les parois
du tube. L’ensemencement se fait ensuite par des stries serrées en couvrant toute la
surface de la gélose. Les boites de gélose ainsi ensemenceées sont |aissées pendant

15 mn alatempérature du laboratoire.

2-3-7. Préparation des disques

L’aromatogramme consiste a déposer des disques de papiers chromatographe
de 6 mm de diametre, préalablement stérilisés a la surface de la gélose ensemencée
apres avoir été chargé de 10 pl d’huile essentielle diluée dans du DMSO aux
rapports suivants 1, 1/2 et 1/3 (v/v). D’autres disques, chargés de 10 pl de DMSO

sont utilisés comme témoins négatifs en plus du disque de I’antibiotique comme
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témoin positif (Rahal, 2005). Afin de garantir des conditions expérimentales
comparables, chaque trois dépbts d’huile essentielle de concentration similaire ont
été placés dans la méme boite, le test est répété deux fois pour avoir des résultats
fiables. Les boites de Pétri ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. Enfin, les

diameétres des zones d'inhibition ont été mesurés et documentés.

2-4- Evaluation de I’activité antioxydants des huiles essentielles

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a
I’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le [3-carotene (provitamine A),
I’acide ascorbique (vitamine C), le tocopheérol, la quercétine, la rutine et le
Picnogénol. La plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle
possedent des groupes hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés
antioxydantes sont attribuées en partie a la capacité de ces composés naturels a
piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et superoxydes
(Oe) (Burda et Oleszek, 2001; Antolovich et al., 2002; Bartosz, 2003).
L’évaluation de I’activité antioxydante des huiles essentielles d’Inula viscosaa été
faite par le test de piégeage des radicaux libres par la méthode au DPPH (2,2-
diphényle -1- picrylhydrazyle).

2-4-1- Piégeage du radical DPPH

Cette méthode est largement utilisée pour évaluer I'activité antioxydante des
extraits vegétaux. Elle vise a mesurer |la capacité de I'huile a piéger le radical
relativement stable, 1,1Diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH). Le piégeage des
radicaux libres de DPPH provoque un changement de couleur de la solution initiale
du violet foncé au jaune suite a la réduction du DPPH en DPPH-H (diphényle-
picrylhydrazine) (Brand-Williams et al., 1995) (figure 11). La mesure de I’activité
anti radicalaire des extraits de plantes a été effectuée par le test au (DPPH) selon la
méthode de (Archana et al., 2005).
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Figure 11 : Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant.

A partir de la solution mére d’huile essentielle, des dilutions successives d’un
rapport d’un demi ont été préparées dans du méthanol. Puis a chague concentration,
un volume de solution méthanolique de DPPH a été gjouté. Les mélanges ont été
agités au vortex et incubés dans I'obscurité a température ambiante pendant 30 min.
L absorbance a été lue au spectrophotometre a 517 nm contre un blanc a l'aide d'un
spectrophotometre UV-visible. Le contrdle négatif contient uniquement la solution
de DPPH et le controle positif est le BHT (Butylate Hydroxy Toluéne) qui a été
auss préparé selon la méme méthode avec des mémes concentrations pour la
comparaison. L’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que
I’échantillon test. L’activité antioxydants est estimée en pourcentage d’inhibition ou

pourcentage d’activité antioxydants, selon la formule suivante :

(ABScontrol — ABStest)
1(%) = =100
ABScontrol

Avec:

| % : Le pourcentage d'inhibition
ABS conirol - Absorbance du témoin
ABS. : Absorbance de I’échantillon
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La valeur de la concentration inhibitrice Cls, représente la dose de I'huile
essentielle qui neutralise 50% des radicaux de DPPH. La Clx est utilisée comme
une estimation de l'activité antioxydante par le DPPH, elle a é&é estimée par
extrapolation en tracant la courbe des pourcentages d’inhibition (I %) en fonction

des concentrations (C).

v Préparation dela solution de DPPH
Le 1,1-Diphényle -2- picrylhydrazyle (DPPH) est solubilisé dans du méthanol
absolu araison de 4mg dans 100 ml de méthanol, ce qui est équivalent a 0,004 %.

v" Solutions d’huiles essentielles
L’ activité antioxydante mesurée par la méthode DPPH est décrite selon le
protocole d’Archana et al. (2005). 100ul de I’échantillon a tester a été ajouté a 2,9
ml de la solution méthanolique du DPPH (0,004 %). Cette solution est dite solution
mere, elle subira ensuite des dilutions pour en avoir différentes concentrations de
I’ordre de microgramme par m.

2-5- Méthode caryologique

L'étude caryologique est réalisée sur les méristemes racinaires prélevés sur des
graines germees (Figure 12), dont l'analyse cellulaire révélerait le plus grand
nombre de mitoses possibles. Cette technique d’écrasement ou squash passe par

plusieurs étapes.

2-5-1. Prétraitement

Le but des cultures est de permettre le prélévement des pointes de racine dont
I'analyse cellulaire révelerait le plus grand nombre de mitose possibles. Les
semences sont mises a germer sur du papier filtre saturé d’eau distillée dans des
boites de pétri, a une température de 27°C. Apres germination des graines, les
racines sont prélevées quand elles auront 1cm de long ou des I’apparition des poils
absorbants.

Le prétraitement consiste a prélever des pointes de racines avec les zones
meéristimatiques et les mettre dans une solution antimitotique saturée. La solution

antimitotique choisie est la colchicine a une concentration de 0,05%.
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Figure 12 : Germination des graines d’Inula viscosa.

La colchicine est de loin la substance qui présente le moins de danger, parmi
d’autres substances antimitotiques. Cette solution inhibe la formation du fuseau
achromatique et retardent la divison du centromére, ce qui entrainera
I'éparpillement des chromosomes dans les cellules. Les pointes de racines sont
immergées dans la colchicine a 0,05% pendant 1h 30 mn, a température ambiante et

a I’obscurité.

2-5-2- Fixation

Le but de lafixation est d'empécher toute activité cellulaire ultérieure en tuant
les cellules sans les dtérer. De plus, la fixation améliore le contraste entre les
chromosomes et |e fond cytoplasmique (Jahier et al., 1992).

Dans cette étude, nous avons utilisé le fixateur de Farmer et Moore (1905),
c’est un mélange d’éthanol pure et d’acide acétique glacial (3v : 1v). Le fixateur
assure en méme temps la fixation des chromosomes et un mordancage de la

préparation. La fixation peut étre suivie d'un traitement de maturation appropriée.
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L es racines sont maintenues dans le fixateur au moins 24 h a une température
de -4°C. Si les préparations ne sont pas utilisées au bout de 48 h, elles doivent étre

conservées en augmentant le volume d'alcool jusqu’a (9v : 1v).

2-5-3- Maturation

La maturation facilite I'écrasement des pieces et |a répartition de la préparation
en couches unicellulaires lors des colorations par écrasement (Squash). Pour les
racines destinées a étre colorées par l'orcéine acétique, la maturation se fait dans

I'acide acétique a 45 % pendant 10 & 15 minutes et a température ambiante.

2-5-4- Coloration et Technique d’écrasement (Squash)
Le colorant utilisé est I'orcéine acétique, qui a l'avantage de ne pas colorer les
nucléoles, ni les membranes nucléaires, ni le cytoplasme ; seuls les chromosomes en

mitose prennent la coloration et ils n‘ont pas tendance a se "sur-colorer".

2-5-5- Préparation de I’orcéine acétique

Dissoudre 2,2 g d'orcéine dans 100 ml d'acide acétique pur cristallisable a
chaud ; faire bouillir doucement pendant 5 minutes, laisser refroidir et filtrer
(Solution 1). Conserver al'abri de lalumiére. Au moment de I'emploi, on prend 4,5
ml d'orcéine acétique (solution I), on y gjoute 5,5 ml d'eau distillée (Solution 11).
Pour la coloration on prend 9 ml de la solution Il et on goute Iml dHCL normal

(Solution 111), le montage se fait dansla solution 1l (Jahier et al., 1992).

2-5-6- Coloration et écrasement desracines

La coloration des chromosomes améliore leur visibilité et facilite la séparation
des cellules. Elle est réalisée en placant les pointes des racines dans des verres de
montre en pyrex contenant de I'orcéine acétique (solution 111 préparée au moment de
I'emploi).

On chauffe sur bec bunsen jusgu'a émission de vapeurs blanches, puis on isole
le méristéme racinaire sous la loupe et on le place sur une lame. Le montage se fait
dans une goutte d'orcéine acétique (solution I1), puis on recouvre la préparation

avec une lamelle.
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L'écrasement est fait par pression des méristemes racinaires avec le pouce
(squash) perpendiculairement ala lamelle et en faisant attention de ne pas déplacer
lalamelle latéralement. Les préparations sont |utées avec de la dissolution pour vélo

et conservées au réfrigérateur jusqu'au moment de |'observation.

2-5-7- Observation et photographie

Les observations sont faites a |'aide d'un microscope de recherche Axioscope
40, avec les objectifs : 10X, 40X et 100X HI.

L e comptage des chromosomes et fait sur les plagues métaphasiques les mieux

étalées puis photographiées a I’aide d’une caméra Kappa X10 reliée au microscope.

2-5-8- Montage et conservation des préparations

Monter un objet en préparation microscopique, consiste a enfermer cet objet,
entre lame et lamelle, dans un liquide réfringent spécial appelé eupara qui sert ala
fois de milieu d'observation et de conservation. Ce milieu doit posséder des qualités
optiques et chimiques qui assurent alafoislavisibilité parfaite de tous les détails et
la conservation indéfinie de I'objet (Conger et Fairchild, 1953).

Pour éliminer I'eau et I'acide acétique qui se trouvent dans la préparation, nous
enlevons la dissolution pour vélo du pourtour de la lamelle. La préparation est
placée en position horizontale, la lamelle vers le bas, dans une toupine dont
I'atmosphere est saturée d'acide acétique a 45 % et on attend le décollement de la
lamelle. Apres le décollement de la lamelle, les deux faces de la lame sont
déshydratées a I'alcool 80° puis a l'alcool 100° et enfin a lI'alcool butyligue. Entre
chague opération on égoutte bien sur du papier filtre et on met une goutte d'Euparal
sur lalame. La lamelle est déshydratée de la méme facon, puis placée sur la lame.
La préparation est essorée doucement entre deux feuilles de papier Joseph. La
coloration demeure vive et le milieu reste limpide dans la mesure ou I'acide et |'eau

sont complétement éliminés.
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2-6- Analyse statistique
2-6-1- Analyse en Composantes Principales (ACP)

L'analyse en composantes principales (ACP) est une méthode statistique
danalyse des données (initidlement de statistique descriptive) qui consiste a
rechercher les directions de I'espace qui représentent le mieux les corrélations entre
les variables aléatoires. Donc le but est de comprendre et de visualiser comment les
effets de phénomenes a priori isolés se combinent. Lorsqu'on veut compresser un
ensemble de n variables aléatoires, les n premiers axes de I'ACP est un meilleur
choix, du point de vue de l'inertie expliquée. Si on décide de ne retenir que les deux
premiers axes de I'"ACP, on pourra alors projeter notre nuage sur un plan, et le
visualiser.

Méme si I'ACP est mgjoritairement utilisé pour visualiser des données, il ne
faut pas oublier que c'est aussi un moyen de décarreler les données, les axes qui ne
sont utilisés c'est de I'information perdues c'est une classification des donnés en

amas (clusters) corrélés.

2-6-2- Analyses UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic means)

L'UPGMA est le nom d'un algorithme destiné a la construction d'un arbre
phylogénétique. Cette méthode permet la transformation d'une matrice de distances
(entre différents organismes, populations ou séquences de nucléotides) en un arbre
enraciné. C'est la méthode la plus simple de construction d'arbre. A I'origine elle a
été développée pour construire les phonogrammes taxonomiques (arbres qui
refletent les similitudes phénotypiques entre unités taxonomiques), mais elle est
employée auss pour construire les arbres phylogénétiques si les taux d'évolution
sont approximativement constants parmi les différentes lignées. Les analyses
statistiques ont été réalisees en utilisant lelogiciel STISTICA 10.
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2-6-3- Analyse devariance (ANOVA)

La signification statistique des résultats de Il'activité antibactérienne a été
analysée par anadyse de variance (ANOVA) a trois voies completement
randomisées (populations, doses et bactéries) en utilisant le logiciel statistique

(CoStat). Toutes les analyses sont effectuées au niveau de signification de 5% (P
<0,05).
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CHAPITRE 11l : RESULTATSET DISCUSSION

1-Resultats chemiques.

