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Résumeé

L’étude des especes Satureja calamintha et Ajuga iva appartenant a la fandke
Lamiaceae, a porté sur un screening phytochimique visant & caectiés différentes
familles de composés chimiques contenus dans les feuilles, puis 1’extraction Sélective des
classes dont le test est positif. Deux extraits bruts secséoptéarés a partir de ces deux
especes 1’'un organique méthanolique, ’autre aqueux. Les rendements sont de ’ordre de
8,58% et 22,19% respectivement pour Satureja calamintléeretiron 6,43% et 25%
respectivement pour Ajuga iva.

Le dosage des phénols totaux et des flavonoides effectués sur cés lextrsiont été
déterminés a partir des courbes d’étalonnage d’acide gallique et catéchine respectivement. Le

rendement en tanins est supérieur a celui des saponosides dans les feudiles dspeces.

L’analyse par CCM des fractions de flavonoides et des tanins a permis de révéler la
présence de la rutine, la catéchine et I’hydroquinone dans les feuilles de Satureja calamintha,

et la quercétine, la catéchine le résorcinol et le pyrogallol dansiibeSele Aluga iva.

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer (FRAP) et
celle du piégeage de radical libre DPPH des extraits méityaeat aqueux et des fractions
d’acétate d’éthyle et n-butanol a montré que 1’ensemble de nos extraits possédent un pouvoir
antioxydant modéré en particulier les extraits méthanoliqula étaction d’acétate d’éthyle.
Par ailleurs I’extrait aqueux de Satureja calamintha a présenté une remarquable activité vis-a
vis du radical libre DPPH.

L’effet antifongique des extraits méthanoliques des deux plantes est plus important
que celui de I’extrait aqueux. Par ailleurs, nous avons constaté que les extraits méthanoliques

et aqueux sont faiblement actifs sur les souches bactériennes.

Mots clés :Satureja calamintha, Aluga iva, étude phytochimique, composés phénoliques,

flavonoides, pouvoir antioxydant, pouvoir antimicrobien.
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Abstract

The study on species Satureja calaminta and Ajuga iva, belong to the Lamiaceae
family on a phytochemical screeningdbaracterizing the different families of chemical
compounds in the leaves, in addition to the selective extraction of classes when the test is
positive. Two dry methanolic and aqueous extracts were prepared from these two species.
Yields are respectively 8,58% and 22,19% for Satureja calamintha, and 6,43% and 25%
respectivelyfor Aluga iva.

Total phenols and flavonoids content of the dry extracts were determined by
graphic display of gallic acid and catechin respectively. The yield of tannins was higher

than that of saponins in the leaves of the two species.

Analysis of flavonoids and tannins extracts by thin layer chromatography allowed
us to reveal the presence of rutin, catedra hydroquinonen the leaves of Satureja
calamintha. Within the leaves of Ajuga iva quercetin, catechsdrcinol, and pyrogallol

were identified

The antioxidant activity of organic and aqueous extracts, ethyl acetate fraction
and butanolic fraction were evaluated using two different methods, namely ferric
reducing power (FRAP) and free radical scavenging activity (DPPH). The results showed
that the various extracts have moderate activity, particularly, methanolic and ethyl acetate
extracts.Besides the aqueous extracts of Satureja calamintha presenteztagegotent to

DPPH radical-scavenging.

The antifungal activity of the methanolic extracts of the two species is more
important than aqueous extract. Moreover, the methanolic and agueous have lower

activity towards bacterial species

Key words: Satureja calamintha, Ajuga iva, phytochemical study, phenolic components,
flavonoids, antioxidant power, antimicrobial power.
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L’ Algérie recéle d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité dans
les régions cétieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis
sahariennes : on y trouve plus de 3000 espéces végétales. Parmi ces ressourceslesturelles
plantes aromatiques et médicinales occupent une large place et jouent un grand réle dans
I’économie nationale. Elles sont utilisées dans différents domaines : industrie alimentaire,

conserverie, pharmaceutique, et phytothérépigaffourd et al., 1997).

A Tinstar des autres régions d’Algérie, Tlemcen posseéde un patrimoine trés riche en
plantes vertueuses, 275 especes de plantes médicinales appartenant a différentes familles ont
été recenseées et identifiées dont les plus utilisées et vendues par les herboristesrsont

I’armoisegtla verveingLoukkas, 2006)

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal recours de la médecine de nos grands parents, rfialgyértant développement de
I’industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre de
maladies souvent mortelles. Environ 80% de la population mondiale profite des apports de la
médecine traditionnellé base des plantes reconnaissant ainsi les savoirs empiriques de nos
ancétregEL Rhaffari et Zaid, 2004).

En effet, les plantes possedent des milliers de substances actives a l'intérieur de leurs
organes (feuilles, fleurs, racines,...) et peuvent, selon des techniques chimiques (extraction,
distillation,....), permettre lisolation du principe acpibur I’utiliser en pharmacie. Ces
remedes naturels sont bien souvent tres efficaces avec moins d'effets secondaires reconnus
que beaucoup de médicaments de synthese, mais peuvent néanmoins étre mortels ou toxiques

pour I'organisme lorsqu'ils sont mal utilig&uraffourd et al., 1997)

De multiples études, certes dispersées, portent sur la recherche de nouveaux
constituants naturels tels que les composés phénoliques, les huiles essentielles qui ont des
intéréts multiples mis en faveur déndustrie agroalimentaire (additifs, colorantsardmes,
agents de conservation) et pharmaceutique, malheureusiégphtitation et la valorisation

de ces ressources naturelles reste tres limitée et trésaeisan
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Toutefois, I’évaluation des propriétés phytothérapeutigques comme antioxydantes et
antimicrobiennes demeure une tache trés intéressante et utile en particulier pour les plantes

d’une utilisation rare ou moins fréquente ou non connues dans la médecine.

Pour cela notre laboratoire et principalement notre équipe de rechéntbresse de
tres pres a la chimie et aux activitésimicrobiennes et antioxydantes dans le but d’élargir les
perspectives de valorisation des produits natudndimerad et al., 2005 ; Bekhechi et
al., 2007 ; Bendimerad et al., 2007 ; Benhammou et al., 2007 ; Atik Bekkara et al.,
2008 ; Benhammou et al., 2008 Belarbi-Benmehdi et al., 2009 ; Bendimerad et al.
2009 ; Bekhechi et al., 2010 ; Benabadji et al., 20101azari et al., 2010).

Le présent travail rentre dans le vaste cadre de la recherche de nouvelles substances
naturelles extraites du régne végétal, et I’¢tude de leurs activités biologiques, antioxydantes et

antimicrobiennes.

C’est dans cette optique que notre étude a été scindée en trois parties :

e La premiére partie, est une synthese bibliographique qui résume les principales
caractéristiques des deux espéces sélectionnées appartenant a la famille de Jamiacées
Satureja calamintha et Ajuga iva, des effets thérapeutijuesacune d’elles, et des
substances actives végétales.

e La deuxieme partie du travail est expérimentale, elle est consacrée a :

La détermination des différentes classes chimiques par criblage phytochimique.
Extraction sélective des familles prépondérantes notamment les composés
phénoliques, les taniret les saponosides.

Dosage des phénols totaux et des flavonoides

Préparation et détermination des rendements des extraits bruts secs aqueux et
méthanolique.

Extraction des fractions flavonoidiquedraction d’acétate d’éthyle et n-

butanol

Analyse dela composition chimique des extraits bruts sec méthanolique,
aqueux et des fractions acétate d’éthyle et n- butanol des flavonoides ainsi que

les tanins par chromatographe sur couche mince.
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L’évaluation in vitrode I’effet antioxydant des extraits méthanolique, aqueux,
acétatique et butanolique correspondantes aux deux plantes selon la méthode
du piégeage du radical libre DPPH et celle de la réduction de fer.
L’évaluation du pouvoir antimicrobien des extraits organiques et aqueux vis-a-
vis de quatre souches bactériennes et trois souches fongiques.

e Dans la troisieme partie, nous discutons les résultats obtenus lors de cette étude et

notre travail est achevé par une conclusion et des perspectives.
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I. Présentation des plantes étudiées
|.1. Présentation de la famille des lamiaceae

[.1.1. Introduction

La|famillg des Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiées (Labiatae) est une importante

famille de plantes dicotylédones, qui comprend environ #000 eg$péces et preg de 210 genres

(Naghibi et al., 2005) dont deux sont étudiés dans ce présent tra&akurejaet Ajuga
Cette famille comporte de nombreuses plantes exploitées pour les essences ou cultivées pour
I’ornementation et la plupart de ces espéces sont aussi bien utilisées dans la médecine

traditionnelle que dans la médecine modddueld et al., 2002).

La famille des lamiacées contient une tres large gamme de composés comme les
terpénoides, les iridoides, les composés phénoliques, et les flavonoides. Les huiles essentielles
et plus précisément les courtes chaines des terpénaigleésresponsables de 1’odeur et la

saveur caractéristique des planfgaghibi et al., 2005).

[.1.2. Systématique de lamiacées

C’est une famille trés importante dans la flore d’Algérie, ces espéces sont souvent des

plantes herbacées, jou sous-arbrisseaux a poils glanduleux, en général aromatiquiege

est carrée, certaines especes sont dressées, d'autres couchées portent des feuilles opposées

by

verticillées. Les fleurs bisexuéep, irrégulieres, groupéeq a l'aisselle des feuilles en

inflorescences plus ou moins allongées gu en infloresdences terminales plus ou moins denses,

\

alcalicg tubuleux ou en cloche persistanf, & cqgrolle a tube tres développé, ordinairement

caduque et a 2 levres (rarement 1). Le Bait se séparant en geedrticles contenant chacun

ung graingGuignard, 1998).

La classification des lamiacées se@@uezel et Santa, (1963)

RégneVeégeétal

Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicotylédones

Sous classe : Gamopétales


http://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Dicotylédone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Espèce
http://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
http://plantes.sauvages.free.fr/pages_definitions/accueil.htm#sousarbrisseau
http://plantes.sauvages.free.fr/pages_definitions/fleur.htm#irreguliere
http://plantes.sauvages.free.fr/pages_definitions/feuille.htm#aisselle
http://plantes.sauvages.free.fr/pages_definitions/inflorescence.htm#inflorescence
http://plantes.sauvages.free.fr/pages_definitions/inflorescence.htm#inflorescence
http://plantes.sauvages.free.fr/pages_definitions/fleur.htm#calice
http://plantes.sauvages.free.fr/pages_definitions/fleur.htm#corolle
http://plantes.sauvages.free.fr/pages_definitions/fruit.htm#graine
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Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaee

I.2. La plante : Satureja calamintha
Le nom « Satureja » » vient du mot lafkaturare” = nourrir ou”saturd = pota
fleur (ornemental). Il existe plusieurs especes, tous sont remarquables par leur odeur forte et

aromatique, qui rappelle celle de la menftiérban et al., 2009).

[.2.1. Nomenclature de la plante
Nom commun Sarriette, baume sauvage, pouliot de montagne.

Nom botanique : Satureja calamintha subsp. nepeta (L.) Brig.
Synonyme: Calamintha nepeta

Nom vernaculaire Nabta, ketéya, menta.

