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Résumé

Depuis fort longtemps, les plantes médicinales furent le principal recours pour la fabrication de
remedes naturels. Elles ont été utilisées par différentes civilisations en médecine traditionnelle.

L’objectif de notre travail est d’évaluer I’activité antibactérienne des poly phénols et du miel
naturel de la plante médicinale Inula viscosa appelée communément « magraman » ; une plante
vivace qui appartient a la famille des Astéracées qui évolue dans la majeure partie du bassin
méditerranéen et trés connue par ses propriétés thérapeutiques.

L’extraction des composées phénoliques de la plante a été effectuée par soxhlet qui a donné un
rendement relativement faible en extrait brut, ce dernier dispose d’une teneur notable en
polyphénols totaux et en flavonoides dosés par des méthodes spectrophotométrique avec un taux de
126,08+ 0,008 ng EAG/mg et 10,55 + 0,005ug EQ/mg respectivement. Par ailleurs, des quantites
faibles en polyphénols totaux et en flavonoides ont été enregistrées pour le miel (9,69« 0.01 pg
EAG/mg et 2,4 + 0.03 pg EQ/mg).

L’activité antibactérienne de I’extrait et du miel a été testée sur cing souches bactérienne de
références a savoir : Escherchia coli ATCC25922 , Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
Klibsiella pneumoniae ATCC13883, Salmonella typhimurium ATCC14023 , Staphylococcus aureus
ATCC25923 par trois méthodes : méthode de diffusion en disque , méthode de dilution en milieu
solide et méthode de micro dilution en milieu liquide .

Les reésultats obtenus montrent que I’extrait et le miel d’Inulaviscosa ont montré une activité
antibactérienne modérée vis-a-vis de la plupart des souches testées avec des zones d’inhibition
varient entre 7-22 mm, cependant, la souche Staphylococcus aureus est la plus sensible et la souche
Pseudomonas aeuroginosa est la plus résistante, Par ailleurs 1’étude a révélé des valeurs de CMI

relativement faible variées entre 0,5 et 0,005 mg/ml

Mots clés : Activité antibactérienne, Inula viscosa, plante médicinale, phytothérapie et polyphénols



Abstract :

For a very long time, medicinal plants have been the main recourse for the manufacture of natural
remedies. They have been used by different civilizations in traditional medicine.

The objective of our work is to evaluate the antibacterial activity of polyphenols and natural
honey of the medicinal plant Inula viscosa commonly called "magraman™; a perennial plant that
belongs to the Asteraceae family that grows in most of the Mediterranean basin and is well known
for its therapeutic properties.

The extraction of phenolic compounds from the plant was carried out by soxhlet which gave a
relatively low yield of crude extract, the latter has a significant content of total polyphenols and
flavonoids assayed by spectrophotometric methods with a rate of 126, 08+ 0.008 ug EAG/mg and
10.55 + 0.005ug EQ/mg respectively. Furthermore, low amounts of total polyphenols and
flavonoids were recorded for honey (9.69 + 0.01 pg EAG/mg and 2.4 + 0.03 pg EQ/mg).

The antibacterial activity of the extract and honey was tested on five reference bacterial strains,
namely: Escherchia coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Klibsiella
pneumoniae ATCC13883, Salmonella typhimurium ATCC14023, Staphylococcus aureus
ATCC25923 by three methods: diffusion method disc, solid-medium dilution method and liquid-
medium micro-dilution method.

The results obtained show that Inulaviscosa extract and honey showed moderate antibacterial
activity against most of the strains tested with zones of inhibition varying between 7-22 mm,
however, the Staphylococcus aureus strain is the most sensitive and the Pseudomonas aueuroginosa
strain is the most resistant. In addition, the study revealed relatively low MIC values varying
between 0.5 and 0.005 mg/ml

Keywords: Antibacterial activity, Inula viscosa, medicinal plant, Phytotherapy and Polyphenols
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Introduction

Depuis longtemps, les plantes jouent un role important chez I’homme dans sa vie quotidienne,
soit comme sources d’alimentation ou pour leur effet thérapeutique contre multiples maladies. C’est
ainsi, qu’est née la discipline dénommée « la Phytothérapie », qui est le traitement des maladies par
les plantes. Aujourd’hui, le recours aux plantes médicinales ou aux médicaments a base de plantes
contenant des principes actifs naturels a pris des grandes proportions vues que beaucoup de
molécules de synthese ont montré leur limite. En effet, selon les statistiques, plus de 25% des
médicaments utilisés dans les pays développés dériveraient directement ou indirectement des
plantes, du fait que ces phytomédicaments seraient moins agressifs pour I’organisme et que leur
consommation ne présenterait pas d’effets secondaires (Ramli, 2013).

Les extraits bruts des plantes commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source potentielle
de molécules naturelles bioactives. Ils font ’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation comme
alternative pour le traitement des maladies infectieuses et pour la protection des aliments contre
I’oxydation. Et comme des anti-inflammatoires, Et des anti-analgésiques.

Parmi les différentes plantes médicinales en Algérie, Inula viscosa L ; une tres importante

plante connue par son pouvoir thérapeutique important, sa répartition dans tous les coins du pays et
son utilisation traditionnelle fréquente par les algériens.
Cette espece appelée communément « Inule visqueuse » largement utilisee en médecine
traditionnelle, peu exigeante en facteurs écologiques, on peut la trouver un peu partout en Algérie,
elle est tres résistante aux conditions défavorables et se produit dans des environnements dégrades
dont elle possede des caractéristiques qui lui permettent de devenir une adventice envahissante
(Parolin et al ., 2016).

C’est dans ce contexte que nous sommes intéress€s a ce travail qui consiste a mettre en évidence
I’éventuel effet antibactérien des polyphénols extraits de la plante médicinale Inula viscosa L. ainsi
que de son miel naturel dans le but de chercher des alternatives pour le traitement des maladies

infectieuses.
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Chapitre 01 Phytothérapie

1. Phytothérapie

Le terme phytothérapie provient du grec : « phyto » signifie plante et « thérapie » signifie
traitement ; donc c’est le traitement par les plantes (Baba Aissa ,2000).

La phytothérapie est le traitement par des produits préparés a partir de plantes sans passer par
une étape de sélection de molécules, on ne consomme donc pas que le principe actif mais tout ce
que contient la plante. Par ailleurs, la phytothérapie requiert une connaissance parfaite de
substances chimiques contenues dans un organe végétal et une bonne connaissance de mode
d’emploi. (Bruneton ,1999).

On peut distinguer différents types de thérapies par les plantes :

e La phytothérapie : I'utilisation des différentes parties des plantes (racine, feuilles, fleurs ou

la plante entiére) sous différents formes galéniques.
e Lagemmothérapie : I'utilisation des bourgeons de la plante.
e L’aromathérapie : I'utilisation des huiles essentielles obtenues grace a divers procédés
d’extraction (Vernex-Lozet, 2011).

e Phytothérapiepharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de l'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont
dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. Ils sont présentés

sous forme de sirop, de gouttes, de gélules ... etc. (Strang, 2006).