1- 1- Rendement en huiles essentielles

L'extraction des huiles essentielles d’lnula viscosa a été réalisée jusqua
I’obtention d’une quantité suffisante. L extraction par hydro distillation des parties
aériennes d'une durée de 3 heures, a donné un liquide visgueux avec une couleur
jaune pale, et une odeur trés agréable. Le rendement moyen en huile essentielle
d’Inula viscosa est de 0,23 + 0,06%, quantitativement, il est plutét faible (Tableau
5).
Tableau 5 : Rendements en huiles essentielles des populations d’Inula viscosa

Localités Altitude (m) Rendement %
1 | SdahBey 880 0,25
2 | Ain Oulmen 830 0,25
3 | Sétif 910 0,19
4 | ElBaz 900 0,21
5 | Quricia 890 0,28
6 | Amoucha 700 0,25
7 | Tizi n’Bechar 750 0,34
8 | Babor 895 0,29
9 | Kherrata 550 0,18
10 | Derguina 163 0,19
11 | Souk Letnine 199 0,18
12 | Bgaa 95 0,29
13 | Jijel 10 0,19
14 | Bibans 698 0,25
15 | Bouira 580 0,11

Le rendement en I’huile essentielle de la population de Tizi n’Bechar est le
plus éleve avec un taux de 0,34%, suivi par les populations de Bejaia et d’Ouricia.

L e rendement de la population de Bouira est le plus faible avec 0,11%.
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Les populations a faible rendement se trouvent a de basses altitudes alors que

les rendements éleveés se trouvent a des hautes altitudes (Figur e 13).

Histogram(1) = 15*0,0256*normal(x; 0,23; 0,0586)
Histogram(2) = 15*100*normal(x 603,3333; 326,0431)
Scatterplot = 219,0896+1670,625*x
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Figure 13 : Rendement en huile essentielle en fonction de I’ Altitude.

1-2- Analyse chimique des huiles essentielles

L analyse chimique des huiles essentielles a été réalisée par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM) (figure 14).
L'identification des composants chimiques de I’huile essentielle est basée sur la
comparaison de leurs spectres de masse avec ceux de la bibliothéque spectrale de
masse et ceux décrit par Adams, ainsi que sur la comparaison de leurs indices de
rétention. 75 composes chimiques ont été identifiés, représentant 98,06+ 2,03%
d’huile totale. Les composants identifiés et leurs relatives abondances sont présentés

dans I'ordre de leur apparition (T ableau 6).
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Tableau 6 : Composition chimique des huiles essentielles d’Inula viscosa

= o =
> é 8 % © ] g @
s} =] © S s} o w = 3] ” - =
Populations 3 © . g B 3 = S 5 3 33:' a - 5 E 2 =
3/ 2|8 w|3|c| &8 |8 5§82 5 |8]¢8 T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (11 |12 |13 |14 15 = a8
Rendement (%) 025 | 025 | 019 | 021 | 0.28 | 0.25 | 0.34 | 0.29 | 0.18 | 0.19 | 0.18 | 0.29 | 0.19 | 0.25 011 | 023 | 006 | 26
Nombre des composées | Kl 32 |41 |38 |47 |37 |31 |38 [3 |3B |37 |3 [4 |39 |3 43 38 4 11
Tota % 99.2 | 994 | 981 | 99.8 | 976 | 933 | 983 | 994 | 99 | 985 | 933 | 994 | 982 | 99 984 | 98.06 | 2.03 | 2
pinene 932 |0 039 | 114 | 572 | 039 | 0 0 03 |0 0 0 025 03 |0 0 0.57 | 1.46 | 258
Camphene 939 |0 0 0 473 | 0 0 0 032 |0 0 0 0 0 0 0 0.34 | 1.22 | 362
B-pinene %4 |0 0 038 | 037 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.05 | 0.13 | 264
Pentyl furan-2 990 |0 063 |0 1.08 | 048 | 0 0 0 0 031 |0 0 0 0 0 017 | 032 | 195
Cineole dehydro-1,8 977 | 052 | 351 | 265 | 177 |0 0 11 | 053 | 046 | 1.56 | 0.64 | 258 | 0.81 | 0.31 059 | 114 | 1.06 | 93
Cymene-para 1020 | O 021 | 037 | 0.74 | 024 | O 0 0 0 0 025 | 051 | 073 | O 0 0.20 | 0.27 | 133
y-terpinene 1058 | 022 | 1.03 | 0 057 | 0 0 0 054 | 0 0 0 0 0 0 0 0.16 | 031 | 198
Linalool 1087 | 0 0.46 | 053 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.07 | 0.17 | 265
Nonanal-n 1092 | 0 0 092 | 0 0 0 059 | 0 0 052 | 019 |0 0 0 0 0.15 | 0.29 | 196
Camphor 1141 | 0 085 |0 334 |0 0 0 039 |0 0 0 079 |0 7.58 0.77 | 091 | 204 | 223
Mentholiso 1179 | 0 0 0 0 0 013 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.01 | 0.03 | 387
a-terpineol 1186 | 0 034 | 091 | 158 | 022 |04 |0 0 092 | 0 026 | 0 0.23 | 1.09 0.38 | 042 | 048 | 115
Decanal-n 1201 | 0.26 | 0.35 | 0.49 | 062 | O 0 0 024 |0 032 |05 |0 0 0.26 0 0.20 | 0.22 | 108
Bornylacetate 1284 | 0 0 0 042 | 0 0 0 082 |0 0 0 1.01 | 0.62 | 151 042 | 032 | 048|149
y-terpinene-7-al 1290 | 0.22 | 0.16 | 0.23 | O 0 0 034 |0 0 029 | 014 |0 037 |0 0 012 | 014|121
Menthylacetate 1204 | 023 | 045 | 152 |11 |0 0 0 015 | 086 | 1.69 | 02 | 077 [ 021 | 0.74 0 0.53 | 0.56 | 107
0-copaene 1374 | 0 0 039 | 048 | 012 | O 019 | 016 | 0.28 | 0.38 | 0.21 | 0.65 | 0.14 | 0.28 035 | 024 |019| 77
Methyl eugenol 1403 | 0 0 0 053 |0 016 | 039 | 022 | 0 0 016 | 056 | O 0.63 022 | 019 | 023120
Caryophyllene-Z 1408 | 0.16 | 058 | 0 085 | 0 043 | 027 | 037 | O 023 |02 | 049 | 036 | 041 029 |03l |023|75
Caryophyllene-E 1417 | 039 | O 141 | 0 067 |0 0.34 | 036 | 037 | 038 | 056 | 0.3 | 0.19 | 0.34 0.37 | 038 |034|91
Nerylacetone 1434 |02 |0 0 08 |0 0 0 0 0 0 0 0 0.16 | 0.39 0.22 | 012 | 022|189
Geranylacetone 1379 | 0 0 46 022 |0 297 | 334|043 |0 825 | 0 34 | 109 | 181 036 | 176 | 237 | 135
Croweacin 1457 | 0 0 05 |0 0.35 | 026 | 043 | 0 022 | 039 | 014 | O 0 0 0 015 | 0.19 | 123
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. ) o

g E g % © © % @

Populations .g S | . 3 S 3 _953 5 g 3| = 3 = gl =
g | g 5 £ N 3 £ o 3 T o S 3 | & T

| 2 | 3 m o) < = o ¥ | ol & @ =) 2 | o |2 =

KI |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 12 13 14 |15 = 3 3

a-ionone isomethyl-E 1478 | 0 145 | 436 | 3.28 886 | 5.7 5.61 335 | 3344590 4.4 2.8 32 | 483|372 |226 |61
y-ionone isomethyl 1480 | 0.26 | 0.96 | 0 1.89 378 | 0 0.1 201 |179|053|035 |28 |0 0 244 | 113 | 1.24 | 109
B-selinene 1489 | 057 | 05 | O 0 02 | 174 |0 0.7 055 |0 0 175 |0 025 | 017 | 043 | 059 | 137
Calamenene-10-11epoxy 1491 | O 0 0 0.39 0 023 |0 0 0 0 065 |0 0.52 0 0.77 | 0.17 0.27 161
o-selinene 1498 | 1.81 | 1.24 | 0.97 | 0.45 068 | 042 | 0.75 099 |026|112|164 |08 1.85 0 048 | 090 | 056 |62
A3-cadinene 1522 | 015 | 0.28 | 0 0.4 01 |0 0.35 031 |0 0 027 |043 | O 056 | 094 | 025 | 027 | 105
Nerolidol-Z 1531 | 0 477 | 267 | 17.3 0 0 0.64 974 [091|094|0 6.15 | 5.47 144 | 39 | 446 |546 | 122
Nerolidol-E 1561 | 0 0 0390 405 | 368 | 21.2 0 247 1 968 | 0 0 0 0 0 424 | 807 | 190
a-copaen-11-ol 1539 | 0 039 |0 0.97 147 | 0 0 108 |0 0 0 145 | 1.1 093 | 297 | 069 | 086 | 124
Longipinanol 1567 | O 0 0 0 033 | 102 |0 031 |0 0 052 | 1.69 | 0.74 181 | 022 | 044 | 0.62 139
Sesquisabinene hydrate 1577 | O 0 0 0 0 0 0.31 0 087 |0 0 0 0 0 0 008 | 023 |29%
Caryophyllene oxide 1582 | 3.01 | 3 858 | 10.7 284 | 562 | 3.75 479 |218|232|09 |109 | 454 465 | 58 | 491 |303 |62
Fokienol 159 | 0 2.86 | 6.03 | 5.08 802 | 6.04 | 897 528 |765|138|075 | 383 |841 |574 |78 |601 |343 |57
Ledol 1602 | 1.28 | 1.14 | 1.01 | 1.79 0 0 2.21 275 |0 098|118 | 289 |0 132 | 153 | 121 | 095 |79
HumuleneEpoxide I1 1608 | 0 0 0 0 055 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 004 | 014 | 387
Cubenol-1-epi 1627 | 0.74 | 059 | 1.97 | 0.78 417 | 0 3.35 0.9 08931 |0 314 |0 449 | 076 | 166 | 157 | 95
Caryophylla-4(12)8(13)dien-5-a-0l | 1639 | 0 0 352 | 2.99 346 | 322 | 063 0 253214113 | 143 |0 324 |0 162 | 145 |90
a-cadinol-epi 1638 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 111 |0 045 | 0 010 | 030 |29
Aromadreneepoxide-allo 1639 | 0 0 0 0.91 034 | 0 0 5.33 23 |0 04 | 084 | 049 033 |71 | 120 2.15 179
Himachalol 1652 | 1.96 | 209 | 2.22 | 1.33 054 | 224 | 0.78 129 | 104|298 |071 | 246 | 385 167 | 443 | 1.97 | 113 | 57
Himachalol-allo 1652 | 0 1.29 | 0 0.88 0 0 0 102 |0 0 0 231 | 47 0 255 | 085 | 138 | 162
Intermedeol-neo 1658 | 9.04 | 657 | 4.28 | 3.07 6.37 | 301 |28 868 |[334|46 |88 |672 |317 321 | 269 | 5.09 | 238 |47
o-santalol-Z 1674 | 0 0 155| 0 0 0 1.07 0 0 13 |0 0 0 0 0 026 | 055 | 210
Cedranol-5-neo 1684 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.46 0 0 003 | 012 | 387
o-bisabolol 1685 | 0.18 | 0.2 | O 0 058 | 157 | 0.65 041 |0 12 |0 0 0.98 0 0 038 | 051 | 133
Germacra-4(15)5(10,14) trien-1-0-ol | 1685 | 0 0 0 0 0 199 | 079 0 0 0 267 |0 0 0 0 036 | 083 | 229
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- o —_
oy E g % © s é @

Populations g 3 -~ g :g § g 2 ?a;‘z 3 2 < 2 o © =
- s | E| 5| 8|28 3| |3 |&)|3 5 3