[.2.2. Description botanique

C’est une petite plante vivace qui ne dépasse pas 40 cm de haut au parfum mentholé.
Les tiges sont molles et velues, elles portent des feuilles opposées, a pétiole moyen,
légerement dentées. Les fleurs, visibles de juillet & octobre, d'un joli rose ou pourpres, sont
groupées sur un pédoncule commun par deux ou(figise 1). Le fruit est formé de quatre

akenes ovales et liss8aba Aissa, 2000)

Genre: Satureja

Espéce calamintha

Figure 1: Photo deSatureja calamintha subsp. nepeta (L.) Briq
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[.2.3. Distribution géographiqueet habitat

Le pouliot de montagne pousse a l'état sauvage en Asie, en Europe, et hotamment
dans le bassin méditerrang@rualbo et al., 1993).

On le rencontre dans les sous-bois mais aussi sur les terrains incultes, le bord des
routes et dans le tell, surtout en montagaeju’a 1500 métresd’altitude (Quezelet Santa,
1963)

I.2.4. Effets et usages thérapeutiques

Satureja calamintha est une excellente plante médicinale utilisée par la population
locale sous forme de décoction pour traiterflatulence, I’indigestion et les infections
respiratoires bénignes. Cette espéce constitue un bon remede contre la toux et le rhume,
souvent mélangée a d'autres plantes, comme le thym (Thymus wulgaris), elle favorise la

sudation et fait baisser la fievre.

Satureja calamintha est une espéce végétale connue par ses propriétés carminatives
toniques, antispasmodiques, sudorifiques et stomachi@as Aissa, 2000 ; Lamendin,
2007).

1.2.5. Travaux antérieurs

Beaucoup de travaux ont été réalisés sur le genre Satureft caractérisé par la
présence des huiles essentielles, des flavonoides, des tanins, des acides pldmols (ac

rosmarinique, acide caféiques) et des saponivébén et al., 2009)

L’étudede la composition chimique des huiles essentielles de la partie aérienne de
Satureja calamintha et Satureja alpina réamltéVlaroc a permis de déterminer la teneur la
plus élevée en huile essentielle 1,60% pour Satureja calanghth@4 % pour Satureja
alpina. Les huiles essentielles de Satureja calamintha sont caractérisées par la guegenc
cyméne (20,9 %), dy-terpinéne (18,7 %) et du thymol (34,9 %) comme principaux
constituants chimiques, alors que les huiles essentielles de Satureja alpina sont formées en
majorité par le limonéne (11,9 %), l'isomenthone (7,3 %), le néomenthol (6,5 %), la pulégone
(25,1 %), la carvone (18 %) et I'acétate de thymol (15,3Sa}rani et al., 2001).
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Fransisco et al., (1988)ont isolé des flavones lipophiles, 5,6,4'-trihydroxy-7,8,3'-
triméthoxyflavone (thymonine et 5,6,4'-trinydroxy-7,3"ichéthoxyflavone  de tissus
superficiels des feuilles de 24 genres appartenant a la famille des lamiaceae y compris le

Satureja.

L’étude de quelques especes du genre Satureja rapporte que Satureja Salzmanii
renferme le 5,6-dihydroxy-7,3'4'-trimethoxyflavone, le 5,6, 4'-trihydroxy-7,3'-
diméthoxyflavoneet la naringénine dand$’espece Satureja thymbra. Alors qué’espéce
Satureja hortensis quant a elle contient quantité importante d’acide rosmarinique (34 mg
g 1), d’adde caféique, des flavonoides glycosides et ainsi que des aglycones libreslaomme
lutéoline (30 mg g*) (lldiko et al., 2009)

Gohari et al., (2010)ont isolé quatre flavonoides a partir de la partie aérienne de

d’une autre espéce Satureja Atropatana Bonge:le 5,6°,3’trihydroxy-7,8,4'-
triméthoxyflavone ; le  5,6-dihydroxy-7,8,3,4' tetraméthoxyflavone ou le 5-
desméthoxynobiletine ; le 5,6,4'-trihydroxy-7,8,3'-triméthoxyflavone ou thymonirmt

lutéoline.

Des études biologiques ont montré que les huiles essentielles de Satureja calamintha,
Satureja hortensis, Satureja thymbra, seokmt une activité antimicrobienne due
principalement a la présence du thymol, du carvacrol et de l'alpha-ter(#ta@ni et al.,

2001 ;Goren et al., 2004|; Mihajilov-Krste\ et al.,200%

D’autre part, Michaelakis et al. (2007 ont étudié la composition chimique 1’huile
essentielle de Satureja spinosa L., Satureja parnassica subsp. parnassica Boiss., Satureja
thymbra et Satureja montamécolté enGréce, ainsi que leur activité insecticide vis-a-vis de

Culex pipiens.

En outreHernandez et al. (2000yapportent que 1’extrait des flavonoidesedSatureja
parvifolia poussani 1’état spontané en Argentine a présenté une activité inhibitrice sur la

croissance des microorganismes a Gram positif et a Gram négatif.


http://indexpharmacus.com/ipbase/author/4023
http://www.springerlink.com/content/?Author=Tatjana+Mihajilov-Krstev
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Cetkovi¢ et al., (2007)ont montré que I’extrait & 1’éther de pétrole de I’espéce
Satureja montana L. subsp. Kitaibelii présente une bonne activité antimicrobienne et aucune

activité antioxydante.

Mchedlishvili et al., (2005)ont montré que les flavonoides isolés a partir de Satureja
hortensis ont des propriétés hypolipidémiques.

|.3. La plante: Ajuga iva

Le nom Auga vient du mot latin "Jugum™: joug. Avec le suffixe "a": sans joug, du
fait que la corolle est dépourvue de lévre supérieure. Iva, est un ancien nom féminin latin qui
est utilisé pour la premiere fois pour cette plaf@bdgdira et al., 199). Le genre Ajuga

comprend environ 40-50 especes herbacées annuelles et (Ekiddaly et al., 2004).
[.3.1. Nomenclature de la plante

Nom commun Bugle Ivette, lvette-musquée

Nom botanique Aiuga iva (L.) Scheh

Synonyme : Aluga iva subsp. iva, Aluga humilis, Ajuga moschata, Teucrilun iva

Nom vernaculaire Chendgoura.
Nom anglais Musky Bugle
Nom maltais: Xantkura
[.3.2. Description botanique

C’est une petite plante vivace de 6-20cm de hauteur, ligneuse a la base, velue-
blanchatre, a odeur de musc ; tiges étalées-diffuses, rameuses, tres feuillues ; feuilles sessiles,
linéaires-lancéolées, enroulées aux bords, entieres ou un peu dentées au sommet ; fleurs

purpurines de 15mm, 2-4 par verticille a I'aisselle des feufipsre 2) ; calice velu-laineux,
a dents triangulaires, lancéolées, plus courtes que le(tipe, 2001).

10
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Genre: Auga

Espece iva

Figure 2: Photode Ajuga iva (L.) Schreh.

[.3.3. Distribution géographique et habitat

L’ivette musquée pousse a une altitude de 0 a 1600 metres, dans les régions arides ou
elle croit dans les champs. Elle est commune dans la région méditerranéenne, trés répandue
dans les pelouses et les foréts du Tell algétierfloraison de la plante est d’avril a octobre
(Baba Aissa, 2000).

1.3.4. Effets et usages thérapeutiques

Aluga iva est une plante utilisée dans la médecine traditionnelle algérienne eontre |
diabéte, elle est connue pour ses propriétés anti-inflammatoires, antimicropiennes
antirhumatismales, hypoglycémiantes, antispasmodiques, antifongBpregm et al., 2000).

C’est une plante astringente, qui asséche les écoulements et qui facilite la cicatrisation. Elle

est recommandée aussi pour guérir les ulcéres, les plaies et les bi@saesissa, 2000)

Elle est utilisée sous forme d’infusion pour les troubles gastro-intestinales (faire
infuser 5 grammes de lglante séchée dans une tasse a thé d’eau bouillante pendant 15

minutes, et filtrer ; prendre 3 tasses de tisane par. jour)

11
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1.3.5. Travaux antérieurs

Une activité inhibitrice sur la croissance des larves Spodoptera frugiprda
Spodoptera littoraliglans 1’extrait éthanolique de Ajuga iva issue de la région de Ainili
(Algérie) a été prouvéCette activité peut étre attribuée a la présence de deux épimeéres
diterpenoidsivain IV et 14,15-dihydroajugapitin(figure 3) (Bondm et al., 2000).

Bennaghmouch et al. (2001)ont isolé a partir de I’espéce Ajuga iva sept aglycones
flavoniques (quercétine, lutéoline, chrysoériol, 5,5'- dihydroxy 7,4'-diméthoxyflavone, 5,7-

dihydroxy 4',5'-diméthoxyflavone, apigénine, naringénine).

En 2007, Colla isoléa partir des feuilles Aluga iva deux nouveaux cOmposes : 24-
Hydroxycyastérone et ajugastéroneetBil a identifié par I’analyse spectraleRMN les
structures des composés phytochimiques suivamtgmstérone, 20-hydroxyecdysone,

makistérone A et le 225 didehydroprécyastérorfégure 3).

Le screening pharmacologique réalisé in \@on vitro démontre que Auga iva est
douée d’un large spectre d’activités pharmacologiques; elle est antihypertensive;

vasodilataric€El-Hilaly et al., 2004)diurétique et hypoglycémiqu@aleb-Senouci, 2008)

Hamden et al. (200§ ont montré aussjue I’extrait aqueux de Ajuga iva possede un

effet hypolipdémiantet antioxydant,il exerce une action contre la péroxydation lipidique des

tissus chez les rats diabétiques.

D’autre part, Bouderbala et al. (2008)ont testé 1’effet des iridoides extraites de
I’extrait aqueux de Ajuga iva sur la composition des lipopratés et sur I’activité de la
|écithine cholestérol acyltransférase (LCAT) chez les rats rendus hypercholestérolémiques.
Ces molécules agissent efficacement sur I’efflux du cholestérol des tissus périphériques vers
le foie en augmentant I’activité de la LCAT et atténuent 1’hypercholestérolémie causée par le

régime enrichi en cholestérol alimentaire.

12
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Diterpénoides Phytoecdystérodes
Diterpéno'l'des R1 R> R3 R15 C14-C15
Ivain IV H OH EtCH(Me)COO H -CH>-CH>
14,15-
. ) - H OH | EtCH(Me)COO H CH,-CH,
dihydroajugapitin

Phvt dvstéoid R R R R1=R4= | R2=R3=R6
oecdystéoides
yloeccy ’ ° 1 R5 =R7
. p CH2 C=
Ajugasterone B CH2CH3 OH CH2 H OH
Makistérone A CH3 (o)
OH CH3 OH OH

Figure 3 : Structures de quelques composés diterpénoides et phytoecdysiges

13
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II. Principales substances actives végétales

Chaque espece végétale contient un certain nombre de substances, lesquelles

procedent de métabolisme et s’élaborent comme produit secondaire.