2. Plantes médicinales

Les plantes médicinales sont les plantes qui contiennent une ou plusieurs substances pouvant
étre utilisées a des fins thérapeutiques, ou qui sont des précurseurs dans la synthése de drogues
utiles. L’expression «drogues » brutes d’origine naturelle ou biologique, est utilisée par les
pharmaciens ou les pharmacologues pour désigner les plants ou les parties de plantes qui ont
propriétés medicinales. Les plantes médicinales utilisées dans divers domaine de la santé, et pour la
recherche pharmaceutique, aussi comme matiére primaire pour la synthése des médicaments.(Baba
Aissa, 2000).0n peut utiliser une partie ou plusieurs parties de la plante selon le but d’utilisation
(feuilles, tige, racines, fleurs ou la plante entiére). Tableau 01 montre quelques plantes médicinales

utilisées en Algérie.
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Phytothérapie

Tableau 01 : Quelques plantes médicinales trouvées en Algérie et leurs propriétés (Bloued, 2003)

Plantes

Médicinales

Ortie
(Urticadioica) (L)

Chardon -

Marie

(Silybummarianum) (L)

Sauge Officinale (Saliva

Officinalis) (L)

Capucine

(Tropoaeolummajus) (L

L’inule visqueuse
(Inulaviscosa)(L

Photos

Nom
commun

Horaig

Chouk

djemel.

Meramiya

el

Chabir bacha

Maghraman

Partie

utilisé
Fleurs,
racines,
plante

entiere

Les graines
la racine et
les parties

aériennes

Les feuilles
(fraiches

/séchées)

Les feuilles

les fleurs

Les parties
aeériennes
(feuilles et

tiges)

Propriétés
thérapeutiques

Anti-
inflammatoire
Antimicrobienne
Anti-oxydante
Antiallergique
Antianémique
Hypoglycémiante
Antidépresseur,
Antivirales
,/Antifongique

/Anticancéreuse

Anti-
inflammatoire,
Antivirales,
soulager les maux
de ventre et les
digestions
difficiles
Antidépresseur
Antivirales
Antifongique

Anticancéreuse

Hypoglycémiants
Analgésique
Cicatrisation
Vermifuge
Hémostatique
Antihémorragiques
Antibactérienne



Chapitre 01 Phytothérapie

3. Métabolites secondaires

Les métabolites sont des molécules qui se forment suite a des réactions chimiques se produisant
via le métabolisme de la plante dont on distingue deux classes : métabolites primaires et métabolites
secondaires (Hartmann, 2007).

3.1. Métabolites primaires

Un type de métabolite connus par leur caractere nécessaire et vital a la survie de la cellule ou de
I’organisme (Diallo, 2000).

v Les glucides : une source d’énergie et de structure surtout au niveau des parois cellulaire

(cellulose).

v Les lipides: aussi une source d’énergie et de structure présente dans les membranes

cellulaires.

v' Les acides aminés : une source primaire de construction des protéines.

3.2. Métabolites secondaires

Egalement appelés métabolites particuliers, sont des éléments phytochimiques complexes,
généralement synthétisées par des voix de biosynthése faisant intervenir de nombreuses étapes
catalysées par des enzymes spécifiques, ces éléments interviennent dans 1’adaptation de la plante a
son environnement (soutien, protection contre les UV, défense, mise en place de symbiose,
attraction d’insectes utiles pour la pollinisation...) (Royer, 2013).

Les métabolites secondaires se caractérisent par une faible concentration dans les tissus
vegétaux, on les retrouve dans des compartiments particuliers a des moments précis de la vie des
plantes, peuvent étre utilisé pour leurs classification (familles genres, espéces) (Labbani, 2007).

Ils sont classes en trois grands groupes : (Hartmann, 2007).
> Les alcaloides : souvent toxiques, correspondent a la présence d’azote dans un hétérocycle,
on peut donner comme exemple la caféine, la cocaine, la morphine, la nicotine, la quinine, la
colchicine et I’atropine.
> Les terpénes: polymeéres de I’isopréne (monomeére de base), on peut donner comme
exemple : le caoutchouc, le taxol, des glycosides cardiotoniques et des huiles essentielles.
» Les poly phénols : on peut donner comme exemple les rutosides, les citro-flavonoides : les

oligomeres flavonoides, les anthocyanes les coumarines.
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4. Polyphenols
4.1. Définition

Les composés phénoliques sont des molécules spécifiques de regne végétal qui appartient a leur
métabolisme secondaire, on les trouve dans les plantes depuis les racines jusqu’aux fruits.
L’¢élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau
phénolique a six carbones, auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou
engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside. Les polyphénols regroupent 8000
composés connus a ce jour. Certains auteurs classent les polyphénols en neuf familles en se basant
sur le squelette carboné des molécules (C6-C1, C6-C3, C6-C4, C6-C1-C6, C6-C2-C6, C6-C3-C6)
alors que d’autres utilisent seulement 4 familles (les acides hydrox benzoiques, les acides hydrox
cinnamiques, les stilbénes et les flavonoides) (Bouaziz et al., 2008).

4.2. Classification

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de noyaux
aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux (Clifford, 1999).

La figure 01 représente les différentes classes des composés phénoliques.

Polyphenols
- I __"U
Phenolic acids Flavonoids Non-flavonoids
r 1 - | 1
Hydroxybenzoic acid  Hydroxycinnamic acid Stilbenes Lignans Others
3 | ¥ E g Jiaryihaplanoids
rO? th' H'CC' OH D OH
OH PN 1 D” HO
HG{”%‘ HO:@ COOH B4 HO j
no"‘*“"’“coou HCO ™ H OCHJ HO
H
Gallic acid Ferulic acid Resveratrol Secoisolariciresinol Curcumin
| I l 1 -1
Flavonol Flavone Flavanol Flavanone Isoflavane Anthocyanidin
OH OH OH Gl M
: u . OH
1’1/6* HO. -, .0 g HOQ HO o\,.@T HO | o o 0;,-%:']‘
| | |
L \Q\yj J’DH @( :?;LFDH
OHO OHO OH O 0 Sy CH
Quercetin Apigenin Calechin Naringenin Puerarin Cyanidin

Figure 01 : Classification générale des polyphénols (Gervaise , 2004).
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4.3. Role et intérét des composés phénoliques

% Chez les végétaux

Les composes phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de la plante
(lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains microorganismes
symbiotiques ou parasites...),dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et
physique (relations avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV); soit
directement dans la nature soit lors de la conservation apres récolte de certains végétaux; dans les
critéres de qualité (couleur, astringence, amertume, qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix
de I'nomme dans sa consommation des organes végétaux (fruits, légumes, tubercules...) et des
produits qui en dérivent par la transformation; dans les variations de certaines caractéristiques des
vegétaux lors des traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons
fermentées...) pendant lesquels apparaissent fréeqguemment des brunissements enzymatiques qui
modifient la qualité du produit fini( Fleuriet et al ., 2005).