3 < Ed/; m @) < = as] N~ a 3 m 5 ia) oa] § T

Kl 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 |15 = 2 2

Acorenone-B 1697 | 066 | O 0 03310 269 |0 0 0 0 022 |0 0 0 0.26 070 | 268
Farnesol (2Z, 62) 1698 | o 04 | 0441360 0 0 0 09 |0 0 134 |0 0 0 0.30 050 | 168
Amorpha-4,9-dien-14-al 1704 | 102 | 0 223|154 |0 0 146 |0 129 | 187 |0 176 | 112 |0 06 | 0.86 082 | 95
Thujopsenal 1708 | 205 | 282 | 165|076 | 051 | 147 |[123 |164 |[079 |056 |365 |209 |[198 |0 174 | 1.53 095 | 62
Farnesol (2Z, 6E) 1722 | o 041 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 236 |0 167 | 569 | 0.68 156 | 231
o-sinensal 1785 | o 0 0 0 094 |0 0 0 0 173 |0 0 0 0 0 0.18 049 | 277
B-costal 1766 | 087 | 1.45 | 1.32 | 081|117 |0 137 | 077 |137 |0 0.9 143 | 072 |1 135 | 0.97 047 | 49
B-acor adieenol 1762 | o 0 595 |0 0 056 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.43 153 | 353
y-curcumen-15-al 1766 | o 0 198 |12 | 072 |2 0.8 051 |17 064 |0 066 |192 |033|09 |089 072 |81
a-costol 1773 | 1.02 | 399 | 323 | 079 | 1.15 | 45 115 | 174 | 306 |19 |794 |257 |126 |1.37]|236 |254 187 | 74
a-muur olene 14-oxy 1767 | o 0 386 | 0 3 041 |217 |0 023 |0 255 |0 183 |0 0 0.94 135 | 144
Isovalencenol-E 1793 | o 0 0 1.28 | 0 0 0 0 0 0 0 183 |18 |0 03 |035 069 | 197
Phenylethylacetate 1254 | o 0 0 0 077 027 |0 0 185 |0 0 0 0 0 0 0.19 050 | 261
Eicosane-1 1987 | 201 | 211 |0 113 |0 0 0 385 |0 0 0 278 | 028 | 046|114 | 0.92 123 | 134
Manooloxide 1987 | o 153 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.3 0 0 0 0.12 040 | 325
Canellal 2045 | o 0 0 0 0 653 |0 0 119 |0 0 0 0 0 0 0.51 1.69 | 329
Polygodial 2016 | 587 | 429 | 356 | 5 114 | 431 |424 |311 |866 |28l |269 |142 |339 |311]183 |198 169 | 86
Phytol 1942 | 646 | 097 | 176 | 709 | 243 | 289 | 226 |556 |187 |186 |216 |O 808 | 101312 | 123 977 | 79
Linoleicacid 2132 | o 024 | 042 | 0 125 |0 043 |0 0 298 [323 |0 0 0 254 | 0.74 118 | 160
Retene 2214 | 157 | 404 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 031 |0 0 373 | 0.64 138 | 214
Tricosane 2300 | 034 | 026 |0 0 029 |0 12 0 036 |121 |034 |0 018 |0 0.29 | 0.30 040 | 133
Tetracosane 2400 | 023 | 1.34 | O 067 |0 0 0 0 0 0 0 087 | 048 | 034|022 | 028 041 | 147
Hexacosane 2600 | 07 |0 0 0 103 |0 0 049 |05 091 |o061 |O 032 |0 0.93 | 0.37 0.40 | 108
Heptacosane 2700 | 204 | 0O 1.74 | O 186 | 052 |[053 |0 193 | 032 |[028 |0 0 0 143 | 0.71 083 | 117
Untriacontane 3100 | 037 | 062 | 085 | 035|051 | 027 |024 |0 106 | 139 | 164 |04 0 0.23 | 0.44 | 0.56 048 | 86
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L es composants majoritaires de cette huile sont, le polygodial (19,8 + 16,97%),
le phytol (12,3 £ 9,77%), le fokienol (6,01 + 3,43%); I’intermedeol néo (5,09 +
2,38%); le caryophyllene oxide (4,91 + 3,03%); le nerolidol-Z (4,46 *+ 5,46%); le
nerolidol-E (4,24 = 8,07%) et I’a-ionone isométhyl-E (3,72 £ 2,26%)

L’a-pinene et le camphene sont présents dans la population d'El Bez avec des
taux importants (7,58 et 3,34%). Le cinéole déhydro-1,8 est présent dans la population
d’Ain Oulmen avec un taux appréciable (3,51%). Les populations de Derguina, Setif,
Bejaia et Tizi n’Bechar s'isolent avec des taux elevés de Geranyl acétone, alors que la
population d’Ouricia s’isole avec un taux éleve d’a-ionone isomethyl-E (8,86%). Les
populations des Bibans, Babor, Bejaia, Jijel et Ain Oulmen sisolent par des taux
élevés de Neérolidol-Z, par contre les populations de Kherrata, Tizi n’Bechar et
Derguina contiennent des taux €levés de Nérolidol-E.

Le Caryophyllene oxide est présent dans les populations de Bejaia et Sétif avec
des taux de 10,9 et 8,58%. Le B-acoradieenol n'est présent que dans la population de
Sétif avec un taux de 5,95%.

Les populations des Bibans, Ouricia, Derguina, Beaia et Tizi n’Bechar
s’individualisent par la présence du cubenol-1-€pi.

Le Caryophylla-4(12) -8(13) dien-5-a-ol n'est présent que dans les populations de
Sétif, Ouricia, Bibans et Amochas avec des taux moyens. L’Aromadrene époxide-allo
est présent dans les populations de Bouira et Babors avec des valeurs de (7,01, 5,33%).
Le Himachalol n'est présent que dans la population de Bouira avec un taux de (4,43%).
Le Polygodial et le Phytol sont les composants majoritaires présents dans toutes les
populations, par contre le phytol est absent de la population de Bejaia.

La classe chimique Sesqguiterpénes oxygénés est la plus représentée dans les
huiles essentielles d’l. viscosa (45,95%) (Tableau 7). Les composees les plus
abondants dans cette classe sont le polygodial, I’intermédéol-neo, le nérolidol-Z et le

fokienol.
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Tableau 7: Classes chimiques d’Inula viscosa.

Classes chimiques Nombre de composés |  Pourcentage
(%)
Monoterpénes hydrocarbonés 6 8,1
M onoterpénes oxygénés 8 10,81
Sesquiterpénes hydrocarbonés 6 8.1
Sesquiterpenes oxygénés 34 45,94
Alcanes 6 8,10
Diterpénes 2 0,27
Autres 12 16,21

Les classes chimies (Monoterpenes hydrocarbonés, Sesquiterpenes
hydrocarbonés et les alcanes sont représentées par les mémes taux (8,10%) (Figure
15).

L es monoterpenes hydrocarbonés et oxygénes ne représentent que 18,91%, dans
I’huile essentielle d’Inula viscosa. Les produits les plus abondants sont, le 1,8 cinéole
déhydro, le camphor, le menthol-iso, le decanal-n et I’o-terpinéol. Les diterpenes sont
faiblement représentés avec un taux de 0,27%, représentés par deux composants, le

phytol et le manool oxide.

Monoterpenes
Diterpenes hydrocarbongs

Monoterpenes
0Xygenes

Alcanes

Sesquiterpenes
hydrocarbones

Figure 15 : Classes chimiques de I’huile d’Inula viscosa.
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1-3- Analyses statistiques
1-3-1- Analyse en Composantes Principales (ACP)

L’étude des 15 populations d’Inula viscosa montre tres peu de différences de
concentrations totales en huiles essentielles. Pour comparer les profils en composés
chimiques nous avons considéré chague composé comme une variable quantitative a
expliquer (Tableau 8).

Tableau 8 : Composants de I’huile utilisés dans les analyses statistiques

C Composés Code Composes
V1l a-pinene V15 Aromadrene Epoxidealo
V2  Camphene V16 Himachalol
V3  Cineole dehydro-1,8 V17 Himachalol-alo
V4  Camphor V18 Intermedeol-neo
V5  Geranyl acetone V19 Thujopsena
V6  o-iononeisomethyl-E V20 Farnesol (2Z, 6E)
V7  y-iononeisomethyl V21 a-costol
V8  Nerolidol-Z V22 a-muurolene 14-oxy
V9  Nerolidol-E V23 Eicosane-1
V10 oxide Caryophyllene V24 Polygodia
V11 Fokienal V25 Phytol
V12 Ledol V26 Acidelinoleic
V13 Cubenol 1-epi V27 Retene
V14 Caryophylla-4(12),8(13)-dien5-a-
oL

1-3-1-1- Etude desvariables
a- Matrice des corréations
L’examen de la matrice fait apparaitre des coefficients de corrélation moyens,

57,97% des variables sont significativement corrélées (Tableau 9).
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Tableau 9 : Matrice de corrélation des composants des huiles d’Inula viscosa Cor = 0,32 Corrélation significative
Corrélation hautement significative

V1
V2
V3
V4
V5
V6
V7
V8
V9
V10
Vi1
V12
V13
V14
V15
V16
V17
V18
V19
V20
Va1
V22
V23
V24
V25
V 26

V27

V1
1,0
1,0
0,3
03
-0,1
0,0
0,2
0,6
-0,2
0,6
-0,1
0,2
-0,1
0,3
-0,1
-0,1
0,0
-0,2
-0,2
-0,2
-0,3
-0,1
0,1
-0,3
-0,2
-0,2

-0,1

V2

1,0
0,2
0,3
-0,2
-0,1
0,2
0,7
-0,2
0,5
-0,1
0,2
-0,2
0,2
0,0
-0,2
0,0
-0,2
-0,2
-0,1
-0,3
-0,2
0,1
-0,2
-0,2
-0,2

-0,1

V3

1,0
0,1
03
0,2
0,0
02
0,2
04
0,1
0.4
0,0
0,1
-0,2
02
02
01
03
0,0
01
0,0
03
0,0
0,4
0,1

0,3

V4

1,0
-0,1
-0,1
-0,1
0,8
-0,3
0,2
-0,1
0,2
0,4
0,3
0,0
-0,1
-0,1
-0,3
-0,5
0,2
-0,3
-0,3
0,0
0,1
-0,5
-0,2

-0,1

V5

1,0
0,3
-0,3
-0,2
0,2
0,1
0,6
0,1
0,4
0,3
-0,3
0,3
-0,2
-0,3
-0,3
-0,1
-0,1
0,1
-0,3
-0,5
0,3
0,2

-0,3

V6

10
05
0,1
03
02
06
02
06
05
01
00
01
04
-06
01
04
03
03
07
04
00

-0,2

V7

1,0
01
0,0
0,2
0,1
0.2
02
01
05
0,1
01
0,2
0,2
0.4
0,2
0,1
0,4
0,2
0,2
0,1

0,1

V8

1,0
-0,4
0,6
0,1
0.4
0,1
0,1
02
0,0
02
0,2
03
0,1
0,4
0,4
0.4
0,1
-0,6
0,4

-0,1

V9

1,0
04
05
0,2
02
0,1
0,1
03
03
04
0.4
0,2
01
0,0
0.4
0,5
05
0,0

-0,3

V10 Vi1
1,0

01 1,0
04 -0,2
01 04
03 02
01 01
02 03
03 01
03 -0,6
01 -06
03 00
03 -04
01 01
03 -04
03 -0,6
04 03
04 02
01 -02

V12

1,0
0,2
-0,4
0,3
-0,1
0,1
0,3
0,2
0,3
-0,2
-0,3
0,7
0,1
-0,5
-0,1

0,1

V13

04
0,2
0,2
03
01
-06
01
04
01
0,2
03
00
00

-0,3

V14 V15
10

-04 1,0
-03 03
-05 03
-04 0,0
-06 0,0
-02 0,7
0,0 -0,1
0,3 -0,3
-05 04
-06 0,0
05 -0,3
-01 0,2
-05 04
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V16

1,0
07
03
01
0.6
01
03
01
01
04
0,2

0,4

V17

1,0
-0,2
0,3
04
-0,2
-0,1
0,3
0,2
-0,5
-0,1

0,3

V18

1,0
0,6
-0,2
0,3
0,0
0,6
0,6
-0,2
0,1

0,1

V19

1,0
0,0
0,7
0,2
0,3
0,4
-0,1
0,2

0,4

V20

1,0
-0,1
-0,3
0,2
0,0
-0,5
0,3

0,6

V21

10
0,2
-0,2
0,0
0,3
0,4

0,1

V22

10
-0,5
-0,3
0,6
0,2

-0,3

V23 V24 V25 V26

1,0
0,5
-0,7
-0,3

03

1,0
-06 10
-02 03 10

0,4 -05 0.1

Cor > 0,46

V27

1,0
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Les composants chimiques identifiés dans [I’huile essentielle des 15

populations montrent une variabilité inter populations (Figure 16).
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Figure 16 : Variabilité des composants des huiles essentielles d’Inula viscosa.