Les métabolites secondaires sont des produits a structure chimique souvent complexe,
on recense plusieurs milliers de métabolites (au moins 30000 structures caractétisées)
classées selon leur appartenance chim{dudd, 2002) Parmi ces substances on trouve les
composeés phénoliques, les flavonoides tdass, les saponosides, les huiles essentielles et

les alcaloides qui ont des intéréts multiples mis a prdfihs 1’industrie alimentaire et

pharmaceutique.
Il .1. Les composés phénoliques
[1.1.1. Définition

Ce sont des dérivés non azotés dont le ou les cycles aromatiques sont issus de deux
grandes voies métaboliques : la voieshlikimate et celle de I’acétate (Bruneton, 1999).

bY

La diversité structurale des composés phénoliques est due a cette double origine
synthétique, et elle augmente souvent avec la participation simultanée du shikimate et
I’acétate conduisant a 1’élaboration de composés mixtes (flavonoides, stiblene, xanthones,
etc.). Plusieurs milliers de polyphénols ont été identifiés dans les plantes et dans les aliments

d’origine végétale (figure 4).
[1.1.2. Les principales classes des composés phénoliques

Les compeés phénoliques sont classés selon le nombre d’atome de carbone dans le
squelette de basees structures peuvent étre sous forme libres ou liées a 1’ester ou hétérosides
(Bruneton, 1999) Les différentes classes de ces composés phénoliques, et les plantes qui les

renferment sont représentées dans le tableau 1.

14
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Tableau 1 : Principales classes des composés phénolig|(Bruneton, 1999 ; Hennebelle,

2006).
Nombre
d’atome Squelette
de de base Classe Exemples Plantes
carbone
6 C6 Phénols simples| Cathécol, hydroquinone | Busserole
Acides phénols Ac. gallique, A. Artichaut
7 C6C1 . . .
benzoiques salysalique, vanilline Saule
. . 3-acetyl6-
8 C6-C2 Acétophénones méthoxybenzaldehyde Saule
. . . Romarin
9 C6.C3 Aqldes p.henols Ac. coumarique, Marronnier
cinnamiques Ac.caféique .
d’inde
10 C6-C4 Naphtoquinones Shikonine DrS%spera
Racine de
13 C6-C1-C6 Xanthones Bellidifoline, mangoctine | gentiane,
Centaurée
14 C6-C2-C6 Stiblenes Hydranggnol, Raisin, pin
Pinosylvine
Ginkgo
. : Thym
Flavonoides Quercétine :
L momill
15 cecsce Isoflavonoides Roténoide Camomille
18 (C6-C3)2 Lignanes Matairésinol Chardon
. . Amentoflavone Carcinia
30 (C6-C3-C6)2| Biflavonoides Hinokiflavone Hypericum
Tanins condensé Marronnier
n (C6-C3-C6)n . Aesculitanins d’inde,
(proanthocyanidols vigne
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[1.1.3. Propriétés biologiques

Les polyphénols ont une multitude d’activités biologiques dépendant de leur structure
chimique.

lls constituent une importante familléantioxydants dans les plantes, les freittes
1égumes puisqu’elles comprennent plus de 6000 molécules. Contrairement aux antioxydants
synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne (BHT). Les

polyphénols n’ont aucun effet nuisible sur la santé humaine (Bounatirou et al., 2007).

Les polyphénols ont également un rble dans le contrdle de la croissahee et
développement des plantes en interagissant avec les diverses hormones végétales de
croissance. lls permettent aux végétaux de se défendre contre les rayons ultraviolats. Certa
d’entre eux jouent le réle de phytoalexines comme les isoflavonols permettant de lutter contre

les infections causées par les champignons, ou par les bafiaies et Ndakidemi, 2007%.

Les pigments non azotés sont impliqués dans le processus de pollinidatattirent
I’attention des insectes pollinisateurs, ou servent au contraire a dessiner les formes pour
éloigner les prédateur®’autre sont des inhibiteurs d’enzymes et interviennent dans la

protection de I’homme vis-a-vis de certaines maladi@&runeton, 1999)

Les polyphénols sont également utilisés dans I’industrie agro-alimentaire comme

additif, colorant, a¥me ou agent de conservati@runeton, 1999)

Le tableau 2 illustre les réles attribués aux différentes classes de polyphénols.
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Tableau 2 : Activités biologiques de quelques composés phénoliques (Bruneton 1999

Hennebelle, 200%.

Composeés phénoliques Activité biologique

Ac. cafeique Antibactérienne
Ac. Phénols o _ _ _
Ac. salicylique Antifongique, antioxydante

Effet stabilisant sur le

) ) collagene, antioxydant,
Tanin gallique g y

tidiarrhe ffet
Proanthocyaniding | & o oAU s 1S

Tanins antiseptique , effet

vasoconstricteur

Antitumorale, anticarcinogéne

Lutéoléine o _
o anti -inflammatoire,
Catechine _ _ _
. g antioxydante, antiallergique,
Flavonoides Hespéridine o o
_ antiulcéreuse, antivirale,
Quercetine o _
o antimicrobienne, hypotenseur
Naringenine o
diurétique.
Anticoagulant, antioxydant,
protectrice vasculaire et
antioedémateuse
Coumarines Dicoumarol
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I1.1.4. Les flavonoides

[I'1.4.1. Définition

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels du régne
végétal Ghedira, 2005) qui sont caractérisés par la présence d'une structure phénolique
dans leur molécule, et méme d'une structure flavone ce qui les distingue des autres

polyphénols Toufektsian et al., 2008).

Aujourd’hui plus de 9000 flavonoides ont été répertoriés et il en reste des milliers
d'autres a découvrir puisque le squelette des flavon(figase 5) peut étre substitué par
différents groupements comme des groupements hydroxy, méthoxy, méthyl, benzyl et
isoprényl(Beecher, 2003 ; Williams et Grayer, 2004Kueny-Stotz, 2008)

Il ' 1.4.2. Structure chimique et classification

Les flavonoides possédent un squelette de base a 15 atomes de carbone constitués de
deux cycles phényles, les cycles A et B, reliés par une chaine a trois carbones (structure en
C6-C3-C6). La chaine en C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former le
cycle C Bruneton, 1999).

Figure:Structure de base des flavonoides

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules
(Harbone, 1988)dont les plus importantes sores flavones, les flavonols, les flavanones,
les isoflavones et les anthocyanidin@igure 6).
Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous la forme libre (génine) ou sous la forme
de glycoside (C ou O glycosylés). On les retrouve dans toutes les plantes vasculaires ou elles

peuvent étre localisées dans divers organes : racines, tiges, feuilles @fruitton, 1999)
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Figure 6: Les principales classes de flavonoides
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Il .1.4.3. Biosynthese des flavonoides

Leur biosynthése se fait a partir d'un précurseur commun, la 4,2'4'6'-
tétrahydroxychalcone. Par l'action d'enzymes, cette chalcone, est métabolisée en différentes
classes de flavonoideffigure 7). Des étapes ultérieures, surtout de glycosylation et
d'acylation, aménent les flavonoides a la forme définitive dans laquelle ils se trouvent in vivo.
A l'état naturel, on trouve trés souvent les flavonoides sous forme de glycosides. Une ou

plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosyieseton, 1999).

11.1.4.4. Absorption et biodisponibilité

Le métabolisme et la pharmacocinétique des polyphénols, et plus particulierement les
flavonoides ont fait l'objet d'intenses recherches. Ces dernieres ont montré que les
flavonoides sont rapidement absorbés dans le tractus intestinal et détectés dans le plasma, ce
qui suggere qu'ils sont disponibles pour exercer leurs effets biolog{§pescer et al.,
2004)

En effet, il a été démontré que les flavonoides peuvent traverser la barriere intestinale
et atteindre la circulation plasmatique a des concentrations de l'ordre du micromolaire,
concentrations auxquelles ils possédent des effets bénéfiques observés (iMaitach el
al., 2005)

Scalbert el al. (2002yapportent que I'absorption de la lutéoline dans le petit intestin
peut atteindre jusqu'a 6% de la quantité consommeée et que la demie-vie varie de 2 a 28
heures.D’une maniére générale, les flavonoides sont excrétés dans la bile et dans le
duodénum, puis ils sont réabsorbés dans le cycle enthérohépatique ce qui explique la longueur

de leur demie-vie.
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phiwylalanine + d-coumat yl-Col

J 1) phénylaianine awemonia Iyase (PAL)
2) chaloone-synBase (CHS)

Y

2.4,6, 4" tatrahiycd oxy chaloone anione
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anthocyarddine anthocyans

Figure 7: Voie de biosynthése des flavonoid¢®8runeton, 1999)
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[1.1.4.5. Propriétés biologiques des flavonoides

Les flavonoides ont suscité l'intérét scientifique depuis plusieurs décennies. D'abord a
cause de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs roles dans la
pigmentation, mais aussi parce qu'ils sont impliqués dans la croissance et la reproduction des
plantes(Manach et al., 2004) lls ont également pour fonction de protéger ces dernieres
contre les pathogenes d'origine virale ou bactérienne, les prédateurs comme les insectes
(Bravo, 1998)

Plus particulierement, les flavonoides sont impliqués, chez les plantes, dans le
transport d'électrons lors de la photosynthese et ils jouent un réle de protection contre les

effets néfastes des rayons ultraviolets en agissant comme antioftydeasiteen, 2002)

Les flavonoides parviennent a capturer les espéces réactives de I'oxygene associées
au stress oxydatif, les empéchant ainsi de créer des dommages cellulaires. En effet, ils sont
capables d'inactiver et de stabiliser les radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle
fortement réactif. lls inhibent aussi l'oxydation des LDL et, de ce fait, peuvent prévenir

I'athérosclérose et diminuer les risques de maladies cardiovasc(lairet al., 2007).

Les flavonoides sont capables d'exercer en plus des propriétés antioxydantes, des
propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques et antiulcérogébe<Carlo et al., 1999)
Certains flavonoides ont également démontré un potentiel d'agent vasodilgt&dgedman
et Chan, 2004) Ills ont été surnommeés les « modificateurs naturels des réponses biologiques»
(Middleton et al., 2000)

Une panoplie d'études in vitro ont ensuite montré que les flavonoides peuvent moduler
l'activité d'une gande variété d'enzymes impliquées dans des voies tampes qui régulent
la division et la prolifération cellulaire, I'agrégation des plaquettes, la détoxification,
I'inflammation et la réponse immunitaig@liddleton et al., 2000) ils sont donc capables de

modifier le comportement de plusieurs systemes cellulaires

Récemment, plusieurs études épidémiologiques ainsi que des études réalisées dans
différentes lignées dellaires ont démontré le potentiel antitumoral et anticancéreux des
flavonoideg(Birt et al., 2001 ; Yang et al., 2001 Ramos, 2007 notamment les molécules
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appartenant a la sogtasse des flavones efficaces contre le coldar(zel et al., 2000)et les
poumong(Liu el al.. 2009. De plus les anthocyanidines ont montré des effets d'inhibition de
la migration de cellules provenant de tumeurs hautement invasives et prolifératives, les
glioblastomegLamy et al., 2007)

I1.1.5. Les tanins
11.1.5.1. Définition

Les tanins sont une famille complexe de principes actifs qu'on trouve dans I'ensemble

deg végétayx, et dans toutes leurs parties (é(,macfineﬁ, feuilles, etc.). lls ont la capacité de

former des complexes avec des macromolécules (les protéihes des liaisons entre les

fibres de collagenes, d'ou leur viennent la plupart de leurs progiPétgiini et al., 2003.