«* Chez les humains

Le r6le des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre certaines
maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs propriétés
antioxydantes. Spécifiquement, on attribue aux flavonoides des propriétés variees :veinotonique,
antitumorale, anti-radicalaire, anti-inflammatoire, analgésique, antiallergique, antispasmodique,
antibactérienne, hépatoprotectrice, estrogénique et/ ou anti-estrogenique. Ils sont également connus
pour moduler I’activit¢é de plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires. Les flavonoides
favorisent la relaxation vasculaire et empéchent I'agglutinement des plaquettes sanguines. Par
conséquent, ils réduisent la coagulation du sang et le rendent plus fluide. Ils limitent I'oxydation des
lipides sanguins et contribuent a la lutte contre les plagues d'athérome. Ils sont aussi anxiolytiques
et proteges nos artéres contre l'athérosclérose et réduit la thrombose (caillots dans les arteres)
(Fleuriet et al., 2005). Les exemples de quelques composés phénoliques et de leurs activités

biologiques sont récapitulés dans le tableau 02.
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Tableau 02 : Activités biologiques de quelques composés phénoliques (BRUNETON, 1999).

Composés phénoliques

Acides phénols -Acide caféique

-Acide salicylique

-Tanin gallique

Tanins -Proanthocyanidine

-Lutéoléine

-Catéchine
Flavonoides -Hespéridine

-Quercetine

-Naringenine

Coumarines -Dicoumarol

Activités biologiques
-Antibactérienne
-Antifongique
-Antioxydant
-Effet stabilisant sur le
collagene
-Antioxydant
-Anti diarrhéique
-Antiseptique
-Vasoconstricteur
-Anti tumorale
-Anti carcinogéne
-Anti-inflammatoire
-Antioxydant, antiallergique,
antiulcéreuse
-Antivirale, antimicrobienne,
hypotenseur

-Diurétique

-Anticoagulant, antioxydant
-Protectrice vasculaire

-Antioedémateuse
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4.4 . Activité anti bactérienne

Un agent antibactérien : est un agent qui inhibe la croissance bactérienne ou tue les bactéries.

L’activité antibactérienne s’exerce de 2 maniéres différentes :
e Activité létale bactéricide : qui provoque la mort de la bactérie.

e Activité inhibitrice ou bactériostatique : empéche la croissance du micro-organisme
(BELOUD, 2003).

D’une maniére générale, I’action se déroule en trois phases :

v’ Attaque de la paroi bactérienne qui provoque une augmentation de la perméabilité puis la
perte des constituants cellulaires.

v Acidification de I’intérieur de la cellule, Arrété la production de 1’énergie cellulaire et la
synthese des composants de structure.

v Destruction de matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie (Burt, 2004)

10
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1. Généralités

Inula viscosa ou Dittrichia viscosa Lest une plante vivace qui appartient a la famille des
Astéracées qui évolue dans la majeure partie du bassin méditerranéen, (Al-Eisawi, 1998 ; Al-Dissi
et al., 2001). Cette plante est utilisée depuis des années en médecine traditionnelle pour ses activités
anti-inflammatoire, antipyrétique et antiseptiques elle est également utilisée pour le traitement du
diabéte et le traitement de certains troubles gastroduodénaux. (Barbetti et al ., 1985 ; Amin et al.,
2013).

Son nom viendrait du grec dont Inéo qui veut dire je purge (allusion a une propriété
thérapeutique de la plante) et Viscosa qui signifie visqueuse. (Fournier et al., 1947)

e En Algérie (kabyle et I’est Algérien) cette plante est nommée Amagramane qui vient de

magar : rencontrer, amane : eau, Inule visqueuse ; Aunée visqueuse en fraincais etRockFlea-
bane en Anglais (Halimi, 1997).

2. Description
2-1. Botanique

Inula viscosa est une plante arbuste ou arbrisseau, Annuelle, Glanduleuse peut atteindre jusqu’a
1 metre de hauteur ,Elle est collante et tres odoriférante , toutes la plantes est couverte de pdles
glanduleux qui liberent une résine odoriférante et collante généralement persistante, ses tiges sont
dressées simple ou ramifiées, ligneuses a la base(Bartels, 1997).Les feuilles sont tres étalées,
allongées et lancéolées , 3 a 7 cm de long et 6 a 12 mm de large ,insérées directement sur la tige
sans pétioles , verticillées par 3 et disposées sur 6 rangs ,tous linéaires envalée a pointe fine et
piquante ,marquées de 2 sillons blanchatres Séparées par la nervure médiane en dessous ,a carene
obtuse et non sillonnées en dessous (Ismail el Amine Henaoui, 2015) , Elle présente des capitales a
des fleurs jaunes au somment de la tige les fleurs du centre sont tubulaires et celles du
périphériques sont liguliformes (Benseguenitounsi, 2001) . Les fruites sont secs, un peu ovoides
(Chaou, 2017 ; Garbari , 2007).

La figure 02 représente les déférentes parties de la plante Inula viscosa .

12
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D. Les fruits

Figure 02 : déférentes parties de la plante Inula viscosa. (Originale).
2 .2. Geographique

Selon QUEZEL et SANTA (1963), Inula viscosa pousse abondamment dans le bassin
méditerranéen ( France, Espagne , Algérie, Maroc ...) en Asie (Chine , Japon , Korea ) , On
Algérie elle évoluée dans les terrains argileux ( un peu humides), rocailles, garrigues , dans les

bords de cours d’eau .
3. Classification

D’apres (FOURNIER et al., 1947) la position systématique de cette plante est comme suit :

Regne : Plantae.
Embranchement : Spermaphytes.

Sous-embranchement :  Angiospermes.

Classe : Dicotylédones.
Sous classe : Gamopetales.
Ordre : Campunulales.
Famille : Compositae.
Genre : Inula.

Espeéces : Inula viscosa - L -.

4. Composition chimique

13
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Cette plante médicinale contient des composés pharmacologiquement actifs notamment des
lactones, des flavonoides (Pérez et al., 1996) et des huiles essentielles (AskinCelik et al ., 2010).

Le tableau 3 résume la composition chimique d’Inulaviscosa.

Tableau 03 : Noms et localisation du quelque composant d’Inula viscosa.