Les huiles essentielles d’Inula viscosa présentent des différences significatives

dans la composition chimique. Le polygodial avec une moyenne de 19,8 + 16,9%

est le composant qui présente la plus grande variation chez cette espece, suivi du

phytol avec 12,3 + 9,77%, ainsi que les composants nérolidol-E et le nérolidol-Z.

Les valeurs propres représentent la variance des composants de I’huile sur les

axes sont moyennes, 23,40% pour le premier axe, 18,46% pour I’axe 2 et 12,48%

pour I’axe trois, donnant ainsi une bonne contribution a la variance totale.

L’ensemble de I’information expliquée par les trois premiers axes issus de I’ACP

est de 54.34%.
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b- Cercledescorréations

La représentation du plan formé par les deux premiers axes principaux plan
1x2 (Figure 17) montre que I’ensemble des composants de I’huile essentielle
contribuent fortement a la formation de I’axe 1.

1,0}
0,5}
X
©
<
[e )
—
-- 0,0
o~
<)
©
©
LL
-0,5 3
V19 VA1
-1,0 }
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Factor 1 : 23,40%

Figure 17 : Cercle des corréations, projection des variables sur le plan (1x2)

La partie positive de I’axe 1 est expliquée par le groupe de variables : (V5)
geranyl acétone (cor. 0,49), (V6) a-ionone isomethyl-E (cor. 0,61), (V9) nérolidol-E
(cor. 0,60), (V11) fokienol (cor. 0,61), (v13) cubenol-1-épi (cor. 0.43), (v14)
caryophylla-4(12)-8(13)-dien-5-a-ol (cor. 0,69), (v22) o-murolene-14-oxy (cor.
0,48), et le (v25) phytol (cor. 0,83). La partie négative de I’axe 1 est expliquée par
les composés : (V3) 1,8-cinéole déhydro (cor. -0,30), (V12) ledol (cor. -0,50), (V17)
himachalol-allo (cor. 0,51), (V23) eicosane-1 (cor. -0,80), (V24) polygodia (cor. -
0,71) et le (V27) réténe (cor. -0,61).
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Les composants (V1) a-pinene (cor. 0,65), (V2) camphene (cor. 0,64), (V4)
camphor (cor. 0,61), (V7) y-ionone isomethyl (cor. 0,31), (v8) nérolidol-Z (cor. 0,
79) et le (V10) oxide de caryophyllene (cor. 0,72) expliquent la partie positive de
I’axe 2, alors que sa partie negative est expliquée par le (\V18) intermedéol-néo (cor.
-0,49), (V19) thujopsenal (cor. -0,67), (v21) a-costol cor. 0,65) et le (V26) acide
linoléique (cor. -0,38).

Les variables (V15) aromadrene époxyde allo (cor. 0,55), (V16) himachalol
(cor. 0,71) et le (V20) farnésol (2Z, 6E) (cor. 0,70) expliquent la partie positive de
I’axe 3 (Figure 18).

1,0 ¢+

0,5}

V23 V12

V24 =

2O} &
o~ ) /,.
3 V o D)
V18
!‘A

0,0 }

Factor 3 : 12,49%

<

Q)

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Factor 1 : 23,40%

Figure 18 : Cercle des corréations, projection des variables sur le plan (1x3)

1-3-1-2-Etude des populations
La superposition du plan (1x2) des variables au plan (1x2) des populations
montre que les populations se répartissent sur les trois premiers axes (Figure 19).

Les populations de Sétif, Derguina, Ouricia, Amouchas, Kherrata et Tizi n’Bechar,
localisées sur la partie positive de I’axe 1 :
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Sont caractérisees par le geranyl acétone, I’0-ionone isomethyl-E, le
nérolidol-E, le fokienol, le cubenol-1-épi, le caryophylla-4(12)-8(13)-dien-5-a-ol,
I’a muurolene-14-oxy et le phytol. Alors que les populations de Salah Bey, Ain
Oulmen, Babor et Bgjaia, localisées sur la partie negative de I’axe 1, se caractérisent
par le 1,8-cinéole déhydro, le ledoal, le himachalol-allo, I’eicosane, |e polygodial et
le réténe.

L’axe 2 oppose trois populations, sur sa partie positive on retrouve les
populations des Bibans et EI-Bez, qui se caractérisent par |I’a-pinéne, le camphene,
le camphor, le y-ionone isomethyl, le nérolidol-Z et I’oxide de caryophyllene, alors
que sur la partie négative se trouve la population de Souk Letnine qui est

caractérisée par I’intermédéol-néo, le thujopsenal, I’a-costol et I’acide linolenic.
10
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Figure 19: Projection des populations d’Inula viscosa, sur le plan (1-2).

Les populations de Jijel et Bouira sont caractérisées par I|’aromadréne
époxyde-allo, I’himachalol et le farnésol-(2Z, 6E). Elles sont localisées sur la partie
positive de I’axe 3 (Figure 20).
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Figure 20 : Projection des populations d’Inula viscosa, sur e plan (1-3).

Les populations d’Inula viscosa montrent trés peu de différence dans les
concentrations totales d'huiles essentielles. La projection spatiale en trois
dimensions des 15 populations basée sur les trois axes principaux de I'ACP (Figure
21), montre que les populations de Salah Bey, Ain Oulmen, Souk Letnine, Bibans et
Tizi n’Bechar sont distinctement séparées, mais le reste des populations ne sont pas

clairement délimitées et leur séparation en groupes homogenes est moins nette.

1-3-2- Analyse des clusters (UPGMA)

L’ analyse des clusters UPGMA basée sur la distance du linkage, confirme les
résultats de I'ACP et sépare les populations d'Inula viscosa en deux clades distincts
(Figure 22). Le premier clade s’individualise par la population de Salah Bey, I'huile
de cette population se caractérise par un taux éevé de polygodial et dimportantes
concentrations de phytol et d’intermédéol-néo. Le deuxieme clade est subdivisé en

deux groupes.
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Figure 21: Projection spatiale des populations d’Inula viscosa
Unweig hted pair-group average; Power: SUM(ABS(x-Y)**p)**1/r
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Figure 22 : UPGMA cluster des 15 populations d’Inula viscosa.
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Le premier groupe contient deux sous-branches; la premiere sous-branche
regroupe les populations d'Ain Oulmen, Babor, Jijel et Bibans, eles sont
caractérisées par des taux élevés de fokiénol, polygodia et nérolidol-Z. La
deuxieme sous branche rassemble les populations de Bejaia, Bouira, Souk Letnine
et d’El Bez ; les huiles de ces populations se caractérisent par des concentrations
importantes d’oxide caryophyllene, polygodial, d’ionone isomethyl-E, du nérolidol-
Z et d’intermédéol-néo.

Les populations de Sétif, Ouricia, Derguina et Amouchas, forment un groupe,
qui se caractérise par la présence du fokiénol, phytol, intermédéol-néo, geranyl
acétone et du nérolidol-E. Alors que les populations de Tizi n’Bechar et Kherrata
forment un deuxieme sous-groupe avec une huile qui se caractérise par un taux
élevé de nérolidol-Z, et dimportantes concentrations de phytol et de fokiénol.

Sur la base des résultats chimiques et leurs interprétations statistiques les
populations étudiées d'Inula viscosa peuvent étre séparées en plusieurs chemotypes
(Tableau 10).

Tableau 10 : Chemotypes des populations d’Inula. Viscosa

Chemotypes Popul ations

Polygodial — Intermédéol néo — Phytol | Salah Bey

Ain Oulemen, Babor, Jijel, Biban, Bgaia, Bouira,

Polygodial -Nérolidol-Z -Fokienol _
El-baz, Souk Letnine

_ o Sétif, Derguina, Ouricia, Amouchas, Tizi
Fokienol — Phytol — Nérolidol-E
n’Bechar, Kherrata

1-4- Discussion

Le rendement moyen en huiles essentielles d’Inula viscosa obtenu est de
0,23%. Nos résultats sont conformes a ceux de Nawel et al. (2014), Perez Alonso
et Negueruela (1996) qui ont constaté que le rendement en huiles des échantillons
d’Algérie et de la Turquie était de 0,22%. Le rendement en huiles essentielles d’I.
viscosa obtenue a Sidi Rezine (Algérie) été de 0,34% (M adani et al., 2014).
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Dans la méme région, Haoui et al. (2015) ont trouve un rendement de 0,45%.
L e rendement obtenu a partir des parties aériennes d’l. viscosa de Jordanie été faible
(0,05%) (Mahmoud et al., 2010; Al Quadah et al., 2010).

L e rendement obtenu des échantillons de Syrie (0,09%) été tres faible (Nasser
et al., 2014).

Alors que Hwija et al. (2018) sur des échantillons de Syrie ont trouvé un
rendement de 0,67%. Les rendements obtenus de différentes régions d’ltalie varient
entre 0,35 et 0,37% (De Laurentis et al., 2002).

Ces variations de rendement en huile essentielle peuvent étre attribuées a
plusieurs facteurs dont l'origine géographiques, I’espece, l'altitude et la période de
récolte ainsi au temps de seéchage et aux techniques d'extraction des huiles
essentielles (Masotti et al., 2003; Curado et al., 2006; Zheljazkov et al., 2013),
I’effet des techniques d’extraction (Glisic et al., 2007) ainsi que la physiologie de la
plante (Thiem et al., 2011). L’ analyse chromatographique des huiles essentielles
d'Inula viscosa a révélé que le polygodial est e principal composant de I’huile avec
une moyenne de 19,8+ 16,9%. L e phytol composant dominants dans les populations
de Jijel et Sé&tif avec une moyenne de 12,3 + 9,77%, est peu représenté dans la
population d’Alger (Haoui et al., 2011).

L e caryophyllene oxyde est présent en quantité significative en Algérie (Haoui
et al., 2015, 2018), en France (Blanc et al., 2006) et en Tunisie (Jazia et al., 2018;
Nawres et al., 2019; Ibrahim et al., 2019), en Italie (De Laurentis et al., 2002),
alors que ce composant est présent dans les populations de Bejaia et Sétif avec des
taux importants (10,9 et 8,58%), et dans les populations de Bouira, Amochas,
Babors, Bibans, Jijel, Tizi n’Bechar, Salah Bey et Ain Oulmen avec des taux
faibles.

La composition chimique des huiles essentielles d’l. viscosa dans cette éude
est différente de celle qui a été analysee auparavant, d'Ain Elbey et Hama Bouziane
(Algérie) (Boudouda et al., 2012). Ces populations sont caractérisées par la
présence de -caryophylléne, diintermediol néo et d'acide isocostique, alors que ce

dernier composé est absent des huiles de nos populations. Le fokienol, composant
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majeur des populations jordaniennes (Al-Qudah, 2010), est présent avec des
concentrations importantes dans nos huiles (6,01 + 3,43%).

Le fokienol et le nérolédol étaient également détectée dans les huiles
essentielles d’l. viscosa en Espagne (Camacho et al., 2000), en France (M ahmoudi
et al., 2016), en Algérie (Madani et al., 2014), en Jordan (Al-Qudah, 2010), et
dans les populations de Turquie (Haoui et al., 2011).