Leur structure chimique est particulierement variable, mais comporte toujours une partie
polyphénolique ; il existe deux catégories de tanins, d'origine biosynthétiques différentes :

les tanins hydrolysablex les tanins condens@3aolini et al., 2003

¢ Les tanins hydrolysablesCe sont des esters d’oses et d’acides phénols (acide gallique
ou ellagique)Bruneton, 1999).

e Les tanins condensésou tanins catéchiques ou proanthocyaniddle sont des
polymeresflavanoliques, constitués d’unités de flavan-3-ols liées entre elles par des
liaisons carbone- carbone le plus souvegtCg ou G-Cs tel la catéchine ou

’épicatéchine.
Il 1.5.2. Propriétés biologiques des tanins

Les tanins sont des métabolites secondaires des plantes, leur conférant une protection
contre les prédateurs (herbivores et insectes). La propriété astringente des tanins est a la base
d'autres propriétés (vulnéraire, antidiarrhéique..)lle epermet la cicatrisation
I'imperméabilisation de la peau et des muqueuses, favorise la vasoconstriction des petits

vaisseauxXPaolini et al., 2003.

En outre, les tanins ont un tres grand pouvoir antibact@Biassene et al., 1995
Baba Moussa, 1998 ; Kolodziej, 1999)antiviral (Nonaka et al., 1990 ; Pousset et al.
1993 ; Hong et al., 2000 anti-inflammatoire Mota et al., 1989 et une activité antimutagéne

(Kaur al., 2000) Les plantes riches en tanins sont utilisées dans les cas de rhume, de maux
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de gorge, les problemes de sécrétions trop importantes, les infections internes ou externes,
blessures, coupuresbralures(Bruneton, 1999).

Il .2. Les composés terpéniques

II. 2.1. Les saponosides
[I. 2.1.1. Définition

On entend par saponosides (moinldtsapor?, savon ;‘ saponair€, I’herbe a savon),
des hétérosides a aglycones de structure stéroide ou triterpénique qui tiennent une grande

place parmi les substances d'origine végédbinet, 1951).

Il .2.1.2.Propriétés biologiques des saponosides

Les saponosides ont une activité expectoraifgerendent un peu moussant la
muqueuse des bronches inflammatoires et facilitent 1’expectoration. De plus, ils sont de
puissants hémolysants, ils possedent également des propriétés édulcorantes, largement

utilisées dans I’industrie agro-alimentaire(Bruneton, 1999).

D’autre part les travaux de Steinmetz et al. (1993)ont mis en évidence l'activité
antifongiqgue de saponosides triterpéniques extraits du lierre sur les levures et le
dermatophytesDans un méme ordre d’idée, les saponosidesathédérine ont montré une

activité anti tumorale et antibactérienne.

II. 3. Alcaloides
[I. 3.1. Définition
Les alcaloides sont des molécules d'origine naturelle. On les trouve principalement

chez les végétaux, mais aussi chez les animaux et chez certains micro-organismes.

Leur structure chimigue de base est un hétérocycle azoté sauf pour quelques
substances dans lesquelles l'azote est extra cyclique (c'est le cas de la colchicine et de
I'éphédrine par exemple). Il existe plus de six mille alcaloides mais ce chiffre @sistante
augmentatiorgJudd et al., 2002)

II. 3.2. Propriétés biologiques des alcaloides

Les alcaloides forment un groupe hétérogéne du point de vue de leur structure, de

leurs propriétés et de leurs effets biologiques.
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lls agissent directement sur le systeme nerveux avec des effets sur la conscience et la
motricité. L’action sur le systéme nerveux peut aller jusqu’a une action antispasmodique, et

mydriatique, anesthésique locale ou analgésique et narc@queeton, 1999)

Les alcaloides sont aujourd’hui nommés d’apres la plante qui les a fournis, toujours
avec une terminaison en “ine”. D’une fagon générale, les alcaloides sont amers et utilisés

comme apéritif§Bruneton, 1999)

lll. Les antioxydants

I1.1. Généralités

Les antioxydants apparaissent aujourd’hui comme les clés de la longévité et nos alliés
pour lutter contre les maladies modernes. Ce sont des éléments protecteurs qui agissent
comme capteurs de radicaux éb(tableau 3) Ces derniers sont produit quotidiennement par
I’organisme ; ce sont des composeés trés réactifs comportant un électron célibataire et
nécessaire a des mécanismes vi{@artosz, 2003)mais, ils deviennent nocifs quand ils sont
en exces et induisent certains dommages au niveau de la structure des pd#sgitiples
(Pourrut, 2008), des acides nucléiqudEavier, 2003)en entrainant un stress oxydant qui
contribue aux processus de Vvieilissement cellulaire accééréu développement de

pathologies humainaslles que les maladies cardiovasculaires, les cancers, 1’artériosclérose.

Des systemes de défense permettent de prévenir la formation radicalaire ou de limiter
les lésions d'oxydation résultantes. Ces systemes peuvent étre endogénes ou exogenes,

d’origine nutritionnelle.

Tableau 3: Liste des principaux radicaux libres.

Radical Formule
Anion superoxyde O;”
Peroxyde d’hydrogene H>O,
Hydroxyle OH
Peroxyle ROO
Hydroperoxydes ROOH
Alcoxyles RO
Oxygene singulet 1/20,
Oxyde nitrique NO
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[11.2. Les antioxydants endogénes

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes ( Superoxyde dismutase, Catalase et
Glutathion peroxydasejlaborés par notre organisme avec 1’aide de certains minéraux. Elles

sont présentes en permanence dans 1’organisme mais leur quantité diminue avec I’age (Mika

etal., 2004)

» Les superoxydes dismutases (SODBpnt des métallo-enzymes se retrouvant dans
I’ensemble du monde du vivant. Elles catalysent la dismutation de deux anions

superoxydes en dioxygeéne etg@erde d’hydrogene (Arora et al., 2002).

» Les catalases (CAT) : Sont des enzymes majoritairement peroxysomales catalysant la

dismutation du peroxyde d'hydrogeideora et al., 2002)

> Les peroxydases (POXpont une large famille multigénique d’enzymes hémiques
catalysant la réduction d’un substrat oxydé en utilisant de nombreux co-substrats

comme donneurs d’électrons.

» Les peroxyredoxines (PRX), aussi appelées thiorédoxines peroxydases, sont des
peroxydases non hémiques contenant un résidu cystéine au niveau de leur site
catalytiqgue. Les PRX sont des éléments essentiels du systeme de détoxication des

especes réactives de I’oxygene.

» Glutathion péroxydase (GPXElle agit en synergie avec la SOD puisque sont rble est

d’accélérer la dismutation du H202 en H20 et Q.

[11.3. Les antioxydants exogenes

lIs sontprésents dans 1’alimentation tels que les vitamine&, C, E et les polyphénols
en particulier les flavonoides, ainsi que les cofacteurs des enzymes impliquées dans les

systémes anti-oxydants endogénes comme le sélénium, le zinc et le ma(tghiezme 4)

Ces antioxydants nutritionnedsnt indispensables mais leur action est limitée jusqu’a

ce qu’ils soient régénérés.
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» La wvitamine E : Le principal anti-oxydant nutritionnel est la vitamine E
(essentiellement’ a-tocophérol), liposoluble, puissant anti-oxydant mais qui peut
avoir des effets délétéres a tres forte dose. Elle agit principalement par le transfert
direct d’atomes d’hydrogeéne et permet d’inhiber la lipoperoxydation dans les cellules

(Njus et Kelley, 1991)

La vitamine E est abondante dans les germes de blé, les Iégumes verts, les ceufs, les
noix et les corps gras notamment les huiles de tournosol, de soja, déogaislin-
Ramonatxo, 2006).

» L’ascorbate ou vitamine C : est ’antioxydant hydrosoluble majeur, réagit rapidement
avec l’anion superoxyde et l’oxygéne singulet, ou encore avec le peroxyde
d’hydrogéne. Elle est indispensable par sa capacité a réduire d’autres antioxydants
oxydés comme la vitamine E ou les caroténo(Besirrut, 2008). La vitamine C est
abondante dans les agrumes, les fruits rouges, les pommes, les [{Bmatisook,
2005)

» Les caroténoides : sont des pigments végétaux lipophiles formant une famille de plus
de 600 molécules notamment le lycopene di-daroténe, précurseurs de la vitamine
A. lls sont présents dans les carottes, les fruits rouge et jaunes, les Ilégumes verts et les
tomateqMarc et al., 2004)
Le r6le biologique des caroténoides est, entre autres, complémentaire de celui de la
vitamine E, elle-méme régénérée par la vitamine C, d'ou l'intérét de consommer une
alimentation équilibrée, riche en fruits et légumes variés pour bénéficier des nombreux

effets de synergie entre micronutrime(ilier et al., 1996 )

» Les flavonoides: Ce sont des substances naturelles présentes dans tout le regne
végétal. Les flavonoides peuvent agir de différentes facons dans les processus de
régulation du stress oxydant : par capture directe des especeses de 1’oxygene,
par chélation de métaux de transition comme le fercuivre ou par inhibition de
I’activité de certaines enzymes responsables de la production des espeéces réactives de

I’oxygéne comme la xanthine oxydaseahouel et al., 2008.
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» Les tanins: Les tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques
produits au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors
formés, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaine de I’auto oxydation

des lipides.
» Les coumarines lls sont capables de piéger les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxyles, importants dans la prévention de la peroxydation des lipides

membranaires et ils ont une activité antiperoxydébiallo, 2005)

» Le sélénium : il neutralise les métaux toxiques en particulier le plomb et le mekcure. |

aurait aussi une action préventive sur certains cancers.

Tableau 4: Exemples d’antioxydants retrouvés dans les aliments

Antioxydant Protége contre Sources

o Les maladies cardiovasculaires
Vitamine C | |es cataractes, et certains type
de cancer

Agrumes, tomate, melon,
fraise, kiwi, poivron, brocoli

L Les maladies cardiaques et | Noix et graines, huiles, fruits €
Vitamine E | cancer de la prostate, ralentit Iz légumes

maladied’ Alzheimer

) Les cancers, en particulier | Carotte, patate douce, courg
Caroténoides cancer du poumon, et I¢ brocoli, chou frisé, épinard ;

maladies cardiovasculaires fruits : abricot, péche

) Bleuet, cerise, canneberge,
Flavonoides Cancer mare, cassis, prune, raisin
rouge

Réduction de I’incidence des

Sélénium | cancers de la prostate, du col¢  Céréales completes, noix,
et du poumon oignon, ail, volaille, viande
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Partie expérimentale

I. Matériel végétal
I.1. Origine géographique et période de récolte des plantes
Les espéces sélectionnées ont été récoltées dans deux régions difféxielet®s 5):
» La région @ Ain sefra, wilaya de Nafa: pour I’espéce Ajuga iva durant le mois
d’avril (figure 8).
» La région de Tlemcen (Mansourahpour I’espéce Satureja calamintha au mois
d’octobre, période de pleine floraisdfigure 8).

Ces deux especes sont trés utilisées par la population locale. Leurs propriétés
thérapeutiques et pharmaceutiques n’ont pas donné lieu a d’importantes recherches
scientifiques.