- -Orcinolferulate glucoside Feuilles (Trimech et al .,
Composé -Malonate d'apigénine glucoside  Fleure 2014)
phénolique -7-méthyléther d'aromadendrin plante
entiere
-Népétin, Planteentiére
-Quercétine, (Tebbaa et al.,
-Hispiduline 2011)
Flavonoides -Sakuranetin p. aérienne
-7-O-Methylaromadendrin
-3-Acetyl-7-0O-
methylaromadendrin
-Acide isocostique P. aérienne  (Talib et
Sesquiterpenes -Acide ilicique al.,2012)
- Alcools, -alcanes P (Haouiet al .,
-cétones 2015)
Autres composés -esters
-acides gras
- alcanes (Santos et al.,
2016)

5. Aspects pharmacologiques
Inulaviscosa est trés utilisée en médecine traditionnelle pour ses propriétés thérapeutiques parmi
les quels on peut citer :
» Elle agit comme un calmant de la toux (Bellakhdar, 1997).
» Améliore ’appétit (Ameur et al., 2016).
» Utilisée pourréduire les douleurs gastriques et intestinales et traiter les troubles gastroduodénaux
(Al-Dissi et al., 2001 ; Chahmi et al.,2015).
» Gréace asa forte activité antioxydants ( Celiktas et al., 2007).
» Abaisse la fievre (Haoui et al., 2015).
» Antiseptiques, antipyrétiques anti-inflammatoires, antidiabétiques (Khalil et al .,
2007 ;Bakkara et al.,2008).

» Utilise comme un cataplasme pour les maux rhumatismaux (Al-Dissi et al., 2001).

14
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» Antivirale antifongique et contre les moisissures (Benhammou et AtikBakkara, 2005).

» Anti bactériennes (Rajamanickam Rajkumar ,2012).

15
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Notre travail consiste a évaluer I’activité antibactérienne des deux produits : miel naturel et
polyphénols provenant d’une méme plante médicinale Inulaviscosa, en effet, notre étude
expérimentale a été réalisée en 2 parties, au niveau de hall de technologie, Faculté des sciences,
université 20 aolt 1955 Skikda ;

v' Une 1% partie biochimique qui consiste en ’extraction des polyphénols & partir des feuilles
séches d’Inula viscosa et le dosage du polyphénol totaux et des flavonoides, elle a été
réalisée au niveau du laboratoire de biochimie.

v Une seconde partie a été consacrée pour tester le pouvoir antibactérien de nos échantillons ;
le miel naturel et les polyphénols sur cing souches bactériennes de références. Elle a été
réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie

1. Matériel
1.1. Matériel végétal

Notre étude a porté sur les feuilles de la plante médicinal Inulaviscosa qui a été récolté en 25
avril 2023 dans la région de El hadaik, Université 20 aolt Skikda, Une fois récoltée, la plante a été
nettoyées et mise a sécher a I’abri de la lumiére et de I’humidité a température (T°) ambiante
pendant 20 jours. Apres séchage, les feuilles ont été séparées des tiges et réduites en poudre fine a
I’aide d’un broyeur électrique, la poudres obtenue a été conservées a 1’abri de la lumicre et de

I’humidité dans des boites jusqu’a leur utilisation.

Plante fraiche Plante séche Poudre

Figure 03 : Préparation du matériel végétal (original).
» Miel naturel

Selon les informations données par I’apiculteur I’échantillon miel est récolté dans la région de
Tizaghban ,OuledAttia wilaya de Skikda en 2022, il s’agit d’un miel mono floral « Inulaviscosa ».

Il a été conservé dans des pots hermétiques en verre a I’abri de I’humidité.
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Les parametres ainsi que la carte géographique des deux régions de récoltes sont représentés
respectivement dans le Tableau 04 et la figure 04.
Tableau 04 : Paramétres géographiques des deux régions de récolte
(https://fr.wikipedia.org/wiki/Climat-skikda.dz).

Echantillon Lieu de la récolte Coordonnés

géographiques

Altitude : 24m
Inula viscosa Université 20 Aout _
) Latitude : 36.866667 Nord
Skikda 1955
Longitude : 6.9 Est
Climats:Climat
méditerranéen avec été
chaud
Miel naturel Tizeghban, Ouled Attia, | Altitude : Nonem (0ft)
Skikda Latitude : 36°59°42”° nord

Longitude :6°20'33”’ est

Climats: Climat
méditerranéen avec été
chaud
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: Collo
v Cheraia
Ouled Attia
Zitouna
Kerkera
Aguena
Tahra .
Skikda
Rabah sitour Ain Zouit
(sidi manssour)
P2
Hamadi K
Tamalous amadiKr
ElHadaik
Bin El Ouiden
Ramdane Diamel

Figure 04 : Carte géographique montre les deux régions de récolte.

(https://Amap.com/fr/maps/algeria/skikda-56047)

1.2. Souches bactériennes a tester
L’activité antibactérienne du miel naturel et des polyphénolesd’ Inulaviscosa a été testée sur

cing souches bactériennes:  quatre a Gram négatif a savoir, Escherchia coli ATCC25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853,Klibsiella pneumoniae ATCC13883 et Salmonella
typhimurium ATCC14023, et une souche a Gram positif ;. Staphylococcus aureus ATCC25923 .Les
souches ont été aimablement fournies par le laboratoire de microbiologie faculté des sciences
université Badji Mokhtar Annaba ou elles ont été conservées a 5C° dans des tubes stériles contenant
10ml de gélose nutritive incline.
1.3. Matériel du laboratoire

L’ensemble des matériels et des produits utilisés dans notre travail seront cité au fur et a mesure

de leur utilisation.

2. Méthodes

2.1. Extraction des composés phénoliques a partir de la plante Inula viscosa

L’extraction des polyphénols a partir des feuilles seches de notre plante a été faite par sohxelet
qui favorise I’extraction relativement compléte des métabolites présents dans la matrice végétal, on
a utilisé un solvant organique a polarité ; I’éthanol (99%) et la matiere végétale (poudre) avec un

rapport matériel végétal / solvant de (1/10 g/ml) (Vongsak et al., 2013)
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Procédure

e Placer la poudre (50g) dans le panier de I'extracteur Soxhlet.

e Ajouter 500mL d'éthanol dans le ballon rond de I'extracteur Soxhlet.

e Assembler I'extracteur Soxhlet et chauffer le solvant & une température d'ébullition (60°C).

e L'éthanol évaporé sera contenu dans I'extracteur Soxhlet et se condensera sur le condenseur
refroidi a l'eau froide.

e L'éthanol condensé gouttera sur la plante dans le panier, extrayant les composés désirés.

e Laisser I'extraction se poursuivre pendant plusieurs heures, jusqu'a ce que le solvant dans le
ballon rond devienne clair.

o Retirer le panier de I'extracteur Soxhlet et récupérer I'extrait

e Concentrer l'extrait en utilisant un évaporateur rotatif a 42°C pour éliminer le solvant.

L’extrait brut récupéré a été conservé dans des boites de pétri jusqu’a son utilisation.

2.2. Calcul du rendement en extrait sec :

Pour déterminer le rendement de la plante en extrait sec en calculant le rapport suivant :
Rdt (%) = (P1 — P2/ P3) x 100

P1 : poids du ballon apres évaporation.

P2 : poids du ballon vide avant évaporation.

P3 : poids de la matiere végétale de départ en poudre (50 g).