Plusieurs facteurs sont responsables de cette variabilité de la composition
chimique des huiles essentielles des populations de la méme espece. Parmi ces
facteurs: les conditions environnementales (climat, nature du sol, etc.), les
conditions de récolte et conservation (période de récolte, séchage et broyage, etc.) et
les conditions opératoires d'extraction (temps, température, rapport liquide / solide,
etc.). Ces facteurs influencent le cycle végétatif de la plante et contribuent a la

diversité chimique de ses composés volatils (Nawres et al., 2019).
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2- Résultats antibacterienne
2-1- Activité antibactérienne des huiles essentieles d’l nula viscosa

L’étude in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles d’Inula
viscosa par la méthode de diffusion des disgues sur un milieu gélose solide (Muller
Hinton) (Figure 23), montre que les huiles essentielles et ses différentes dilutions
présentent une activité inhibitrice forte contre toutes les bactéries testées avec des
diamétres d'inhibition variant entre 8 et 40 mm (T ableau 11).

Figure 23 : Méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé solide

Les especes bactériennes Pseudomonas aeruginosa, K. pneumoniae,
Saphylococcus aureus, ESBL et Salmonella enterica sont extrémement sensibles a
I'huile essentielle de toutes les populations testées. Les bactéries ESBL/BLSE,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Proteus
mirabilis sont sensibles al'huile essentielle d’Inula viscosa.

Alors que les souches Enterobacter cloacae, Acetobacter sp, Serratia
marcescens, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Serratia liquefaciens sont

moins sensibles a I'huile essentielle de cette espece.
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Tableau 11 : Diametres des zones d’inhibitions des huiles essentielles d’l. viscosa
() o) P
s 5 | & | & | ¢ s | B - | oy | 8| g s | 5| £ | £
E T g 5 3 2 2 5 3 @ 5 = g 3 S o
3 = @ @ - @ m £ 3 = o i<
&) > & = N4 o @ < a) ‘N
A < =
1 103+0.6 | 11.3+1.2 | 10+0 133+12 | 10.7+12 | 12+1 223406 | 22+17 | 10.3+06 | 15.7+0.6 | 130 223106 | 143+12 | 13+2 10.3+0.6
PesUdomonas v, | 12306 | 12.3t0.6 | 12+1.7 | 11.7+0.6 | 11.3+1.2 | 11.3+12 | 15+1 14.7+06 | 12.3+12 | 12.3+06 | 1040 16+1 123+0.6 | 107412 | 12.3+1.2
aeruginosa U3 | 11217 | 10.7+12 | 1020 117412 | 11#1 117412 | 13+17 | 13.7+06 | 12+1 10.3:0.6 | 1040 127+12 | 100 123+06 | 12+1
GEN | 31.9+0.1 | 31.9+0.1 | 31.9+0.1 | 31.9+0.1 | 31.9+0.1 | 31.9+0.1 | 31.9+0.1 | 31.9+0.1 | 31.9+0.1 | 31.9+01 | 31.9+01 | 31.9+0.1 | 31.9+01 | 31.9+01 | 31.9+0.1
1 3040 2540 2240 203+06 | 200 2040 3040 2540 227406 | 23.7415 | 2840 28+0 233%15 | 237412 | 21.7429
_ v, | 206+12 | 20.7t12 | 180 16.7+0.6 | 19.70.6 | 25+0 1240 20712 | 1540 16+0 17.3:06 | 153:06 | 15+0 1540 13.7+0.6
K. pneumoniae U3 | 1520. 16.7+12 | 1440 133:06 | 16.7+12 | 20%0 18+0 1540 18329 | 1540 1540 127+12 | 2040 2040 133:0.6
GEN | 27.9+01 | 27.9+0.1 | 27.9+0.1 | 27.9+0.1 | 27.9+t0.1 | 27.9¢0.1 | 27.9+0.1 | 27.9+0.1 | 27.9+0.1 | 27.9+01 | 27.9+01 | 27.9+01 | 27.9+01 | 27.9+01 | 27.9+0.1
1 1540 133+42 | 1340 113:06 | 10306 | 10.7+412 | 17.7425 | 14312 | 14312 | 10306 | 13t1.7 | 13+t1.7 | 193+12 | 11.7+1.2 | 14306
o v, | 133t29 | 12+#1.7 | 11.3+12 | 11.7+15 | 14.3+12 | 10:0 143+12 | 11.3+12 | 13.3+15 | 1040 1140 10.7+06 | 13.7+15 | 1040 10.7+0.6
Escherichia coli U3 | 14312 | 11312 | 100 12417 | 10.7+12 | 10.3+06 | 137415 | 10.7406 | 1.740.6 | 10.3+0.6 | 10.306 | 100 10.7+12 | 8712 | 1040
GEN | 39.9+0.1 | 39.9+0.1 | 39.9+0.1 | 39.9+0.1 | 39.9+t0.1 | 39.9+t0.1 | 39.9+0.1 | 39.9+0.1 | 39.9+0.1 | 39.9+01 | 39.9+01 | 39.9+0.1 | 39.9+01 | 39.9+01 | 39.9+0.1
1 10.7+1.2 | 15.7+1.2 | 13+0 11.3+06 | 1040 1540 12.7+06 | 11.7+06 | 15.3+15 | 12.7406 | 200 10306 | 10.7+06 | 13+0 1540
il cer s % | 10.7¢0.6 | 10:0 1040 1141 1040 1040 1040 1040 1040 10.3:06 | 11#0 1040 1040 1040 10.3:0.6
U3 | 10712 | 10.7+12 | 1120 10.7+0.6 | 8+0 87+12 | 10+0 1040 1140 9.3t06 | 1040 10.7+06 | 106+06 | 11.3+06 | 1040
GEN | 22.9+0.1 | 22.9+0.1 | 22.9+0.1 | 22.9+t0.1 | 22.9+t0.1 | 22.9+t0.1 | 22.9+01 | 22.9+0.1 | 22.9+0.1 | 22.9+01 | 22.9+01 | 22.9+0.1 | 22.9+01 | 22.9+01 | 22.0+0.1
1 15.7+1.2 | 30:0 29.3+12 | 3040 3040 287+12 | 3020 32712 | 32.7406 | 29312 | 29312 | 29312 | 29312 | 3020 30:0
Staphylococcus Y, | 143t12 | 25306 | 21.7+2.9 | 27+1.7 | 28.7+12 | 280 28+0 28712 | 27.3t12 | 18712 | 26+1.7 | 26+1.7 | 26+1.7 | 28+0 28+0
aureus U3 | 13306 | 22+2 247406 | 25+0 28+0 25712 | 28+0 243+12 | 25306 | 1540 24706 | 227+12 | 19312 | 267412 | 19.3+12
GEN | 20.9+.1 | 29.9+0.1 | 29.9+0.1 | 29.9+0.1 | 29.9+t0.1 | 29.9+t0.1 | 29.9+0.1 | 29.9+0.1 | 29.9+0.1 | 29.9+0.1 | 29.9+01 | 29.9+0.1 | 29.9+01 | 29.9+01 | 29.9+0.1
1 28+0 133+06 | 19.3+12 | 19.7+06 | 16.7+15 | 15¢1.7 | 14+1 | 237412 | 193+12 | 193+1.2 | 203+06 | 187+12 | 13306 | 163+1.2 | 19.3+1.2
Staphylococeus Y 25.3t0.6 | 20+0 18.7+2.3 | 17.7+2.5 | 16.3+1.5 | 13.7+1.5 | 11.3+1.5 | 17.7+2.3 | 12.3+1.2 | 13.7+1.2 | 15.3+25 | 17#1 13+0 14.7+15 | 1317
ﬁ‘g%ls”:f(gzg,w? la 3 207212 | 1520 1540 16.7+2.9 | 143+12 | 17.3+25 | 16+1 177406 | 143+12 | 1240 16.7+15 | 11#1 12.7+06 | 10.3:06 | 1240
GEN | 34.9+0.1 | 34.9+0.1 | 34.9+0.1 | 34.9+0.1 | 34.9+0.1 | 34.9+0.1 | 34.9+0.1 | 34.9+01 | 349+01 | 349+01 | 349+01 | 349+01 | 34.9+01 | 362423 | 34.9+0.1
1 123+06 | 10.7+1.2 | 10.3+0.6 | 11+1 1340 13.7+12 | 15.7+06 | 2040 2040 173t12 | 19312 | 18312 | 15.+0 | 10%0 17.3+1.2
ESBL % | 10.7¢0.6 | 11.3+12 | 10:0 1040 1140 123+06 | 13+t1.7 | 147415 | 147415 | 12.7+0.6 | 12.7+0.58 | 100 127+12 | 117429 | 12.7+06
U3 | 97+06 | 10.3+06 | 100 10.7+0.6 | 11+1 133+12 | 1140 127412 | 12.7+12 | 11.7406 | 12.3+058 | 11+1 10.7+0.6 | 1140 11.7+0.6
GEN | 39.9+0.1 | 39.9+0.1 | 39.9+0.1 | 39.9+t0.1 | 39.9+t0.1 | 39.9+t0.1 | 39.9+0.1 | 39.9+0.1 | 39.9+0.1 | 39.9+01 | 39.9+01 | 39.9+0.1 | 39.9+0.1 | 39.90+0.1 | 39.9+0.1
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1 20+0 12325 | 11.742.9 | 143+12 | 21#1.7 | 100 111 10.7+1.2 | 12.7+06 | 11.3+06 | 10.7+1.2 | 11.33+0.6 | 10%0 10:0 11.3+06
Listeria %, | 17.7425 | 11x1.7 | 10%0 1241 13315 | 100 10.7+0.6 | 10306 | 11.3+1.2 | 10.3%0.6 | 10£0 10306 | 10.3:0.6 | 100 10.7+12
monocytogenes U3 | 1520 1020 10:0 10+0 10+0 10+0 10.3+06 | 10.7+1.2 | 1020 10+0 123t12 | 12417 | 1020 87+12 | 1040
GEN | 34.9t0.1 | 349+0.1 | 34901 | 34.9+01 | 34901 | 34.9+0.1 | 34901 | 34.9+0.1 | 349+01 | 34.9+01 | 349:01 | 34.9+01 | 34.9+01 | 349:01 | 34.9+01
1 13306 | 17.7+0.6 | 17.7¢1.2 | 20+0 2540 1240 193+12 | 20306 | 16312 | 18.7+1.2 | 20.7+12 | 187x12 | 16+1.7 | 133x06 | 18+0
% | 10:0 123+06 | 15.7+1.2 | 11.7+06 | 11.7+15 | 11.3+06 | 10+0 11.6+0.6 | 100 1240 15+0 11.3t06 | 12.7+0.6 | 110 10:0
Enterococcus faecalis 773771040 11+1 11+1 11.3+12 | 100 100 100 11+0 12.740.6 | 10.3£0.6 | 12+0 10.7¢0.6 | 11%0 100 100
GEN | 129+0.1 | 129401 | 12.9+01 | 12.9+01 | 12.9+01 | 12.9+0.1 | 12.9+01 | 12.9¢0.1 | 129401 | 12.9+01 | 12901 | 12.9+01 | 12.9+01 | 12.9+0.1 | 12.9+0.1
1 2540 29.3+12 | 3040 2540 30+0 30+0 30%0 30%0 30%0 30+0 293+12 | 25¢0 15:0 30+0 27312
_ %, | 153+15 | 26+1.7 | 25:0 15+0 3040 28.7+12 | 287%12 | 27417 | 21.3+12 | 2240 2540 157+12 | 13.7+15 | 243+12 | 25306
Salmondllaenterica =725, 5 26£17 | 27.7425 | 17.3+2.1 | 28+0 28+0 30+2 26£17 | 25¢0 25+0 237¢12 | 15%0 113+12 | 11417 | 2540
GEN | 26.9t0.1 | 26.9+0.1 | 26.9+0.1 | 26.9+0.1 | 26.9+0.1 | 26.9t0.1 | 26.9+0.1 | 26.9t0.1 | 26.9+0.1 | 26.9t0.1 | 26901 | 269401 | 26.9t01 | 26901 | 26.9+0.1
1 15306 | 12.3:2.1 | 1120 10.3:06 | 1540 10+0 13.7+06 | 1040 1120 11.7+06 | 130 123t06 | 1040 113+12 | 13.3:06
%, | 127406 | 1020 10.3+06 | 1120 1240 10.7£0.6 | 100 10.3+06 | 100 11.3t06 | 100 10+0 1020 1430 12.7+06
Acetobactersp. U3 | 1120 8+0 10.7406 | 11+1 10.740.6 | 80 10+0 10.740.6 | 10+0 1140 1040 1040 10+0 10.7¢06 | 10+0
GEN | 249+0.1 | 24.9+0.1 | 24.9+01 | 24.9+0.1 | 24.9+01 | 24.9+0.1 | 24.9+01 | 24.9+t0.1 | 24.9+01 | 24.9+01 | 24901 | 24.9+01 | 24.9+01 | 249+0.1 | 24.8+02
1 10:0 12.3+06 | 11306 | 10:0 11.3+12 | 100 13312 | 127412 | 10.7+12 | 16+1.7 | 100 107+12 | 16+0 167412 | 14.7+06
o 5 | 12706 | 12.3t25 | 10.7+1.2 | 14312 | 12.3+15 | 17.740.6 | 150 157+12 | 13t1.7 | 14312 | 14706 | 13312 | 12%2 13315 | 1317
Proteus mirabilis U3 | 13+1 13706 | 10306 | 13+1.7 | 12.7+12 | 14%1 17.7+06 | 13306 | 16+1 12427 | 127412 | 143+12 | 13315 | 12+2 14+1
GEN | 27.9t01 | 27.901 | 27.9+01 | 27.9+0.1 | 27.9401 | 27.9¢0.1 | 27.9401 | 27.9t0.1 | 27.901 | 27.9t01 | 27.9:01 | 27.9401 | 27.9t01 | 27.9:01 | 28504
1 15:0 113+12 | 11.3+12 | 130 10.7+12 | 1240 11.7+15 | 10306 | 15.7+1.2 | 11.3+12 | 120 117406 | 13.7+15 | 150 13:0
_ % | 1040 10:0 10:0 10.7+1.2 | 1020 11+1 10:0 10:0 1020 10.3t06 | 10306 | 107406 | 10.7+1.2 | 107412 | 11.7+15
Sefraia marcescens 6715 | 8.3:06 | 820 10.3£06 | 100 93+12 | 1020 10306 | 11=1 10.8£06 | 100 100 120 1020 10.741.2
GEN | 23.9+0.1 | 27.901 | 23901 | 23.9+0.1 | 23901 | 23.9+0.1 | 23901 | 23.9t0.1 | 23.9+01 | 23.9+01 | 23.9:01 | 239401 | 239+01 | 23901 | 24505
1 113+12 | 11.3+12 | 10.7412 | 13.3£0.6 | 13312 | 130 12+1 14+1 13312 | 12306 | 120 15+0 13312 | 16.7¢15 | 100
o , % | 107406 | 1020 10.3+06 | 12.7406 | 120 11+1 11312 | 1040 12.3+06 | 100 10+0 13+0 12.3+06 | 1540 8+0
Serratialiquefadiens e 65715 [ 10.721.2 | 1020 113+12 | 10.7+0.6 | 10.3+0.6 | 1140 123+06 | 10.7+12 | 10.7+#06 | 11.3+12 | 13+0 1040 113+12 | 840
GEN | 17901 | 17.9401 | 17.9+01 | 17.9+01 | 17.9401 | 17.9¢0.1 | 17.9401 | 17.9¢0.1 | 17.9401 | 17.9t01 | 17.9:01 | 17.9401 | 17.9¢01 | 17.9+01 | 17.9+0.1
1 20+0 155 16.7£2.9 | 183%2.9 | 1020 2540 14306 | 143+12 | 163+15 | 13.7+1.2 | 193t12 | 13.7+12 | 17.3+12 | 103%0. | 15.7+1.2
5 | 18712 | 103+06 | 11.7£0.6 | 100 14.7:06 | 16.742.9 | 1120 13712 | 1040 12.7:06 | 12312 | 111 11.7+15 | 12.7+0. | 11.3t06
Enterobacter dloacae | —3/3~ 1777459 | 10%0 10.7¢12 | 10+0 10306 | 110 10+0 10306 | 80 10.740.6 | 10£0 11312 | 10306 | 8.7+12 | 10.3+0.6
GEN | 19.9+0.1 | 19.9+0.1 | 19.9+01 | 19.9+0.1 | 19.9+01 | 19.90.1 | 19.9+01 | 19.9¢0.1 | 19.9+01 | 19.9+0.1 | 19.9+0.1 | 19.9+01 | 19.9+0.1 | 19.9+0.1 | 19.9+0.1