Tableau 5 : Situation géographique des stations de récolte.

L . . Etage

Région Latitude Longitude o
bioclimatique

Ain Sefra 32°45° 0°34° Aride
Tlemcen 34°51° 1°20° Semi aride

[.2. Identification botanique
Les deux espéces ont été identifiées par le professeur BENABADJI N. du laboratoire

d’Ecologie et Gestion des Ecosystémes Naturels, Universit¢é Abou Bakr Belkaid-Tlemcen
(Algérie).
I.3. Préparation des échantillons

Les plantes récolées et trieamt séchées a I’air libre, a ’'ombre et a température

ambiante pendant six jours, puis broyées au mortier.
Ces poudres sont ensuite conservées dans des flacons, en verre hermétiquement fermés

a basse températurel8°C en vue de procéder aux différentes manipulations.

31



Partie expérimentale

apnjy puoiels sap anbiydeiboab uonenus : g ainbi4

S 002 001

: .
SOl 007 00T

od o

B e i
opmg,p uonmss (@)

137 3p T
SEUCHEUIRIN GIAHUIOL]

aued B| ap apuabio

32



Partie expérimentale

Il .Tests phytochimiques

Les espéces sélectionnées fdnbjet d’une étude phytochimique qui consiste a
détecter les différents composés chimiques existant dans la plante.

Trois solvants de polarités différentes (eau, éthanol, éther diéthylique) ont été, utilisés
au cours de ces tests qui sontésasir des essais de solubilité, des réactions de coloration et

de précipitation ainsi que des examens en lumiére ultraviolette.
II. 1. Epuisement du matériel végétadvec de I’eau a chaud

50g de matériel végétal sont mis en contact avec 300ealdians un ballon monocol
surmonté d’un réfrigérant. L’ensemble est porté a reflux pendant une heure. Le mélange est
filtré et I’extrait aqueux est soumis aux différents testmpexe A).
[1.1.1. Amidon

Le test effectué consiste a :

= Chauffer 5ml de I’extrait aqueux avec 1 d’une solution de Nacl saturée dans un
bain marie jusqu’a 1’ébullition ;
= Ajouter le réactif d’amidon

Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue violacée (Guignard, 1979)

I1.1.2. Saponosides

Les saponosides sont caractérisés par un indice de n{Busseton, 1999) Leur
détection est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 2 ml de I’extrait aqueux, apres 1’agitation, le

mélange est abandonné pendant 20 minutes et la teneur en saponosides est évaluée:
Pas de mousse = test négatif

Mousse moins de 1cm = test faiblement positif

Mousse de 1-2cm = test positif

Mousse plus de 2cm = test tres positif
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11.1.3. Les tanins

La présence des tanias mise en évidence en ajoutant, a 1ml de I’extrait aqueux, 1ml
d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de FeCls diluée 10fois. L’apparition d’une coloration verte

foncée ou bleu-verte indique la présence des taflinsase et Evans, 1987)

Il .1.4. Les anthraquinones
La détection des anthraquinones consiste a :

» Traiter 1g du matériel végétal avec 10 ml de KOH (0,5N) et 140} idilué a 5% ;
= Bouillir et refroidir le mélange

= Filtrer, puis acidifier le filtrat avec déacide acétique ;

= Extraire la solution acide obtenue avec 10 ml de toluéne ;

= Agiter I’extrait de toluéne en présence de 5 ml de NEFOH

Une réaction positive est révélée par formation d’une couleur rouge au niveau de la

couche alcaline.
Il. 2. Epuisement du matériel végétal avede 1’éthanol

50g de matériel végétal sont mis en contact avec 300’éladol dans un ballon
monocol surmonté d’un réfrigérant. L’ensemble est port¢ a reflux pendant une heure. Le

mélange est filtré et ’extrait éthanolique est soumis aux différents tests (Annexe B).

1. 2.1. Les flavonoides

La réaction de détection des flavonoides consiste a traitéid 1’ extrait éthanolique
avec 1ml d’HCI concentré et 0,5g de tournure de magnésium. La présence des flavonoides est

mise en évidence si une couleur rose ou rouge se développe apres 3 (Bnuteton,

1993)
11.2.2. Les alcaloides sels
Leur détection consiste:a

= Evaporer a sec 21l de I’extrait éthanolique ;
= Ajouter 5ml d’HCI (10%) au résidu obtenu, puis chauffer dans un bain marie ;
= Filtrer le mélange et 1’alcaliniser avec quelques gouttes d’une solution de

NH4OH (10%) jusqu’au pH 9 ;
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= Extraire la solution avec I’éther diéthylique, ensuite concentrer a sec ;

= Dissoudre le résidu dans du HCI (2%) ;

= Tester la présence des alcaloides par quelques gouttes de réactif de Mayer et
Wagnerafin d’obtenir un précipité blanc et un précipité brun respectivement

indiquant leur présend®emelink et al., 2001)
II.2.3. Les tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, a 1ml de I’extrait éthanolique
2ml d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de FeCls diluée. Un test positif est révélé par
I’apparition d’une coloration bleue-noire (tanins galliques), vert ou bleue-verte (tanins

catéchiques).
[1.2.4. Les anthracénosides, les coumarines et les anthocyanosides
Pour mettre en évidence ces composés, il faudra suivre les étapes suivantes :

= Ajouter 15 ml d’HCI (10%) a 25 ml de I’extrait éthanolique ;
= Porter I’ensemble a reflux pendant 30 minutes ;

= Refroidir la solution et I’extraire 3 fois avec 15 ml d’éther ;
Ensuite, chacune des ces familles est détectée séparément :
a. Les anthracénosides

La détection des anthracénosides est réalisée par le réactif de Borntrager, en traitant
8ml de la solution extractive étherique par ce dernier. Un test positif est révélé par I’apparition

d’une teinte vive variant de 1’orangée-rouge au violet- pourpre.
b. Les coumarines
Leur détection consiste a :

= Evaporer a sec 5 ml d’eau chaude, puis diviser le volume en deux parties ;
= Prendre le demi volume comme témoin et ajouter a I’autre volume en 0,5 ml de
NH4OH (10%);

= Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la lumiére UV

La présence des coumarines est indiquée par une fluorescence(iBtenston, 1999)
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c. Les anthocyanosides
Le test effectué consiste a doser la solution aqueuse acide avec une solution NaOH.

Les anthocyanosides ont des colorations variant en fonction du pH. De rouge stable en pH<3,

elles varient au bleu en milieu alcalin.
II.2.5. Les stérols et Stéroides
Deux essais ont été effectués :
Essai 1: il consiste a :

= Evaporer a sec 1fil d’extrait éthanolique ;

» Traiter le résidu obtenu avec 10 ml de chloroforme anhydre puis filtrer ;
= Mélanger 5 ml de la solution chloroformique avealsd’anhydride acétique
= Ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique concentré ;

= Agiter, puis laisser la solution reposer.

Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert

(maximum d’intensité en 30 minutes a 21°C).
Essai 2: Il consiste a :

= Evaporer a sec I’extrait éthanolique correspondant a 10 ml ;
= Dissoudrele résidu obtenu dans 0,5 ml d’anhydre acétique et 0,5 ml de chloroforme,
puis filtrer;

= Traiter le filtrat par la réaction de Liebermann-Burchardt.

Si cette réaction donne des colorations verte-bleue et verte-violette, elle indique la présence

des hétérosides stéroidiques et triterpéniques respectivement.
II. 2.6. Les composés réducteurs

Leur détection consiste a traiter 1ml de I’extrait éthanolique avec 2 ml d’eau distillée
et 20 gouttes de la liqueur de Fehling, puis chauffer. Un test positif est révélé par la formation

d’un précipité rouge briqu@rease et Evans, 1987)
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II. 3. Epuisement du matériel végétadvec I’éther diéthylique

50g de matériel végétal sont nae contact avec 300 ml’éther diéthylique dans un
ballon monocol surmonté d’un réfrigérant. L’ensemble est porté a reflux pendant 1 heure. Le

mélange est filtrét 1’extrait étherique est soumis aux différents tegtarfexe O).
[1.3.1. Les huiles volatiles
La détection des huiles volatiles consiste a :

= Evaporer a sec 20 ml de I’extrait étherique ;
= Dissoudre le résidu obtenu dans de 1’alcool ;

= Concentrer a sec la solution alcoolique obtenue.
Un test positif est révélé par I’obtention d’un résidu arome.
[1.3.2. Les acides gras
L’essai effectué consiste a :

= Concentrer a sec 20 ml de la solution étherique

= Dissoudre le résidu obtenu dans de 1’alcool ;

» Traiter la solution alcoolique avec une solution base de soude ou de potasse ;
» Ajouter un peu d’eau et extraire la solution avec 1’éther diéthylique ;

= Concentrer a sec la solution étherée.
Un test positif est révélé par I’obtention d’un résidu gras.
[1.3.3. Les alcaloides bases
La détection des alcaloides consiste a :

= Evaporer a sec 10 ml de I’extrait ethérique ;
= Dissoudre le résidu obtemnlans 1,5 ml d’HCI (2%) ;

= Ajouter 1 a 2 gouttes de réactif de Mayer.

La formation d’un précipité blanc jaunatre indique la présence des alcaloides bases.
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Il. 4. Réactifs et réactions de caractérisation
Les réactifs utilisés au cours de ces tests sont :

» Réactif d’amidon : Dissoudre 1,2g d’iode (lI2) dans 50ml d’eau distillée contenant
2,5¢!’iodure de potassium (KI) puis chauffgrendant 5 minutes et diluer jusqu’a
250ml ou 500 ml.

» Réactif de WagnerDissoudre 2g de KItel,27g b dans 75ml d’eau distillée. Ajuster
le volume total a 100ml d’eau distillée.

» Reéactif de Mayer : Dissoudre 1,358g de Hgins 60ml d’eau distillée. Dissoudre
5g de KI dans 10ml d’eau distillée. Mélanger les deux solutions puis ajuster le
volume total a 100ml d’eau distillée.

» Réaction de liqueur de Fehling : Mélanger 5ml de liqueur Fehling A avec 5ml de
liqueur Fehling B. Le caractére réducteur des aldoses ou des cétones donne un
précipité rouge brique.

» Réaction de Liebermann-BurchardiMélanger 5ml de la solution a tester avec 5ml
d’anhydride acétique et quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter et laisser
reposer la solution 30 minutes a 21°C. les stéroides donnent avec cette réaction une
coloration violacée fugace virant au vert.

» Réaction de Borntrager : En milieu alcalin aqueux {8IH), les anthracénosides
donnent a la solution une teinte vive variant, selon la structure et les substituant de la

quinones, de I’orangé rouge au violet pourpre plus ou moins violacé.

Il I. Extractions sélectives et dosage

La mise en évidence des différentes familles de composés dans les feuilles des deux
especes étudiées, nous a permis de cibler les familles prépondérantes que nous avons
extraites selon les méthodes d’extraction sélectives ; ensuite nous avons procédé a 1’analyse

des extraits par des méthodes chromatographique ou par des dosages spectrophotométriques.
II'.1. Extraction des composés phénoliques

[11.1.1. Préparation des extraits bruts secs

[ll. 1.1.1. Préparation des extraits aqueux

Dix grammes de poudre de chacune des plantes ont été portés a reflux pendant 2

heures dans 150 ml d’eau distillée, puis filtrés ; ce filtrat a ensuite été évaporé a sec sous
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pression réduite a 65°C au Rotavapor (Buchi R- 200). Le résidu obtenu est déterminé en poids

pour calculer le rendemeriléjhenic et al., 2007 .