2.2.1. Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par
Wong et al. (2006).
» Principe de la réaction
Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMo012040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation des phénols dans un milieu
basique, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (Wg0O23) et de molybdéne (MogO23) (Robbins,
2003). La coloration bleue ainsi produite est proportionnelle aux taux de composés phénoliques et
posséde une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm.
» Mode opératoire
Il consiste a mélanger 200 pl de 1’échantillon (0.5 mg dilué dans 1ml Méthanol) avec 1ml de
réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois diluée dans I’eau distillé). Les solutions ont été mélangées et

incubées pendant 4 minutes. Aprés I’incubation, 800 pl de la solution de carbonate de sodium
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NaxCOs (75g /1) a été ajoutée. Le développement d’une couleur bleue est obtenu aprés incubation a
I’obscurité et a température ambiante pendant 2 heures. Apres incubation, 1’absorbance est mesuré

par un spectrophotomeétre a 765 nm.
Le blanc de la réaction ne contenant pas de 1’échantillon est réalise comme le point 0 en pg/ml.

La concentration des polyphénols totaux a été calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec de I’acide gallique et est exprimée en microgramme (JQ)

équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug d’EAG/mg d’extrait)

2.2.2 Dosage des flavonoides totaux
La méthode de trichlorure d’aluminium (AICIz) cité par (Djeridane et al., 2006) est utilisée
pour quantifier les flavonoides.
» Principe de la réaction
Cette technique est basée sur la formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure
d’aluminium et les atomes d’oxygéne présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Lagnika,
2005).
» Mode operatoire
Briévement, 1 ml de chaque échantillon (0.5 mg dissous dans 1ml de Méthanol) a été ajouté
a Iml de solution d’AICIz (2% dans le méthanol). Le meélange a été vigoureusement agité et
l'absorbance a 430 nm a été lue apres 10 minutes d’incubation.
Leblanc = control négatif : contient tout le mélange réactionnelle sauf échantillon.
Les résultats sont calculés a partir d’une courbe d’étalonnage établit avec de la quercétine et

exprime en pg d’équivalent de la quercétine par mg de I’extrait.

2.3. Test d’activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des polyphénolset et du miel naturel issu de la plante médicinale lunla
viscosa in vitro a €eté testée par trois méthodes :
e La méthode de diffusion en milieu solide.
e La méthode de dilution en milieu solide.

e La méthode de microdilution sur microplaque.
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2 .3.1. Méthode de diffusion en milieu solide
Cette méthode permet de déterminer qualitativement I’activité inhibitrice de la croissance
bactérienne par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour d’un disque de papier wattman

imprégné de 1’agent antibactérien a tester.

a. Préparation de I'inoculum
» Préparation de pré culture
Les souches bactériennes a tester sont cultivées dans des boites de Pétri contenant de la gélose
nutritive(GN) et incubées pendant 18h a 24h a une température de 37C°, afin d’obtenir une culture
jeune et des colonies bien isolées.
» Préparation de la suspension bactérienne
A partir d’une culture jeune, prélever a ’aide d’un écouvillon 3a5 colonies bien isolées et
parfaitement identiques. Décharger 1’écouvillon dans 5 ml d’eau physiologique stérile, agiter
manuellement pour bien homogénéiser la suspension bactérienne. La standardisation de la
suspension est réalisée a ’aide d’un spectrophotomeétre réglé a une longueur d’onde de 625nm. La
densité optique (DO), comprise entre0.08 et 0.1 (CA-SFM.2013).
b. Ensemencement
» La gélose Mueller Hinton (MH) est coulée dans des boites de Pétri. Apres
refroidissement et solidification de la gélose (MH) sur la paillasse, la suspension
bactérienne a tester sont étalés a la surface du milieu gélosé a 1’aide d’un
écouvillon.
> Des disques de papier Wattman stériles de 6mm de diametre imprégnés (10pul) de
I’extrait (0.5mg de I’extrait dissous dans 1ml DMSO) et du miel naturel (0,5 mg de
miel dissous dans 1ml de I’eau physiologie stérile) sont déposés a I’aide d’une
pince stérile sur la gélose.
> Des disques imprégnés de DMSO et de I’eau physiologie stérile sont également
déposeés sur la méme boite pour servir de témoins.
> Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser a T° ambiante pendant

15min, puis incubées a 37C° pendant 24h (Ngameni et al., 2009).

c. Lecture

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque a

I’aide d’une regle. La figure 07 représente la méthode de diffusion en disques sur milieu solide.
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N.B : On a opté pour le DMSO pour son innocuité vis-a-vis de microorganisme, et pour I’absence

d’interférence avec les extraits.

Application des disque sur gélose ensemencé par la souches E,coli

Figure05 : Méthode de diffusion en disques sur milieu solide(Original).
2.3.2. Méthode de dilution en milieu solide
Cette méthode permet de d’évaluer quantitativement I’effet inhibiteur de la croissance
bactérienne d’un produit par la détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) qui
correspond a la plus faible concentration qui inhibe la croissance visible des microorganismes apres
une incubation durant la 18 a 24h (Andrews ,2001).
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a. Préparation de la gamme de concentration des échantillons

Des gammes de concentration des polyphénols et du miel ont été préparées a partir d’une
solution mere (0,5mg/Iml de DMSO pour I’extrait et 0,5mg/1ml d’eau physiologie stérile pour le

miel) suitea des dilutions successives a raison de 1 /10.

b. Préparation des boites et ensemencements :
o Dans un tube stérile a été mis 16 ml de milieu de MH en surfusion, incorporée 2 ml de

chaque dilution, Homogénéiser et couler en boite de Pétri.

o Apreés solidification du milieu, I’ensemencement a été réalisé par des spots a ’aide d’un
écouvillon.
o Des boites témoins ont été réalisé contient de 16 ml de MH et 2ml de DMSO pour I’extrait

et ’eau physiologie pour le miel.
. Incuber pendant 24 heures a 37C°.

c. Lecture

La concentration minimale inhibitrice correspond a la plus petite concentration d’échantillon qui

inhibe toute culture visible d'une souche bactérienne aprés incubation

Figure06 : Méthode de dilution en milieu solide (Original).

2.3.3. Méthode de microdilution en milieu liquide
La détermination de la CMI est réalisée par la technique de micro dilution en milieu liquide, a
I’aide d’une microplaque stérile de 96 puits (8 x 12 puits). Une gamme de concentration allant
de 1 mg/mla 107,
o Déposer 5pl de ’extrait et 95 pl du Bouillon Mueller Hinton (BMH) stérile dans le puits 1.
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e Ensuite déposer 50ul de (BMH) stérile dans le puits 2 a 10.

e Une série de dilution au facteur %2a été réalisée dans le BMH a partir de la solution mere du
puitsl, par le transfert de 50ul de puits en puits jusqu’au puits 10 (le 50ul du dernier puits a
jeter). Il faut bien mélanger le contenu du puits.

e Enfin, déposer 50ul de I’inoculum préalablement dilué au 1/100 dans chaque puits.

e La11°™ colonne qui contient 92l de I’inoculum et 8ul DMSO sert de témoin positif.

e La 12°™ colonne de la plaque qui contient uniquement le milieu BMH (100pl) sert de
témoin négatif.

e La micro plaque est incubée a 37 °c pendant 24h.La lecture est effectuée a I’eeil nu et la
CMI est la plus faible concentration de I’extrait a laquelle aucune trouble n’est observé.