70




CHAPITRE I RESULTATSET DISCUSSION

L a croissance des souches Staphylococcus aureus, Pseudomonas aer uginosa,
Listeria monocytogenes, Klebsiella Pneumoniae, Salmonella enterica, Escherichia
Coli et Saphylococcus aureus (résistant a la méticilline) et (ESBL ou BLSE) sont
fortement inhibées par I’huile essentielle d’| viscosa. La sensihilité la plus élevée est
celle constatée chez Staphyl ococcus aureus avec une moyenne de zone d’inhibition
de 26,84 + 0.05 mm. (Figure 24).

L’ activité antibactérienne des huiles essentielles est proportionnelle a la
concentration des huiles, plus les extraits sont concentrés meilleure est leur activité

antibactérienne.

Activité des HE sur Staphylococcus aureus

m]l m1/2 m1/3 mGEN

Figure 24 : Pourcentages d’inhibition de Staphyl ococcus aureus.

2-2- Analyse de la variance (ANOVA) de I’huile essentielle d'Inula
viscosa

L'analyse statistique des résultats de I’évaluation de I’activité antibactérienne
par I’analyse de la variance montre que les populations, les doses et les souches
bactériennes, ainsi que leurs interactions, sont tres significatifs (P <0,001) (Tableau
12).
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Tableau 12 : Effets et interactions des huiles essentielles d'Inula. Viscosa.

Sources ldf |F | P

Effets

Population 15 45 .000 ***
Dilution 3 41147 .000 ***
Bactérie 15 4269 .000 ***
Interaction

Population * dilution 42 20 .000 ***
Population * Bactéries 196 |45 .000 ***
Dilution * Bactéries 42 1216 .000 ***
Population * Dilution * Bactéries 588 | 16 .000 ***

Toutes les huiles ont montré un effet inhibiteur vis-a-vis des bactéries testées.
L’ analyse statistique de I’efficacité des huiles essentielles d’Inula viscosa, a montré
que les huiles les plus efficaces de cette espece sont celles collectées des stations de
Sétif et d’Ain Oulmen, avec des diameétres d’inhibition de 18,72 et 18,55 mm,

respectivement.

Par contre, I’activité antibactérienne de I’huile la moins efficace est celle de la
population d’Amoucha avec un diamétre d’inhibition de 17,53 mm (Tableau 13).

Tableau 13 : Efficacité des huiles essentielles des populations d’l. viscosa

Zone moyenne

Rang Populations d'inhibition n Groupes significatifs
(mm)
1 Setif 18.72 180 a
2 Ain Oulmen 18.55 180 a
3 Quricia 18.30 180 b
4 Jije 18.21 180 b
5 El Bez 18.15 180 b
6 Bgaia 18.14 180 b
7 Souk Letnine 17.92 180 C
8 Bibans 17.83 180 cd
9 Babor 17.70 180 de
10 Tizin’Bechar 17.64 180 ef
11 Bouira 17.59 180 ef
12 Derguina 17.54 180 ef
13 Salah Bey 17.53 180 ef
14 Kherrata 17.51 180 f
15 Amoucha 17.19 180 g

LSD 0.05 = 0.17943458234

72



CHAPITRE I RESULTATSET DISCUSSION

Les huiles essentielles des populations de Souk Letnine, Bibans, Babor, Tizi
n’Bechar, Bouira, Derguina, Salah Bey et Kherrata, présentent une activité
antibactérienne modérée (Figure 25)

Le test de sensibilité aux antibiotiques a montré que I’activité de I’antibiotique
standard (Gentamycine) est la plus importante. Elle a montré une inhibition de la
croissance avec une moyenne de 27, 80 mm, tres supérieure a celles des huiles et de
leurs dilutions (Tableau 14). L’huile pure a montré I’effet le plus élevé avec un

diameétre de 16,74 mm par rapport aux huiles diluées.

19.2
19,0 |
18,8 |
18,6 |
18,4 |
18,2 |

18,0

Inhibition zone

17,8 |
17,6 |
17,4 |
17,2 |
17,0 |

16.8

Souk letnine |
Biban

Saleh Bey
Bouira

Jijel

Begaia

Ain Oulmene
Setif

El Bez
Kherrata
QOurlela

Babor
Amonchas
Derguina

Tizi n'Bechar

Figure 25. Diamétres des zones d’inhibition des huiles d’l. viscosa.

Tableau 14 : Effet des dilutions sur la zone inhibitrice des bactéries testées

Rang Niveau de Moyenne Zone N Groupes
dilution d'inhibition significatifs
(mm)
1 Gentamicin  27.80 675 a
2 11 16.74 675 b
3 1/2 13.99 675 c
4 1/3 13.08 675 d

LSD 0.05 = 0.09265961989
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Les resultats de I’évaluation qualitative de I'activité antibactérienne de I'huile
essentielle d’l. viscosa indiquent que les huiles de cette espece présentent une
activité significative contre toutes | es souches bactériennes testées (T ableau 15). La
sensibilité laplus élevee est celle attribuée a la bactérie Staphylococcus aureus avec
une moyenne de zone d’inhibition de 26,84 mm. Tandis que la moyenne du
diametre de la zone d’inhibition la plus basse est enregistrée contre Bacillus cereus
(14,11 mm).

Tableau 15 : Groupes de sensihilité des bactéries testées aux huiles d'Inula

viscosa

Rang Bactéries Moy. N Groupes significatifs S*

1 Saphylococcusaureus 26.84 180 a +++
2 E. enterica 2494 180 b +++
3 K. pneumoniae 21.43 180 c +++
4 SARM 21.04 180 d +++
5 ESBL/BLSE 1954 180 E ++
6 Escherichia coli 19.04 180 f ++
7 P. aeruginosa 1747 180 G ++
8 Listeria monocytogenes  17.31 180 G ++
9 Proteus mirabilis 16.85 180 h ++
10 Enterobacter cloacae 14.67 180 i +
11 Acetobacter 1451 180 [ +
12 S mercescens 1432 180 j +
13 Bacillus cereus 1411 180 k +
14 E. fecalis 13.30 180 I+
15 Serratia liquefaciens 13.18 180 l +

LSD 0.05=0,1794 ; * S= Sensibilité (+++ extrémement sensible, ++ trés sensible et + sensible)

2-3- Test de désirabilité

Le profil de désirabilité des huiles essentielles d’l. viscosa contre les bactéries
testées avait une valeur de prédiction de 0,28584, ce qui est considéré comme une
valeur faible. L'huile de la population de Souk Letnine possede la valeur de
prédiction la plus élevée (Figure 26), donc c’est I’huile la plus désirée dans les
tests. Les dilutions des huiles utilisées dans cette étude ont des valeurs de prédiction
faibles comparées aux valeurs de la gentamicine. Le test de désirabilité montre que
les especes bactériennes sont sensibles aux huiles d’Inula viscosa, et la bactérie

Staphylococcus aureus est la plus sensible.
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Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figure 26. Test de désirabilité des huiles essentiellesd’l. viscosa

2-4- Discussion

L es résultats bactériol ogiques obtenus dans notre travail, sont similaires a ceux
trouvés dans la littérature. L'huile essentielle d’Inula viscosa est active contre les
souches: Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli et

Saphylococcus aureus (Side Larbi et al., 2016)).
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L es résultats trouves par Chebouti Mezio (2016), Vieira et al. (2017), Salim
et al. (2017) et Rhimi et al. (2017) ont montré que les souches bactériennes :
Enterobacter sp, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Saphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus pneumoniae,
sont sensibles a I’huile essentielle d’Inula viscosa.

Les extraits et les huiles essentielles d’Inula viscosa ont montré une activité
antibactérienne importante (Nawres et al., 2019; Karygianni et al., 2019;
Chebouti, 2016). Hajji et al. (2010) ont montré que la présence de monoterpénes
oxygénés, des hydrocarbures monoterpéniques et des aldéhydes dans les huiles
essentielles ont la capacité dinhiber le processus de la respiration et la circulation
des ions et par consequent la destruction de la cellule bactérienne. De ce fait
I’activité antibactérienne des huiles des différentes populations peut étre due a la
présence des monoterpenes ainsi qu’a I’effet d’interaction entre les différents
constituants de I’huile. Il est aussi connu que les souches bactériennes n’ont pas la
méme sensibilité vis-a-vis d’un agent antibactérien. Le mode d’action des huiles
essentielles dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des composants
actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la
double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela
peut induire un changement de configuration des enzymes de la membrane, une
perturbation chimiosmotique et une fuite d’ions (Carson et al., 2002; Bel Had] et
al., 2010).