[11.1.1.2. Préparation des extraits bruts méthanoliques

Une prise d’essai de 2,5g de poudre de chacune des pkatété mise & macérer dans
25ml de méthanol absolu sous agitation magnétique pendant 30 miriatesiit a ensuite
été stocké a 4°C durant 24 heures, filtré et évaporé a sec sous pression réduite a 50°C au
Rotavapor. Le résidu sec pesé est repris par 3ml du méthanol et conservé @all8hCat
al., 2008)

111.1.2. Calcul du rendement

Le pourcentage en extrait bruts sec méthanolique et aqueux a été calculé par la

formule suivante :
R(%) = M /Mx100

R (%) : Rendement exprimé en %.
M: Masse en gramme de I’extrait sec résultant
My : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

[11.1.3. Dosage des phénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits (aquemé&ttanolique) des plantes qui font
I’objet d’analyse a été déterminée par la méthode de Singleton et Rossi (1965).

Une quantité de 2Q0 des extraits de chaque plante est mélangé avec 1ml du réactif
de Folin-Ciocalteu fraichement préparé (10 fois dilué) et 0,8ml de carbonate de sodium a
7,5% Na COs. L’ensemble est incubé a température ambiante pendant 30 minutes et la
lecture est effectuée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre a 765nm.

Une courbe d’étalonnage (y=ax+b) a été realisée en parallele parcide gallique a

différentes concentrations dans les mémes conditions que les échantillons.

Les résultats ont été exprimés ernlligrammeséquivalent d’acide gallique par

gramme du poids sec de la plante en poudre en appliquant la formule suivante :
C=(cxV)/m
C : Lateneur en phénols totaux (mg d’ac. gallique/ g de maticre seche).
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C: La concentration de I’ac. gallique établie a partir de la courbe d’étalonnage (mg/ml).
V : Volume de I’extrait méthanolique ou aqueux

m : Le poids de la matiére séche (g).

[11. 1.4. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits bruts méthanolique et agueux a été déterminée

spectrophotométriquement selon la méthode décritéparet al., 2003)

Une quantité de 1Q0 de I’extrait de chaque plante a éi&langée avec 0,4ml d’eau
distillée et par la suite avec 0,03ml d’une solution de nitrite de sodium NaN@a 5%. Aprés 5
minutes, 0,02ml d'une solution de A{@l10% a été ajouté. Aprés 5 minutes on additionne au
mélange 0,2ml de solution dBaCO; IM et 0,25ml d’eau distillée. L’ensemble est agité a

I’aide d’un vortex et 1’absorbance a été mesurée a 510 nm.

La teneur en flavonoides a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage
(y= ax+b) réalisée par la catéchine a différentes concentrations dans les mémes conditions
gue les échantillons. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de catéchine par

gramme de la plante.
[11.1.5. Extraction des fractions d’acétate d’éthyle et n-butanol des flavonoides

En vue de mettre en évidence certains composés appartenant a certaines classes des
composés phénoliques nous avons soumis notre extrait sec méthanolique a un fractionnement

a l’acétate d’éthyle et n- butanol selon la méthode Bekkara et al. (1998)

Les résidus secs obtenus aprés évaporation du filtrat méthanolique de chaque plante
ont été reprisdans 20ml d’eau bouillante et extraits dans une ampoule a décanter
successivement avec 2 x 20nmihattate d’éthyle (AcOEt) et butanol (n-BuOH). Les deux
fractions de chaque phase organique ont été réunies et concentrées au rdtesvapsidus
secs ont été repris dans 3ml de méthanol puis conservé a -18°C. Ces derniers étant la phase

d’acétate d’éthyle et la phase n- butanol respectivem@mrinexe D)
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II1.1.6. Analyse de la composition chimique des extraits bruts secs et des fractions
AcOEt et n-buOH des flavonoides par CCM

La chromatographie sur couche mince(CCM) est une technique analytique rapide,
simple dont le principe est basé sur le phénomene d'adsorption. Elle est utilisée dans la
séparation et I’identification des molécules pures, les extraits (mélange complexes de

métabolites) et les échantillons biologiques.

Trois microlitres de chaque extrait sont déposés a des points précis, a 1cm du bord

inférieur de la plaque de gel de silice (20x20 cm d’épaisseur).

Aprés plusieurs essais de systémes de solvants, nous avons adopté les deux systemes
suivants, seloMales et Medi- Sari¢,(2001)

» Chloroforme/méthanol/acide acétique/ eau ; (100 : 15: @53 ; (v/IVIVIV).
» Acétate d’éthyle/acide formique/ eau distillé ; (65: 15 : 20) ;(v/v/Iv).

Apres le développement dans la cuve en verre, la lecture a été faite par observation des

plagues sous lampe UV a 365nm. Les Rf des spots ont été enregistrés
[11.1.7. Extraction des tanins
[11.1.7.1.Protocole d’extraction
Le mode opératoire utilisé est celui décrit Banneton (1999)
» Dégraissage du matériel végétal

Avec I’utilisation de I’appareil de Soxhlet, 100g de broyat des feuilles a été délipidés

par150 ml de I’éther de pétrole pendant deux heures.
» Extraction des tanins

Dans un ballon monocol 100g du matériel végétal dégraissé ont été mis en présence de
250 ml d’eau distillée et 160 ml d’acétone. L’ensemble a été porté & une macération pendant
quatre jours. Apres filtration et élimination de 1’acétone, la solution a été extraite deux fois
avec 50 ml de dichlorométhane afin d’éliminer les pigments et les lipides, et décantée pour
extraire la phase aqueuse quatre fiokec 50 ml d’acétate d’éthyle. La phase organique a été
séchée sur N&QO, puis évaporée. Le résidu obtenu est déterminé en poids pour calculer le

rendement en tanins.
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[11.1.7.2. Calcul du rendement
Le pourcentage en tanins est calculé par la formule :
R(%)= (M/M ) x 100
R : Rendement des tanins en (%)
M : Masse en grammes de 1’extrait sec résultant
My : Masse en grammes du matériel végétal obtenu aprés dégraissage
I11.1.7.3. Analyse de la composition chimique des tanins p&CM

Les analyses ont été effectuées sur une plaque de plastique recouverte de gel de silice
G60; 20x20cm a 0,5cm d’épaisseur.

4ul d’extrait conservé dans 1’acétone, de chaque plante ont été déposés a des points

précis, a 1cm du bord inférieur de la plaqu

Le systeme de solvant utilisé est celui donnéljear, (1978): acétone/toluene/acide
formique, (30 : 30 : 10) ; (V/VIv).

Apres le développement, la lecture a été faite par observation des plaques sous la

lampe UV & 365 nm. Les Rf ont été comparés avec ceux des étalons.
[l .2. Extraction des saponosias
lll. 2.1. Protocoled’extraction
Les saponosides ont été extraits selon la méthode décridkparet Josiah, (2006)

» Une prise d’essai de 20 g du matériel végétal de chaque plante a été dispersée
dans200 ml de solution a 20% d’éthanol

» Une premiére extraction a été réalisée dans un bain marie a 55°C sans rotation
pendant 4 heures ;

» Apres filtration, le résidu obtenu a subit une deuxiéme extraction avec 200 ml
d’une solution aqueuse a 20% qui a été filtré ensuite ;

» Les filtrats collectés ont été concentrés dans un bain marie a 90°C pour obtenir un

volume de 40 ml ;

42



Partie expérimentale

» Dans une ampoule a décanter, on mélange la solution concentrée avec 20 ml
d’éther diéthylique, en agitant vigoureusement ;

» Cette opération a été répétée trois fois ;

» La phase aqueuse récupérée a subit une extraction avec 20 ml du n-butanol ;

» Cette opérationa été répétée trois fois ;

» Les extraits combinés du bwtanol ont été lavés deux fois avec 10 ml d’une

solution aqueuse a 5% de NaCl puis chauffés dans un bain-marie ;
» Apres évaporation, le résidu obtenu est déterminé en poids pour calculer le

rendement en saponosides.
[ll. 2.2. Calcul du rendement

Le pourcentage en saponosides a été calculé par la formule suivante :
R(%) = M /Mx100

R (%) : Rendement exprimé en %.
M: Masseen gramme de I’extrait sec résultant
Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

IV . Pouvoir antioxydant

Les extraits aqueux, méthanoliques, et les fractitatgtate d’éthyle et n-butanol des
deux plantes étudiées repris dans 3ml de méthanol sont testées pour leur pouvoir antioxydant

selon deux méthodes :
IV .1. Méthode de la réduction du fer FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

L’activité réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par

Oyaizu (1986) basée sur la réduction Be** présent dans le complexgfe(CN), en Fé".

= Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations est mélangéavec 2,5ml d’une
solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de ferricyanure de
potassium KFe(CN) a 1%.

* L’ensemble est incubé au bain marie & 50°C pendantrathutes ensuite ;

» 2,5ml d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction ;

» Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendamihQtes ;
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= 2,5ml du surnageant sont mélangéssml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution de

chlorure ferrique fraichement préparé a 0,1%.

La lecture del’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700nm contre un blanc
semblablement préparén remplagant 1’extrait par de 1’eau distillée qui permet de calibrer

I’appareil (UV-VIS spectrophotometre).

Le contrdle positif esteprésenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide

ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits tes(@tubert, 2006).
IV .2. Méthode de piégeage du radical libre DPPH

Pour évaluer I’activité antioxydante, nous avons utilis¢é la méthode du DPPH (2.2-
diphényl-1-picrylhydrazyl) selon le protocole décrit @anchez-Moreno et al., (1998)
Dans ce test les antioxydants réduisent le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl ayant une couleur
violette en un composé jaune, le diphénylpicrylhydrazine, dont l'intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner
des protons.

Cinquante microlitresde chaque solution méthanolique des extraits a différentes
concentrations ou de standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 1,95 ml de la solution
méthanoligue du DPPH (0,0025g/l). En parallele, un contréle négatif est préparé en

mélangeant 50ul de méthanol avec 1,95 ml de la solution méthanolique de DPPH.

La lecture de’hbsorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration

a 515nm apres 30 minuté¥ncubation a I’obscurité et a la température ambiante.

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; ’acide

ascorbique dont I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
= Expression des résultats

Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est exprimé par la formule

suivante :
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% d’inhibition= [(Abs ¢ — Abs e)/ Abs c] x 100

Abs c: Absorbance du contrble
Abs e: Absorbance de 1’échantillon testé

Nos résultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de trois mesures

obtenues.