(Eloff, 1998).
Chaque deux différent échantillon de bactéries ont été espacés par deux lignes de puits vides.
N.B : le miel naturel dissous dans 1’eau physiologique stérile a la place de DMSO.

la série de dillution au facteur %

Figure7: Méthode de microdilution en milieu liquide(Original).
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1. Rendement en extrait sec
Le rendement de I’extrait polyphénolique brut obtenu par Soxhlet des feuilles de la plante
médicinale Inula viscosa est représenté dans le tableau suivant :

Tableau 05: Caractéristiques de I’extrait polyphénolique obtenu par soxhlet de la plante Inula

viscosa
Extrait Couleur Aspect Rendement (%)
Vert foncé Gel visqueux 7,6 %

L’analyse des résultats obtenus indique que la plante utilisée est de faible rendement en composes
phénoliques (7,6%), il est inferieur aux rendements (23.90, 20.08 et 13.35%) trouvés par les
chercheurs Marocains Chahmi et al. (2015), ayant travaillé sur la méme espéce, originaire de trois
régions marocaines. Ce pendant, le rendement est relatif, il dépend de la méethode et des conditions
dans lesquelles I’extraction a été faite. Autrement, cette différence peut étre due a la nature de la
matiére végétale, ainsi qu’au mode de la récolte, le mode de stockage et le conditionnement (Lee et

al., 2003 ; Smith et al., 2001).

2. Teneures en composés phénoliques

L’étude quantitative de I’extrait brut éthanolique des feuilles d’Inula viscosa ainsi que de son
miel au moyen des dosages spectrophotométrique permet de déterminer la teneur totale des
polyphénols et des flavonoides.

v" Polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de nos échantillons a été réalisée selon la
méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. La teneur totale des polyphénols a été calculée a
partir de la courbe d’étalonnage d’acide gallique et exprimée en pg équivalent d’acide gallique par
mg d’extrait (ug GAE/mg).
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Figure08: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

v" Flavonoides totaux
La quantité des flavonoides a éte déterminée a partir de la courbe d’étalonnage de Quercétine et

exprimes en pg équivalent de quercétine par mg d’extrait (ug QE/mg).

0.7

y = 0.015x + 0.0667 ®
0.6 R2=0.9626

absorbance a 430 NM

0 10 20 30 40 50

Concentration en pg/ml

Figure 09: Courbe d’étalonnage de la Quercétine

Les résultats obtenus sont mentionnés dans les figures 10 et 11
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Figure 10 : Teneur en polyphénols totaux de I’extrait éthanolique et du miel naturel d’Inula

viscosa.

[y
N
)

[any
o
\

co
|

Teneur en flavonoides totaux pg EQ/mg

Extrait éthanolique Miel

Figurell : Teneur en flavonoides totaux de ’extrait éthanolique et du miel naturel d Inula viscosa.

D’aprés les résultats obtenus, on constate que la teneur en composé phénolique différent d’un
échantillon a un autre, cependant, I’extrait éthanolique a montré des teneurs plus ou moins élevée en
polyphénols totaux et en flavonoides (126,08+0,008 pg EAG/mg et 10,55+0,005ug EQ/mg
respectivement) par rapport a celles du miel qui sont de 9,69+0,01ug EAG/mg et 2,4+0,03 EQ/mg
respectivement).

Nos résultats obtenus avec I’extrait éthanolique sont en accord avec ceux trouvés par
OULD MAMMAR et al en 2021, qui ont travaillé sur la méme plante provient de la région
de Tizi-Ouzou dont I’extrait aqueux obtenu par macération qui a montré une teneur en

polyphénols de 120,83 mg EAG/g.
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Néanmoins, les teneurs en polyphénols enregistrées pour notre plante restent relativement
inferieur aux résultats trouvés par ABERKANE.K., et al. (2019) sur I’extrait hydro-
éthanolique obtenue par Soxhlet et macération de la plante inula viscosa provient de la région
de Tiks-Ighiden (Chorfa Bouira), qui ont enregistré des teneurs en polyphénols de 184,874 mg
EAG/g et 156,030 mg EAG/g respectivement), et aussi par apport aux résultats trouvés par
Chahmi (2015) dont il a enregistré une teneur de 274.39mg EAG/g en TTP et 39,902EQ/g en
flavonoides sur le méme extrait éthanolique de la méme plante médicinales.

Les variations des teneurs en poly phénols et en flavonoides de cette plante rapportés dans la
littérature, peuvent s'expliquer par différents paramétres, comme la partie étudiée, le stade
physiologique, la saison, le stress, la composition des milieux 1la méthode d’extraction ...etc.
(DERRICHE et al., 2015)

3. Activité antibactérienne de I’extrait éthanolique et du miel naturel

L’activité antibactérienne des polyphénols extrait de la plante médicinale Inula viscosa ainsi
que du miel a été évalué sur cing souches bactériennes : Escherichia coli , staphylococcies
aureus , salmonella , klebseilla , Pseudomonas, par trois méthode : la méthode de diffusion en
disque et celle de dilution sur un milieu gélosé solide Mueller-Hinton et la micro dilution dans un
boillon Mueller-Hinton .
3.1. Méthode de diffusion en disque

La sensibilité des souches bactérienne testées par cette méthode se traduit par ’apparition d’une
zone d’inhibition autour des disques. Rappelons que chaque disque contient 10ul de chaque
échantillon. Les diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne sont représentés

dans le tableau 06.
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Tableau 06: Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne induites par I’extrait

polyphénolique brut et le miel naturel d’Inula viscosa

Diameétres des zones d’inhibition (mm)

souches
bactériennes Extrait Miel DMSO eau
(Témoin) Physiologie
(Témoin)
E, coli
ATCC25922 29 14

P. aeruginosa
ATCC27853 - - - -

S, typhimurium 7 7
ATCC14023 - -

K, pneumoniae 7
ATCC13883 - - -

S. aureus 8 20
ATCC25923 - -

- : Absence d’une zone d’inhibition.

D’apres les valeurs enregistrées, les trois espéeces bactériennes Staphylococcus aureus,
Salmonella et Escherichia coli ont montrées une sensibilité aux deux échantillons testés dont la
souche d’Escherichia coli est la plus sensible avec les plus larges zones d’inhibitions 22mm pour
I’extrait polyphénolique et 14mm pour le miel.