La plus grande hypersensibilité de Staphylococcus aureus vis-a-vis des
huiles essentielles par rapport aux autres especes bactériennes testés s’expliquerait
par une meilleure perméabilité d’un ou des composé(s) actif (s). Ce comportement
n’est pas surprenant car les souches de Bacillus cereus possedent une résistance
intrinseque a une large gamme de biocides, associée a la nature de sa membrane
externe. Cette barriere a une capacité de synthétiser et secréter des agrégats
structurés appelés bio films ou matrice composés de polysaccharides. Ces bio films
forment une barriere physique contre I’entré d’agents antimicrobiens et elle secréte
aussi un complexe enzymatique extracellulaire qui peuvent dégrader les huiles
essentielles (Maoz et al., 2000).
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3- Activité antioxydant

3-1- Evaluation de I’activité antioxydant

L activité antioxydant des huiles essentielles d’Inula viscosa est évaluée par la
mesure des absorbances a différentes concentrations. La comparaison et la
validation des résultats sont effectués avec un contréle positif utilisant le BHT
(ButylHydroxy Toluene) (Tableau 16).

Tableau 16 : Pourcentages d’inhibitiondes huiles essentielles d’Inula viscosa

Stations Rep. Al A2 A3 Blanc 19%1 | 1%2 | 1%3 1% SD
1 0,42 044 | 040 1,03 59,2 574 | 60,9 59,2 1,75
2 0,61 0,58 0,56 1,03 40,5 435 | 453 43,1 2,45
Salah Bey 3 0,77 | 0,80 | 0,83 1,03 25,0 219 | 19,2 22,1 2,92
4 0,78 0,83 0,77 1,03 23,9 19,6 25,0 22,8 2,86
5 098 | 0,9 | 0,95 1,03 53 7,2 74 6,6 1,13
1 0,48 0,47 0,45 1,03 53,9 54,8 56,3 55,0 1,23
2 0,78 | 0,75 | 0,71 1,03 24,7 272 | 30,8 27,5 3,07
Ain Oulmen 3 0,88 | 0,90 | 0,86 1,03 14,6 123 | 16,3 14,4 2,00
4 094 | 0,99 1,01 1,03 8,6 39 2,2 49 3,33
5 1,00 | 1,00 | 1,00 1,03 33 31 2,8 31 0,24
1 0,22 0,17 0,26 1,07 79,7 84,2 76,2 80,0 3,97
2 0,46 0,47 0,47 1,07 57,0 55,8 55,8 56,2 0,70
Sétif 3 0,73 0,71 0,65 1,07 32,4 34,1 39,6 354 3,75
4 0,88 0,88 0,86 1,07 18,2 18,4 19,9 18,8 0,92
5 0,97 | 0,97 | 0,95 1,07 9,9 9,2 11,5 10,2 1,15
1 0,24 | 0,19 0,26 1,07 78,1 82,1 76,2 78,8 3,00
2 0,45 044 | 041 1,07 58,3 59,1 61,6 59,7 1,71
El Baz 3 0,69 0,66 0,64 1,07 35,5 38,2 | 404 38,1 2,47
4 081 | 0,82 | 0,78 1,07 249 240 | 27,6 25,5 1,85
5 091 | 0,95 | 097 1,07 15,3 11,8 9,8 12,3 2,78
1 0,29 0,28 0,28 1,07 72,9 73,5 74,4 73,6 0,75
2 0,60 | 0,61 | 0,63 1,07 141 435 | 415 43,0 1,37
Ouricia 3 | 084 | 08 | 083 1,07 213 | 206 | 22,6 | 21,5 | 1,04
4 0,97 | 0,98 | 0,93 1,07 9,9 8,7 13,3 10,6 2,42
5 1,03 1,03 1,02 1,07 4,2 4,0 51 44 0,60
1 0,15 0,17 0,17 1,09 86,0 84,8 84,7 85,2 0,75
2 0,53 0,55 0,55 1,09 514 49,8 | 49,1 50,1 1,17
Amoucha 3 | 069 | 0,71 | 0,69 1,09 36,4 | 351 | 366 | 360 | 080
4 0,83 | 0,82 | 0,79 1,09 24,0 243 | 27,0 25,1 1,68
5 0,95 094 | 0,92 1,09 12,7 135 15,7 14,0 1,57
1 022 | 0,17 | 0,26 1,07 79,7 842 | 76,2 80,0 3,97
2 0,46 0,47 0,47 1,07 57,0 55,8 55,8 56,2 0,70
Tizi n’Bechar 3 | 073 | 0,71 | 065 1,07 324 | 341 | 396 | 354 | 375
4 0,88 | 0,88 | 0,86 1,07 18,2 184 | 199 18,8 0,92
5 0,97 0,97 0,95 1,07 9,9 9,2 11,5 10,2 1,15
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1 | 015 | 017 | 013 1,03 854 | 837 | 87,7 | 856 | 2,00
2 | 055 | 057 | 053 1,03 46,6 | 449 | 490 | 468 | 210

Babors 3 | 076 | 0,77 | 0,77 1,03 264 | 250 | 254 | 256 | 0,70
4 | 080 | 0,8 | 080 1,03 227 | 163 | 228 | 206 | 3,73

5 | 086 | 087 | 087 1,03 165 | 155 | 157 | 159 | 051

1 | 010 | 0,09 | 0,09 1,03 90,7 | 91,1 | 91,1 | 909 | 022

2 | 031 | 033 | 030 1,03 704 | 678 | 709 | 697 | 1,67

Kherrata 3 | 043 | 043 | 0,32 1,03 58,7 | 58,7 | 689 | 621 | 589
4 | 060 | 059 | 056 1,03 422 | 425 | 459 | 436 | 2,05

5 | 068 | 074 | 0,75 1,03 338 | 284 | 275 | 299 | 340

1 | 060 | 065 | 064 1,03 419 | 369 | 384 | 391 | 260

2 | 0,70 | 0,69 | 064 1,03 31,7 | 332 | 380 | 343 | 325

Derguina 3 | 084 | 082 | 082 1,03 183 | 20,2 | 201 | 195 | 1,09
4 [ 092 09 | 093 1,03 107 | 11,1 | 102 | 106 | 044

5 | 099 | 097 | 0,9 1,03 40 | 61 | 66 5,6 1,40

1 | 020 | 015 | 0,5 1,07 81,0 | 860 | 858 | 843 | 2,85

2 | 036 | 032 | 032 1,07 66,5 | 704 | 702 | 690 | 2,15

Souk Letnine 3 | 063 | 065 | 065 1,07 414 | 394 | 395 | 401 | 1,10
4 | 079 | 075 | 0,74 1,07 260 | 29,7 | 308 | 288 | 2,50

5 | 087 | 0,89 | 087 1,07 194 | 174 | 190 | 186 | 1,04

1 | 014 | 016 | 0,5 1,09 876 | 857 | 858 | 864 | 1,07

2 | 058 | 057 | 055 1,09 472 | 481 | 494 | 482 | 1,16

Bejaia 3 | 090 | 084 | 088 1,09 172 | 226 | 195 | 198 | 2,72
4 | 094 | 098 | 0,9 1,09 141 | 104 | 11,7 | 120 | 1,87

5 | 09 | 099 | 0,95 1,09 119 | 86 | 127 | 111 | 215

1 | 026 | 026 | 020 1,03 750 | 751 | 804 | 768 | 3,08

2 | 068 | 065 | 068 1,03 344 | 36,7 | 342 | 351 | 1,41

Jijel 3 | 079 | 083 | 077 1,03 233 | 194 | 251 | 226 | 292

4 [ 092 09 | 093 1,03 105 | 104 | 95 | 101 | 054

5 | 092 | 09 | 091 1,03 107 | 7,1 | 120 | 99 | 256

1 | 015 | 011 | 011 1,07 86,0 | 896 | 894 | 883 | 1,99

2 | 028 | 029 | 0,25 1,07 744 | 728 | 768 | 747 | 2,02

Biban 3 | 049 | 047 | 051 1,07 541 | 558 | 524 | 541 | 1,72
4 | 066 | 0,72 | 068 1,07 388 | 331 | 363 | 360 | 2,85

5 | 084 | 081 | 082 1,07 220 | 246 | 240 | 235 | 1,37

1 | 047 | 053 | 062 1,09 56,5 | 51,4 | 434 | 504 | 6,62

2 | 067 | 066 | 068 1,09 38,7 | 392 | 37,7 | 385 | 0,75

Bouira 3 | 083 | 085 | 086 1,09 233 | 221 | 209 | 221 | 1,24
4 | 093 | 094 | 0,94 1,09 146 | 13,7 | 135 | 139 | 059

5 | 098 | 1,00 | 1,00 1,09 96 | 85 | 81 87 | 075

1 | 008 | 008 | 0,08 1,01 91,8 | 926 | 926 | 923 | 046

2 | 009 | 009 | 0,09 1,01 90,7 | 910 | 912 | 910 | 025

BHT 3 | 013 | 014 | 013 1,01 870 | 866 | 869 | 869 | 021

4 | 023 | 027 | 026 1,01 774 | 731 | 746 | 750 | 221

5 | 053 | 051 | 050 1,01 472 | 500 | 50,6 | 493 | 1,83

La décoloration du radical DPPH est en fonction de différente concentration.

Les résultats de I’activité antioxydantes sont présentés, avec la molécule de
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référence BHT, par les courbes des pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations. Une régression linéaire (y= a = b) a été appliquée pour obtenir la
valeur 1C50 (Concentration inhibitrice de 50 %) aussi appelée EC50 (Efficient
concentration 50) (figure 27). 1C50 = (50-b)/a, est la concentration de I’échantillon
testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH. Cette valeur est inversement

proportionnelle a I’activité antioxydante.

79



CHAPITRE I

RESULTATSET DISCUSSION

HE dz Salah bey HE d'Amn Oulmen
60
: =6,775x- 0476
0 =696+ 6918 e
6 R=0927 1 '
p 40 -
0
2 g
240 230 -
2 —Sirc] 2 —Senel
330 g s Z 20 < i
z — Linéaire (Sériel) | = —Lineaire (Senel)
10
0
0 A
0 b b a i B concentration mg il
concentration g
HE de Setif HE d'Elbez
100 -
y=9516¢+8,208 %0 - y=9,122x+11,54
5 R?=0907
R 0,944 0
~ ~
g g 70
- -
7 3 60 -
2 2%
o —Sériel 840 - —Sériel
o =
b — lindairelsériet) | & 30 — Linéaire (Série1)
20 -
10 -
0
0 & 6 8 10 0 2 4 6 8 10
concentration mg ml coneentration mg/ml
HE d'Ouricta HE d'Amocha
e 10000 - y=9,§3ﬁx+9,??5
y=5,073x+ 1,481 0 4 R=0950
?[} 1 " . ] |
R=0992
i+ 80,00 -
5 57000
- =
70 Z 6000 |
'él 40 - ,'_j 50,00 +
Sy —Séricl > 4(],{:0-j —Seriel
Sy —Linéaire(sériet) | & 3000 — Linéaire (Seriel)
20,00 -
104 1000 1
0 0,00
0 4§ 6 8 10 000 200 400 600 800 10,00
coneentration mg ml concentration mg'ml