Pour chaque extrait nous avons déterminé la valesyrd@ est la concentration du
substrat qui cause la perte de 50% de 1’activité du DPPH (Samarth et al. 2008)

Les résultats peuvent étre aussi exprimés en puissance antiradi¢Biainel-
williams et al., 1995)

ARP= 1/ ICsg
ARP : Puissance anti radicalaire

IC 50 : Concentration de 1’extrait nécessaire pour réduire a 50% la concentration initiale
du radical DPPH.
V. Pouvoir antimicrobien

Les tests antibactériens et antifongiques pour but de rechercher I’activité
biologique de chaque extrait des feuilles de Satureja calamintha et Auga iva videsvis
différents microorganismes : bactéries et moisissures. Les extraits actifs pourraient ainsi
justifier I’usage en médecine traditionnelle des plantes dont ils sont extraits et permettraient, a
partir du présent traylad’ouvrir d’autres pistes a la recherche.

Afin de mettre en évidencé’effet antibactérien in vitro des différents extraits, nous
avons choisi la méthode de diffusion des disquesrsilieu de Mueller-Hinton gélosé. Les
extraits bruts méthanoliques et aqueux ont été solubilisés dans du DMSO pour obtenir des
concentrations de 40 mg/ml et 200 mg/ml respectivement.

L’essai antifongique a été utilisé selon la méthode de contact direct sur milieu PDA.

Les résultats obtenus sont comparés a céux ahtibiotique et d’un antifongique testés sur

les mémes souches bactériennes et fongiques.
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V.1l. Provenance des germes étudiés

Les souches étudiées ont été fournies paiBekhechi sauf la souche Bacillus cereus
qui a été procurée par "M Malek (Tableau 6) Elles sont responsables de nombreuses
maladies qui affectent actuellement I’hnomme, les animaux et les plantes qui, dans certaines
conditions, se comportent en contaminamisyvoquant ainsi d’importantes mycoses, des

allergies et des intoxications.

Tableau 6 : Provenance des germes étudiés

Souches utilisés Code de la souche Provenance
a-Bactéries: Laboratoire de microbiologie d
Bactéries a Gramt{ : I’Université de Tlemcen
Bacillus cereus ATCC 11778 (M™ Malek)

Staphylococcus aureus ATCC25923 Centre vétérinaire de Tlemcen
Enterococcus feacalis ATCC 29212 Laboratoire des Produits
Bactéries a Gram (-) : Naturels de I’Université de
Escherichia coli ATCC25922 Tlemcen (M"Bekhechi et

M" Abdelouahid )

b-Moisissures:
Aspergillus flavus MNHN 994294
Fusarium oxysporium MNHN 963917
Cladosporium herbarum MNHN3369

V.2. Antibiotique et antifongique utilisés

La sensibilité des souches microbiennes a été testée vistanviantibiotique et’un

antifongique selon la méthode de diffusion sur didtaldeau?)
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Tableau 7: Caractéristiques de I’antibiotique et de I’antifongique utilisés

Antimicrobiens Famille La dose
Ciprofloxacine (ATB) Quinolones 5ug
Nystatine (ATF) Polyénes 30pg/ml

La ciprofloxacine est une fluoroquinolone, qui posséde un vaste spectre d’activités

contre les bactéries a Gram négatif et a Gram positif.

La nystatine est efficace contre les infections dues a une grande variété de levures et

de champignons

V.3. Pouvoir antimicrobien des extraits aqueux et méthanolique des feuilles de Satureja
calamintha et Ajuga iva.

V.3.1.Méthode d’étude du pouvoir antibactérien des extraits

V 3.1.1. Principe

La méthode de diffusion tres utilisée en microbiologie (antibiogramme et
antifongigramme), repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide.

L’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone
d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition la souche du microorganisme sera
qualifiée de sensible, d’intermédiaire ou de résistante.

Dans la technique de diffusion il y a compétition entre la croissance du

microorganisme et la diffusion du produit a te¢Bnoadasky et al., 1976)
V.3.1.2. Protocole expérimental (Lesueur et al., 2007)

Des disques de papier filtre de 6mm de diamétre imbibés de 15ul des extraits bruts
(méthanolique et aqueux) ont été placés a la surface de gélose Mueller Hinton séche, inoculée
au prealable par un millilitre de dilution de la suspension bactérienne contenant
approximativement YQFC/ml de Staphylococcus aurees 1CPUFC/mI pour les autres
souches bactériennes. Apres incubation a 37°C pendant 24heures, la sensibilité a été évaluée

en mesurant le diamétre d’inhibition.
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bY

Les résultats obtenus sont comparés a celui’aibiotique testé sur les mémes
souches et par la méme méthode. Trois répétitions sont effectuées pour chaque extrait.

V.3.2.Méthode d’étude du pouvoir antifongique des extraits

La méthode de contact direct est utilisée en vue de déterminer les extraits actifs par
I’évaluation du taux d’inhibition selon la méthode de Fandohanet al. (2004)

Une quantité de 500 pde I’extrait méthanolique et del’extrait aqueux des deux
plantes est incorporée séparément dans des tubes contenant 20ml du milieu PDA maintenu en
surfusion. Chaque tube est homogénéisé instantanément par agitation manuelle puis son
contenu est coulé dans une boite de pétri. Un disque mycélien de diametre de 6mm prélevé
de la culture jeune du mycéte a été inoculé.

La lecture des résultats a été faipecs Sjours d’incubation a (25+2) °C par mesure
du diametre de la zone de croissance.

Parallelement, nous avons déterminé le diametre de la zone de croissance de ces
mémes souches fongiques en absence d’extrait.

L’effet antimicrobien de nos extraits sur la croissance des souches filamenteuses est
déterminépar la mesure du taux d’inhibition de la croissce en utilisant la formule d’Ebbot
(Motiéjunaité et Peiculyté, 2004}

T= (Dx-Dg)/Dyx 100

D : Diamétre de la colonie fongique du témoin (en mm)
Do : Diametre de la colonie fongique présence de I’extrait (en mm)
T : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage

L’extrait est dit :
v' Treés actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 75 et 100 %, la souche
fongique est dite tres sensible ;
v Actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 50 et 75 %, la souche fongique

est dite sensible ;

v" Moyennement actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 25 et 50%, la
souche est dite limite ;
v" Peu ou pas actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 0 et 25%, la souche

est dite peu sensible ou résistante.
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V.4. Préparation des inoculums
V.4.1. Bactéries

Les souches bactériennes ont été revivifiees dans un bouillon nutritif a 37°C pendant
24heures. Puis des gouttelettes de suspension bactérienne sont ensemencées en strie dans d

boites de Pétri préalablement coulées de gélose nutritive.

Aprés incubation, deux ou trois colonies, bien isolées, ont été prélevées et mise en
culture dans 10ml de bouillon nutritif. Aprés 18 heures d’incubation a 37°C, nous avons
effectué des dilutions de la suspension afin de staindattinoculum. Ce dernier doit étre
ajusté & une densité optique entre 0,08-0,1 & 625nm soit enVitdR@dmI. Les dilutions de
1/10 pour Staphylococcus aureus et 1/100 pour les autres souches ont été réalisées dans de
I’eau physiologique stérile pour obtenir successivement 10FC/ml et 16UFC/m.

V.4.2. Moisissures

Les souches conservées dans du PDA acidifié inclinée a 4°C, sont ensemencées sur le
milieu PDA coulé en boites de Pétri et incubées a 25+2°C pendant 5 jours.

V.5. Milieux de culture utilisés
=  Pour les bactéries, nous avons utilisé deux milieux de culture.
Pour la revification des souches, nous avons utilisé gélose nutritive pouvant servir a la

culture des bactéries n’ayant pas d’exigences particulieres.

= Pour les moisissures, le milieu choisi pbuntifongigramme est le milieu de

base pour la culture des moisissure qui est Potato Dextrose Agar (PDA).
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Résultats et discussion

I. Tests phytochimiques

Les tests phytochimques consistent a détecter les différentes familles de composés
existantes dans la partie étudiée de la plante par les réactions qualitatives de
caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénoménes de précipitation ou de

coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composé.

Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les feuilles de deux plantes
étudiées Satureja calamintebAjuga ivaépuisés par 1’eau, 1’éthanol et éther diéthylique

sont regroupés danstigbleau 8.

Dans les feuilles de ces plantes, la recherche des alcaloides, des anthraquinones,
des composés réducteurs, des amidons, des anthocyanosides, des anthracénosides s'est
montrée négative mais celle de flavonoides, des tanins et des huiles volatiles a été

positive.

Il est a signaler que les saponosides, les stérols et stéroides sont présents en faible

guantité dans les deux plantes.

D’autre part, les coumarines sont des classes de familles chimiques faiblement
caractérisées dans Satureja calamintha mais totalement absentes dans les feuilles de

Auga iva.

L’analyse phytochimique réalisée a permis de constater la présence des cing
grands groupes chimiques, les tanins, les flavonoides, les stérols et stéroides, les huiles
volatiles et les saponosides, alors que les coumarines ne semblent présentes que dans
Satureja calaminth&uite a notre recherche bibliographique il n’y a pas eu de travaux
sur la composition chimique de 1’espeéce Satureja calamintha. Cependakt;Hilaly et
al., (2004)ont rapportéla présence des mémes classes de familles chimiques retrouvées
au niveau des feuilles de Ajuga iva.
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Tableau 8 : Résultats des tests phytochimiques sur les feuilles de Satureja calamintha
et Ajuga iva

Classes recherchées Satureja calamintha Ajuga iva

. ++ ++
Flavonoides

. +++ +++
Tanins

Stérols et stéroides

Alcaloides sels

Amidon

Composés réducteurs

Saponosides

Anthraquinones

Coumarines

Anthracénosides

Anthocyanosides

. , +++ ++
Huiles volatiles

Acide gras

Alcaloides bases

- : Test négatif ++ : Test positif

+ : Test faiblement positif +++ : Test fortement positif
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Il . Extraction et dosage des composés phénoliques
I1.1. Rendement en extraits bruts secs

Les résultats obtenyfigure 9, annexe E)montrent que le rendement en extrait
méthanolique des feuilles de Satureja calamintha (8,58%) est Iégérement supérieur a
celui des feuilles de Ajuga iv@,43%). Par contre, I’extraction & 1’eau et a température
d’ébullition a donné un taux élevé en extrait sec dans les feuilles uga iva 25% par

rapport aux feuilles de Satureja calamintha 22,19%.

D’une mani¢re générale, les teneurs en extraits secs varient non seuledheint
plante a une autre de la méme famille mais également en fonction des parametres de
I’extraction solide-liquide des polyphénolsla température, le solvant d’extraction, la

taille des particules et le coefficient de diffusion de solvant.

Il a été démontré que pour I’extraction par les solvants a température élevée
permettait d’obtenir des rendements plus élevés en extraits secs que lorsqu’ils sont obtenu
a température ambian{®lajhenic et al., 2007)et qu’ils sont plus élevés pour 1’extrait
agueux que meéthanoliqu@ajhenic et al., 2007) ce qui est en accord avec notre

résultats.

25 A
; r 4 Extrait MeOH
S 20 - ' ) .
£ Extrait H20
(]
©
S 15 -
-4

10 - |

|
N ‘ ‘

Satureja calamintha Ajugaiva  espéces étudiés

Figure 9 : Rendements (%) en extraits bruts secs des espéces étudiées.

Le calcul des rendements permet non seulediaepprécier les extraits totaux issus de

chaque espece, maigalement d’envisager la quantité d’organes a prélever en cas de besoin
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pour une éventuelle étude similaire ; ce qui, rendrait I'utilisation rationnelle et donc durable
des especes visees.