L’espéce bactérienne Salmonella a montré une zone d’inhibition de 7mm de diamétre pour
I’extrait alors qu’elle s’est avérée résistante pour le miel, cependant, I’extrait a présenté une meilleur
activité inhibitrice de croissance vis-a-vis de Staphylococcus aureus avec une zone de 20mm
de diametre alors que la meilleur activité inhibitrice du miel a été enregistrée vis-a-vis de
’espéce Escherichia coli avec une zone de 22mm.

Le DMSO n’a, cependant, produit aucun effet vis-a-vis de toutes les souches testées.

3.2. Détermination de CMI par dilution en milieu gélosé
Les résultats des concentrations minimales inhibitrices d’extrait et du miel d’Inula viscosas

ont représentés dans les tableaux suivants :
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Tableau 07 : Résultats des CMI par méthode de dilution en milieu solide Muller-Hinton pour

I’extrait polyphénolique d’Inula viscosa.

Souche
E,coli P,aeruginosa S ,typhimurium S, aureus  K,pneumoniae
ATCC25922 ATCC27853  ATCC14023 @ ATCC25923 ATCC13883

mg/ml)
Solution
mére - + + - O
Dilution
dilution
2 O + + + +
Dilution
3 + + + + +
Dilution
4 + + + + +
Dilution
5 + + + + +
Témoin
DMSO + + + + +

@: CMI - 1 sensible + : Réssistante

L’extrait polyphénolique brut d’Inulaviscosa a montré une activité inhibitrice de la croissance
vis-a-vis de trois espéces bactérienne a savoirS,aureus, Klibseilla et E,coli avec des CMI comprise

entre 1mg/ml et 0,01 mg/ml, dont la plus faible a été enregistrée contre E,coli .
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Tableau 08:Résultats des CMI par méthode de dilution en milieu solide Muller-Hinton pour le
miel d’Inula viscosa

Souche

E,coli P,aeruginosa S,typhimurium S, aureus K,pneumoniae
ATCC25922 ATCC27853 ATCC14023 ATCC25923 ATCC13883

Solution

Dilution 1
O | - + o |

dilution 2
+ + + + +

Dilution 3
+ + + + +

Dilution 4
+ + + + +

Dilution 5
+ + + + +

Témoin

Eau + + + + +

physiologie

> Ml - . sensible + : Reéssistante

Concernant le miel, deux especes parmi les cing testées ont monté une résistance vis-a-vis de
I’action inhibitrice de la croissance bactérienne, en effet, les CMI enregistrées pour les trois espece
ssensibes ; S,aureus, Salmonella et E,colis ont comprise entre la solution mére et la premiere
dilution.

Pseudomonas aeuroginosa est I’espece bactérienne la plus résistante pour [’extrait
éthanolique ainsi que pour le miel.
3.3. Détermination de la CMI par micro dilution sur microplaque

L’¢tude de cette activité antibactérienne a été effectuée également par la technique de
microdilution en milieu liquide sur microplaque stérile (96 puits). Aprés incubation des
microplaques 24 heures, on observe un aspect clair dans certains puits ,qui indiquant 1’absence

d’une croissance bactérienne, Soit un dépdt qui indique la présence d’une croissance
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bactérienne. Le tableau ci-dessous représente I’ensemble des concentrations minimales inhibitrices
obtenues.
Tableau 09 : Résultats des CMI obtenues par la méthode de micro dilution sur micro plaque de
I’extraitpolyphénolique et du miel d’Inula viscosa.
Souche 1 2 |3 |4 5 6 |7 8 |9 10 11 12-  Extrai

T+ | T-
miel
E, coli + |+ |+ |+ + @ + + o+ + + _ Extrait
ATCC25922
+ |+ |+ + @ + |+ |+ |+ + |+ _ Miel
P,aeruginosa + + + @+ + [+ |+ |+ [+ + + _ Extrait
ATCC27853
+ 4+ |+ + + + + |+ 4+ + |+ _ Miel
S, aureus _ + |+ + [+ |+ |+ [+ + + _ Extrait
ATCC25923 @
_ + + + + + |+ 4+ + |+ _ Miel
Styphimurium + + + + + [+ |+ |+ [+ + + _ Extrait
ATCC14023
_ + + + + + |+ 4+ + o+ _ Miel
K,pneumoniae = _ @ + |+ + [+ |+ |+ [+ + + _ Extrait
ATCC13883
+ + o+ + + + o+ + 4+ + o+ _ Miel
D cmi + : Présente de dépot - Absence de dépot
T+ : Témoin positive T-: Témoin négative

Donc nos résultats révelent que I’extrait et le miel testés ont une activité antibactérienne modérée
vis-a-vis de la quasi-totalité des souches bactériennes étudiées. Cette activité inhibitrice varie d’un
échantillon a un autre et d’une espéce a une autre, cependant, la différence de sensibilité au poly
phénolique et au miel de notre plante peut s'expliquer par la différence de leur composition dont de
nombreux auteurs, ont constaté que le changement dans la composition chimique affecte
directement les propriétés biologiques des extraits(Celiktas et al., 2007 ; Van Vuuren et al., 2007),
en effet, D’activité antimicrobienne de notre extrait éthanolique est probablement dd a sa diversité
structurales ; les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur les groupes phénoliques sont

supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les microorganismes, avec 1’évidence que le taux
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d’hydroxylation est directement proportionnel a la toxicité (Cowan, 1999). Il a été aussi rapporté
que plus les composés phénoliques sont oxydés et plus ils sont inhibiteurs des microorganismes
(Scalbert, 1991). I’effet antimicrobien de ces phénols peut étre expliqué également par I’inhibition
de la croissance bactérienne suite a leur adsorption sur les membranes cellulaires, I’interaction avec
les enzymes et les effecteurs ou la privation en substrats et ions métalliques (Dhaouadi et al.,
2010).

Le pouvoir antibactérienne des extraites des plantes est tributaire de leur compositions chimique
et de leurs propriétés physico-chimiques, I’étude phytochimique de la matiére végétal d’ Inula
viscosa effectuée par Ulubelen, Goun en 1986et benayache en 1991 a mise en évidence la
présence d’une série important de flavonoides contenant deux ou trois groupement hydroxyles sur
le cycle A et B et qui sont plus actifs contre les bactérie Gram + (orhan et al. , 2007)

En effet, Les resultats obtenus confirment les hypothéses données par SMITH-PALMER et al,
2001, et MAOZ et NEEMAN ,1998 que I’extrait de la plante Inula viscosa possede un bon
pouvoir antibactérien sur les bactéries a Gram positive.

Concernant le mode d’action du miel comme agent antibactérien n’est pas bien ¢élucidé.
Cependant, il est actuellement reconnu que I’activée inhibiteur du miel est lié¢ a ses propriétés
physico-chimiques, ainsi qu’a la présence de plusieurs autres composants antimicrobiens appelés
inhibines. Le miel posséde une activité d’eau comprise entre 0,56 et 0,62, donc une hyper-
osmolarité liée a sa forte concentration en sucres. La forte interaction entre les molécules de sucre et
d’eau laisse donc peu d’eau libre disponible pour le développement microbien. Ceci provoque une
forte déshydratation des germes mettant en jeu leur survie. (Merah M et al ., 2010) .