80



CHAPITRE I

RESULTATSET DISCUSSION

HE de Tizi n'Behar HE de Babors
y=9,516x+ 8,208 y=9,682x+6,761
R*=0,944 R?=0,982
§
g g
Z :
2
7 —Sriel e = Sériel
o] T
a o i
X —Linéaire (Série) | © — Lineaire (Sértel)
0 2 1 6 8 10 4 ] ] 10
concentration 11]g;'11]l concentration Illg-"Illl
HE de Kharrata HE dz Derguina
120 4
y=4,749x+5,591
100 - y=9,134x+25,15 R2=0.863
. R=0,770 - '
S w0 2
B 2
F E
~ EG Bl E
2 —Séricl A —sSiiel
o) 40 - =]
< — Linéaire(Seriel) | o —Linéaire Sériel)
20 -
[} 1
0 2 4 6 8 10 4 6 8 10
concentrationmg ml concentration g ul
HE de Soouk Letnune HE de Bejaia
100 -
-4 y=9,6231+ 1452 y=10405+2,002
R!=0,884 R=0.991
30 -
§ -
2 04 8
F E
Y ) E
20 —Srie] A 1
[ =
S 30 —Linéaire (Série1) | & — Lineaire (Serel)
20 -
10 1
0 1
0 2 4 6 8 10 2 B b ] 10
concentration mg concentration mg/ml

81




RESULTATSET DISCUSSION

CHAPITRE 111
HE de Tiel HE de Bibans
90 120
y=896ix+ 1999 y=96235+ 039
R_ = ﬂ.ggﬂ 1[]0 1 R:z 0.81'!
- g
g '
: 3
= . 5 60
E e 6116 o 1]
* R Y 40
$ Lineawe (Seriel) g — Lingaie (S5l)
20
0
0 2 b § 10 0 2 ¢ 6 ]
concentration mg/ml concentration gl
BHT HE dz Boura
R=0435 y=5918x+6,594
120,00 - R=093
210000 | 8
E 80,00 | ;5
g r
A B0 — Sl ; —Siricl
£ 40,00 - — Linéaire (Sériel) | < — Linéaire (Sériel)
20,00 4
0,00
0 5 10 150 0 2 4 6 8 1
concentration mg/ml concentration mg ml

Figure 27: Activités antioxydants des huiles essentielles d’1 viscosa, comparée a
celledelaréférence BHT
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L’huile essentielle d’Inula viscosa pouvait ramener le radical libre stable 2.2-
diphényle-1-picrylhydrazyle (DPPH) jaune-coloré avec un ICsy de 2,72 + 0,14 a
9.35 + 0,48 mg/ml montrant une activité antioxydante plus faible que celle de la
référence BHT avec 1Csy (0.91 = 0,06 mg/ml). Les valeurs des ICsy (Tableau 17)
montrent que les huiles essentielles de Kherrata, Bibans et Souk Letnine sont les
plus actives avec des ICs (2,72 £ 0,14; 3,05 £ 0,06 et 3,67 + 0,14 mg/ml) les plus

basses, ces valeurs sont trés supérieures a celles de référence BHT (0.91 + 0,06).

Tableau 17 : Les valeurs des activités antioxydantes des les huiles d’Inula viscosa.

Popul ations IC50 (mg/ml)
Salah Bey 6,19+ 0,21
Ain Oulmen 7,46 + 0,29
Setif 4,39+ 0,10
El Baz 4,21 + 0,08
Ouricia 5,34+ 0,03
Amoucha 4,22 + 0,04
Tizi n’Bechar 4,39+ 0,10
Babors 4,46 + 0,16
Kherrata 2,72+0,14
Derguina 9.35+ 0,48
Souk L etnine 3,67+0,14
Begaia 4,61 + 0,02
Jije 535+0,18
Bibans 3,05+ 0,06
Bouira 7,33+0,82
BHT 0.91 + 0,06

3-2- Analyse de la variance (ANOVA) de I’huile essentielle d'I nula viscosa

L'analyse statistique des résultats de I’évaluation de I’activité antioxydante par
I’analyse de la variance montre que les populations et les doses sont trés
significatifs (P <0,05) (Tableau 18).

Tableau 18 : Effets et interactions des huiles essentielles d'lnula. Viscosa.

Sources e | F | P
Effets
Population 15 5 .000 ***
Dilution 5 330 000 ***

L es huiles des populations testées ont montré un effet inhibiteur faible.
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L’analyse statistiqgue de I’efficacité des huiles essentielles d’Inula viscosa
contre les radicaux libres de DPPH, a montré que les huiles les plus efficaces de
cette espece sont celles collectées de la station de Kherrata, qui présente le
pourcentage d’inhibition moyen le plus élevé (69,06%), suivi des huiles des
populations des Bibans, Souk Letnine, El Bez et Amoucha. Les huiles essentielles
d’Amoucha, Tizi n’Bechar, Setif, Bejaia, Bouira, Ouricia, SalahBay et Babor
présentent des pourcentages supérieurs a 50%, mais ces valeurs restent faibles en les
comparants avec celle du BHT (78,92) (Tableau 19).

Tableau 19. Efficacité des huiles essentielles d’ Inula viscosa contre | es radicaux

libres de DPPH
Concentration
Rang | Populations d'rinnoﬁ/if)ri]tri]gn n Groupes significatifs
(%)
1 |Kherrata 69.06 30|a
2 |Bibans 67,1 30| |ab
3 | Souk Letnine 63,53 30 abc
4 |ElBez 60,88 30 cd
5 | Amouchas 60,48 30 cd
6 | Tizin’Bechar 59,5 30 Cde
7 | Setif 59,5 30 Cde
8 | Babor 58,9 30 Cde
9 |Bgaa 57,19 30 cdef
10 |Jijd 54,9 30 defg
11 |Salah Bey 54,8 30 defg
12 | Quricia 54,76 30 defg
13 |Bouira 52,81 30 efg
14 | Derguina 50,35 30 Fg
15 | Ain Oulmen 49.93 30 g
LSD 0.05=0.1794

Les huiles essentielles testées, présentant une activité antioxydante modérée, sont
celles des populations de Kherrata, Bibans, Souk Letnine et El Bez (Figur e 28).
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Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 28. Pourcentages d’inhibition des huiles des populations d’Inula viscosa.

Le test de sensibilité a montré que I’activité du BHT est la plus élevée, avec
un pourcentage d’inhibition de (78,89 %), dépassant le pouvoir d’inhibition des
huiles et de leurs dilutions (T ableau 20).

Le test de sensibilité a montré que I’activité du BHT est la plus élevée, avec
un pourcentage d’inhibition de (78,89 %), dépassant le pouvoir d’inhibition des
huiles et de leurs dilutions (T ableau 20).

Tableau 21 : Effet des dilutions sur le pourcentage d’inhibition de DPPH.

Concentration

moyenne
Rang Dilution  g'inhibition N Groupes significatifs
(%)

1 BHT 78.92 225 a

2 D1 74.23 45 b

3 D2 50.14 45 C

4 D3 31.25 45 d

5 D4 20.15 45 E

6 D5 12.27 45 F

LSD 0.05 = 0.0927
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L’huile pure a montré I’effet le plus éleveé avec un pourcentage de 74,23 %
par rapport aux huiles diluées. L’effet antioxydant des huiles essentielles est dose-
dépendant, I’augmentation de la concentration des huiles d’l viscosa a augmentée le

pourcentage d’inhibition (Figure 29).

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 29. Pourcentage d’inhibition des huiles et leur dilution d’Inula viscosa.

3-3- Test de désirabilité

Le profil de désirabilité des huiles essentielles d’Inula viscosa contre les
radicaux libres de DPPH avait une valeur de prédiction de 0,183, ce qui est
considéré comme une valeur faible. L'huile de la population de Kherrata possede la
valeur de prédiction la plus élevée (Figure 30), donc c’est I’huile la plus désirée
dans les tests antioxydants. Les dilutions des huiles utilisées dans cette étude ont des

valeurs de prédiction faibles comparées aux valeurs de laréférence BHT.
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Profiles for Predicted Valuesand Desirability
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Figure 30. Test de désirahilité des huiles essentielles d’l. viscosa.

Des travaux sur I’activité antioxydant des huiles essentielles, montrent que ces
propriétés sont en relation avec leur composition chimique. Il est difficile
d’attribuer ces activités a un seul compose, il est toutefois important de signaler que
ce n’est pas uniqguement les composés majoritaires des huiles essentielles qui sont
responsables de cette activité antioxydant, mais il peut y avoir aussi d’autres
composés minoritaires qui peuvent interagir d’une fagon synergique ou antagoniste
pour créer un systéme efficace vis-a-vis des radicaux libres (Popovici et al., 20009;
Bartosz, 2003).

87



CHAPITRE I RESULTATSET DISCUSSION

La faible activité antioxydante est attribuée aux monoterpénes hydrocarbonés
qui sont incapable de donner I’atome d’hydrogéne au radical DPPH et faiblement
soluble dans le milieu réactionnel qui utilise le méthanol ou I’éthanol comme
solvant (Andrade et al., 2013)

Des éudes antérieures ont révélé que l'activité antioxydant des huiles
essentielles peut étre attribuée aux activités synergiques des composés insaturés
multiformes tels que le limonene et I'a-pinene (Zheng et al., 2013; Wang et al.,
2014), ce qui peut expliquer I’activité anti radicalaire élevee de certaines huiles.

Nos huiles des populations d’Inula viscosa montrent un effet antioxydant
important, des résultats similaires ont été obtenues sur la méme espece (Gokbulut
et al., 2013; Chahmi et al., 2015, Mahmoudi et al., 2016). La propriété
antioxydante d’l. viscosa a été signalé et plusieurs antioxydants polyphénoliques
ont été identifiés (Zhou et al., 2006; Danino et al., 2009; Babu et al., 2013;
Saleem et al., 2013; Jazia et al., 20018; Erva et al., 2019).
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4- Résultats Caryologique

Le dénombrement chromosomique a été réalisé sur les méristémes racinaires
des graines de I’espéce Inula viscosa en appliquant la technique du sguash.
L’observation microscopique des plaques métaphasiques d’Inula viscosa a montré
un nombre chromosomique diploide a 2n = 2x =18 avec un nombre de baseax =9
(figure 31).

Figure 31 : Plague métaphasique des cellules méristimatiques racinaires de I’espéce d’Inula
viscosa 2n = 2x = 18.
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Les mémes résultats caryologique a nombre chromosomique diploide (2n =2x
= 18) ont été obtenus en réalisant le dénombrement chromosomique des especes
Inula crithmoide, I. graveolens, |. maritima) (Semple et Watanabe, 2009).
Antonino, (1933).

Le résultat de 2n = 18, obtenu pour I’espece Inula viscosa, est semblable avec
ceux de la littérature. Les résultats de cette espece Inula viscosa d’Espagne et de
Portugal, montrent le méme nombre diploides (2n = 2x = 18). (Fernandes et
Queros. 1971; Ortega et al., 2004). Le méme résultat chromosomique est obtenu
pour Inula viscosa dltalie (Antonino, 1933; Brullo et al., 2004). Et en France
(Javeid, 1973).
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Conclusion

Le travail que nous avons entrepris s’inscrit dans le cadre des travaux de
recherche du laboratoire de Valorisation des Ressources Biologiques Naturelles
(universite ferhat abbas setif 1). Cette recherche porte sur I’étude phytochimique et
activités biologiques d’Inula viscosa de I’Est Algérien.

Les huiles essentielles extraites de quinze populations d’Inula viscosa par
I'hydrodistillation, ont données un rendement faible de 0,23 + 0,06%. Cette
variabilité en rendement peut étre due principalement a plusieurs facteurs, dont
I'origine géographiques, I'altitude et |a période de récolte ains au temps de séchage.

L analyse de la composition chimique des huiles essentielles de I’espéce Inula
viscosa a été réalisée par GC/SM. Soixante-quinze composes chimiques terpéniques
ont été identifiés dans [I’huile essentielle d’Inula viscosa. Les principaux
composants de ces huiles essentielles sont le polygodial, le phytol, le fokienol et
I’intermedeol néo.

Les huiles essentielles étudiées ont montré des activités antibacteriennes forte
sur les souches testées. Les huiles essentielles d’Inula viscosa testées par la
méthode du DPPH et celle du pouvoir réducteur ont montré des activités
antioxydantes faibles.

Le dénombrement chromosomique porté sur I’espéce Inula viscosa Algérien nous a
permet de déterminer un nombre chromosomique diploide a 2n =2x = 18 avec un
nombre chromosomique de base x = 9.

Les huiles essentielles d’Inula viscosa sont douées d’activités biologiques. Ces
résultats peuvent étres approfondis ultérieurement en testant d’autres activités
biologiques (insecticide, antiparasitaire, anticancéreuse...) et I’étude de Ila

cytotoxicité
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