En outre la difféerence de sensibilité entre les especes peut étre explique par le fait que les
bactéries a Gram- sont censées étre plus résistantes que les Gram+, ceci est di aux différences
structurales de leurs membranes externes. La paroi des Gram- présente une structure plus fine mais
plus complexe que celle des grams+, la paroi des bactéries a Gram négatif présente trois structures
polymériques externes ou liées au peptidoglycane : des lipoprotéines, une membrane externe et des
lipopolysaccharides qui sont attachés a la membrane externe. Ces éléments rendent la paroi
cellulaire imperméable au passage des solutés liposolubles. Quant aux porines situées au niveau de
la membrane externe, elles permettent le passage uniquement de petites molécules hydrophiles (600
Dalton) (Arias et al., 2004) . Les bactéries a Gram négatif présentent également un espace
périplasmique ou s’effectue la fragmentation des molécules introduites (a travers les porines) par les
enzymes bactérienne (Shan et al., 2007).. ). Les bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux
agents antibactériens car elles possedent uniquement le peptidoglycane qui ne constitue pas une

véritable barriére sélective a ces composés (Arias et al., 2004; Meyer et al., 1999; Tian et al.,
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2009). 1l est probable que la résistance des souches testé a extrait est également due au métabolisme
de certains composes a effet antibactérien. En effet, il a été prouvé que certaines souches ont la

propriété de dégrader certains composés phénoliques (Redriguez VVaquero et al., 2007)
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Un grand nombre des plantes médicinales possede des propriétés
biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuse application dans divers domaines a savoir
en médecin, en pharmacie, agriculture ...

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité antibactérienne de 1’extrait poly phénolique et du
miel d’Inulaviscosa ; I'une des plantes médicinales les plus utilisée en médecine traditionnelle
Algérienne.

L’extraction des composées phénoliques de la plante a été effectuée par soxhlet qui a donné un
rendement relativement faible en extrait brut, ce dernier dispose d’une teneur notable en
polyphénols totaux et en flavonoides dosés par des méthodes spectrophotométrique avec une taux
respectivement de 126,08ug EAG/mg et 10,55ug EQ/mg. Par ailleurs, le miel a montré des
quantités relativement faibles en polyphénols et en flavonoides qui sont de 9,69ug EAG/mg et 2,4
EQ/mg respectivement.

La détermination de I’activité antibactérienne de I’extrait des feuilles et du miel de cette plante
médicinale a été réalisées sur cing souches (Staphylococcus aureus ; Escherichia coli ;
Pseudomonas aeuroginosa, Klébsiella pneumonia et salmonella ) par trois méthode : méthode de
diffusion en disque , méthode de dilution en milieu solide et méthode de micro dilution en milieu
liquide .

Les résultats obtenus montrent que cette plante ainsi que son miel posséde une activité
inhibitrice de la croissance moderée avec des CMI relativement faibles comprise entre 0,5 et
0,005mg/ml dont Staphylocoques aureus est ’espéce bactérienne la plus sensible et Pseudomonas
aeuroginosa I’espéce résistante vis-a-vis des deux produits testes .

La différence de sensibilité des souches testées au poly phénolique et au miel de notre plante
peut s'expliquer, d’une part, par la différence de leur composition dont de nombreux auteurs, ont
constaté que le changement dans la composition chimique affecte directement les propriétés
biologiques des extraits, d’autre part, par le fait que les bactéries a Gram- sont censées étre plus
résistantes que les Gram+, ceci est di aux différences structurales de leurs parois externes. La paroi
des Gram- présente une structure plus fine mais plus complexe que celle des grams+.

Le résultat obtenu par notre étude sur I’activité antimicrobienne de nos échantillons s’avere trés
intéressant car d’aprés (SMITH-PALMER et al., 2001) Staphylococcus aureus est une bactérie a
gram positif responsable des infections des plaies, de la peau et du sang et trés résistante aux
antibiotiques. Donc I’application de notre extrait et du miel d’Inule visqueuse L contre cette

bactérie sera positive.
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Ce travail mérite d’étre complété, a I’avenir, on proposant les perspectives suivantes
% Utiliser d’autres solvants organiques pour optimiser le rendement d’extraction, le

Fractionnement et la purification des composés phénoliques.

B

% Identifier les composés phénoliques par des techniques spectrométriques et
chromatographiques : RMN, Spectrométrie de masse, HPLC, ...

% Augmenter le nombre des espéces microbiennes a tester et de travailler sur des souches
microbiennes cliniques pathogenes.

®,

% Le passage aux tests in vivo.

% Evaluer d’autres activités biologiques d’Inula viscosa.
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Résumeé :

Depuis fort longtemps, les plantes médicinales furent le principal recours pour la fabrication de
remedes naturels. Elles ont été utilisées par différentes civilisations en médecine traditionnelle.

L’objectif de notre travail est d’évaluer I’activité antibactérienne des poly phénols et du miel
naturel de la plante médicinale Inula viscosa appelée communément « magraman » ; une plante
vivace qui appartient a la famille des Astéracées qui évolue dans la majeure partie du bassin
méditerranéen et trés connue par ses propriétés thérapeutiques.

L’extraction des composées phénoliques de la plante a été effectuée par soxhlet qui a donné un
rendement relativement faible en extrait brut, ce dernier dispose d’une teneur notable en
polyphénols totaux et en flavonoides dosés par des méthodes spectrophotométrique avec un taux de
126,08+ 0,008 ng EAG/mg et 10,55 + 0,005ug EQ/mg respectivement. Par ailleurs, des quantites
faibles en polyphénols totaux et en flavonoides ont été enregistrées pour le miel (9,69« 0.01 pg
EAG/mg et 2,4 + 0.03 pg EQ/mg).

L’activité antibactérienne de I’extrait et du miel a été testée sur cing souches bactérienne de
références a savoir : Escherchia coli ATCC25922 , Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
Klibsiella pneumoniae ATCC13883, Salmonella typhimurium ATCC14023 , Staphylococcus aureus
ATCC25923 par trois méthodes : méthode de diffusion en disque , méthode de dilution en milieu
solide et méthode de micro dilution en milieu liquide .

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait et le miel d’Inulaviscosa ont montré une activité
antibactérienne modérée vis-a-vis de la plupart des souches testées avec des zones d’inhibition
varient entre 7-22 mm, cependant, la souche Staphylococcus aureus est la plus sensible et la souche
Pseudomonas aeuroginosa est la plus résistante, Par ailleurs I’étude a révélé des valeurs de CMI

relativement faible variées entre 0,5 et 0,005 mg/ml

Mots clés : Activité antibactérienne, Inula viscosa, plante médicinale, phytothérapie et polyphénols
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