II. 2. Teneur des extraits bruts en phénols totaux

Les teneurs en phénols totaux des espéces étudiées ont été déterminées en utilisant
le réactif de Folin-Ciocalteu, ce dernier forme un complexe rédovec 1’acide
phosphotungstique @RW:,040) et I’acide phosphomolybdique (HzPMO;2040) lors de

I’oxydation des phénols.

Malgré la sensibilité et la simplicité de la méthode Folin, elle n'est pas spécifique
des polyphénols. En effet, le réactif peut réagir avec des protéines, des sucres réducteurs,

I'acide ascorbique et des composés sol8igjleton et al., 1999)

Une étude comparative en phénols totaux a été faite grace a une courbe
d’¢étalonnage (figure 10, annexe F)réalisée avec un extrait d’acide gallique a différentes

concentrations

1,4 -

12 - y = 10,33x - 0,003
R?=0,999

1 -
0,8 -
0,6 -

0,4 -

Absorbance 7 5nm

0,2 -

O T T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

[C] finale d'acide gallique
(mg/mil)

Figure 10 : Courbe d'étalonnage de l'acide gallique pour le dosage des phénols
totaux

Les teneurs en phénols totaux mesurés a l'aide du réactif de Folin-Ciocalteu
varient de 1,322 2,968mg/g et 10,44 a 12,6mg/g équivalent en acide gallique pour les

extraits meéthanoliques et aqueux respectivermabldau 9.
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Tableau 9 : Teneurs en phénols totaux dans les extraits méthanoliques et aqueux
dsespéces étudiées

Teneurs en phénols totaux (mg/qg)
Plantes
Extrait méthanolique Extrait aqueux
Satureja calamintha 2,968 12,6
Auga iva 1,323 10,44

Les deux especes Satureja calaminth#@djuga iva ont des teneurs en phénols
totaux assez proche dans les extraits aqueux, tandis que pour les extraits méthanoliques

cette teneur est supérieurenviron 45% dans Satureja calamintha que dans Auga iva.

D’autre part, Saadaoui et al., (2007pnt montré que la teneur phénolique de
I’extrait méthanolique de quelques plantes appartenant a différentes familles Punica
gramatum, Rétama raetam, Thymus capitatus, Rosmarinus officinalis, Ruta chalepensis,
Aluga iva, Lawsonia inermi®t Agave americana varie entre 1,68 a 11,07 mg/g de

matiére séche exprimée en équivalent d'acide gallique
II.3. Teneurs en flavonoides des extraits bruts méthanolique et aqueux

Des dosages spectrophotométriques ont été effectués a partir des extraits bruts
méthanoliques et aqueux des deux espéces afin de déterminer la teneur totale des
flavonoides.

Une courbe d’étalonnage (figure 11, annexe G)a été réalisée avec un extrait de

catéchine a une longueur d’onde 510nm.
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Figure 11: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides

Les guantités des flavonoides correspondantes des especes étudiées ont été

rapportées en mg équivalent de catéchine/g du matériel végétalideaulO)

Tableau 10 : Teneurs en flavonoides dans les extraits méthanoliques et aqueux des
especes étudiées

Teneurs en flavonoides (mg/g)
Plantes
Extrait méthanolique Extrait aqueux
Satureja calamintha 1,280 3,131
Auga iva 1,050 0,629

Lesteneurs en flavonoides de Satureja calamintha (1,280mg/g) et de Auga iva
(1,050mg/g) sont assez prochiass 1’extrait méthanolique, cependant on remarquél
y a 39% plus de flavonoides dans Satureja calamintha que dans Auga iva et ceci pour

I’extrait aqueux.

Nos valeurs ont été comparées a celles des travaux antérédleau 11)sur des
espeéces de la méme famille et sont toutes inférieures a celle de Teucrium polium
(Djeridane et al., 2006)alors que les teneurs en flavonoides dans 1’extrait aqueux de

Satureja calamintha est presque similaire a celui de Teucrium p@eimekki, 2009)
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Tableau 11: Tableau comparatif des teneurs en flavonoides

. . Teneurs Références
Especes (Origine) o _
en (mg/qg) bibliographiques

Teucrium polium (Laghouat) | 4 634010 | (Djeridane et al., 2006)

Teucrium polium (Beni snous) 32

Salvia verbenaca (Beni snous) 29 (Belmekki, 2009)
: Belmekki,

Saccocalyx satureioides (Ain
1,11
sefra)

[1.4. Analyse dda composition chimique des flavonoides par CM

Nous avons souis nos extraits méthanoliques et agqueux a une analyse sur
chromatographique sur couche mince, cependant, malgré la variation de plusieurs
systemes de solvants nous ne sommes pas arriveés a une bonne séparation de nos extraits
pour cela nous avons adopté une partie du protocolBe#lkara et al., (1998)en
soumettant nos extraits a des extractions par I’acétate d’éthyle et le n-butanol. Ces deux
dernieres fractions ont ét€¢ soumises a ’analyse en utilisant deux systemes de solvant

(Males et Médic- Saric, 2001).
Systeme 1 Chloroforme/ méthanol/acide acétique/eau ; (100 :15 :0,3 :Q45)v;: v : V)
Systeme 2 : Acétai# éthyle/ acide formique/ eau distillée ; (65 : 15 :20) (v : Vv : V)

Aprés le développement du chromatogramme, et lorsque le front du solvant
d’¢élution a atteint la ligne supérieure, la plaque a été retirée, séchée et examinée sous la
lampe UV a 365nm afid’avoir une identification du nombre de constituants présents
(figures 12, 13).

Les systemes de solvant utilisés nous ont permis de séparer plusieurs composés
dans les fractiond’acétate d’éthyle et n-butanol de nos échantillorfsableau 12, 13)
Apres la révélation sous lampe UV a 365nm, les Rf des différents extraits flavonoidiques
ont été compareés avec ceux de témoins utilisés ainsi que ceux étalBisnipammou,
(2006) (tableaux 14, 15).
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En effet, unRf est caractéristique d’une substance donnée pour un éluant

déterminé sur un support donné.

Figure 12 Photo du chromatogramme résultantde ’analyse des deux fractions
acétate d’éthyle et n-butanol des flavonoides par le systéme solvant 1.

Figure 13 : Photo duchromatogramme résultant de I’analyse des fractions acétate
d’éthyle et n-butanol des flavonoides par le systéme solvant 2.

1. Fraction n-butanol de Auga iva 2Fractionacétate d’éthyle de Aluga iva

3. Fraction n-butanol de Satureja calamintha 4.Fractionacétate d’éthyle de Satureja calamintha
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Tableau 12 Les résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits
flavonoidiques des feuilles de Satureja calamintha et de Ajuga iva.

Systéme de solvants 1Chloroforme/MeOH/acide acétique/eau : 100/15/0,3/0,5.
Adsorbant : gel de silice.

\ p s Fraction de
Especes étudiées _ Rf Couleur des spots
P’extrait
méthanolique
0,04 Violet
AcOET ]
0,10 Violet
0,86 Vert
0,05 Jaune
Satureja calamintha 0,09 Violet
0,11 jaune
n-BuOH 0,20 Bleu
0,28 Jaune
0,88 Jaune
0,03 Marron
0,06 Bleu
AcOET
0,88 Jaune
0,02 Vert
Auga iva 0,05 Violet
n-BuOH 0,10 Violet
0,13 Violet
0,41 Jaune

Ce systeme de solvant nous a permis de séparer plusieurs composeés :

® Pour les feuilles de Satureja calamintha, trois composés ont été séparés et mis en
évidence dans la fractiodracétate d’éthyle, tandis que pour la fraction butanolique
Nnous avons mis en évidence six COMpOsEs.

®  Pour les feuilles de Aluga iva dalasfraction d’acétate d’éthyle, le nombre de taches
révéelés dans'dcétate d’éthyle est de ’ordre de trois et il est de six pour la fraction

butanolique.
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Tableau 13 Les résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits
flavonoiques des feuilles de Satureja calamintha et de Ajuga iva.

Systeme de solvants 2Acétate d’éthyle/ acide formique/ eau distillée ; (65 : 15 :20)

Adsorbant : Gel de silice

Fraction de
Espece étudiée Pextrait Rf Couleur de spots
méthanolique
0,03 Jaune
0,61 Vert
0,75 Vert
AcOET 0,77 Bleu
Satureja calamintha 0,85 Jaune
0,89 Marron
0,67 Violet
n-BuOH ]
0,85 Violet
0,02 Vert
0,06 Vert
ACOET 0,87 Marron
0,88 Violet
0,91 Violet
Auga iva
0,04 Jaune
0,76 Bleu
n-BuOH 0,81 Violet
0,86 Vert
0,90 Vert

Dans ce systeme de solvant, nous constatons que dans les feuilles de Satureja
calamintha, le nombrée taches dans la fraction d’acétate d’éthyle atteint six spots alors que

dans la fraction butanolique estlderdre de deux.

Pour les feuilles’guga iva, le nombre de spotsvélé dans ’extrait d’acétate

d’éthyle et n-butanol est au nombre de cing.
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Les valeurs des Rf des différents extraits flavonoidiques ont été comparés avec
ceux de témoins utilisés et ceux établis Bamhammou, (2006) (tableaux 14, }%our

le méme systeme de solvants.

Tableau 14: Les résultats de la chromatographie sur couche mince des témoins
des composés phénoliques

Systéme solvants 1Chloroforme/méthanol/acide acétique/ eau ; (100:15:0,3; 0,5)

(VIVIVIV).
Témoins Rf Couleur des Classes
spots phénoliques
Rutine 0,04 Violet Flavonol
Catéchine 0,09 Violet Flavanol
Acide gallique 0,13 Bleu violet Acide phénol
Quercétine 0,41 Jaune Flavonol
Ac.paracoumarique 0,64 Violet Acide phénol
Pyrocatéchol 0,71 Violet Phénol simple

Tableau 15: Les résultats de la chromatographie sur couche mince des témoins
des composés phénoliques par le systeme solvant 1 ( Benhammou, 2006)

Systeme solvant 1Chloroforme/méthanol/acide acétique/ eau ; (100:15:0,3: 0,5) ; (V/VIVIV).

. Couleur des .
Témoin Rf Classes phénoliques
spots
Acide férulique 0,55 Bleu Acide phénols
Myricétine 0,08 Jaune Flavonol
Résorcinol 0,40 Violet Phénol simple
Hydroquinone 0,36 Violet Phénol simple

Le systeme de solvant 1 naysermis de séparer plusieurs constituants et mettre

en évidence quatre composés phénoliques répartis dans les deux @apkzrs16)

La présence de la catéchine et la rutine dans les deux fractions de Satureja
calamintha, tandis que dans les feuilles de Ajuga iva, nous avons pu mettre en évidence deux

composés phénolique, la quercétine et la catéchine et ceci dans la fraction butanolique.
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Ces résultats sont en accord avec ceux qui ont déja été publiés pour les lam@cées
quercétine, la lutéolind,apigénine, la naringéniret la catéchine ont été isolées de Ajuga iva
(Bennaghmouch et al. 2001£l-Hilaly et al., 2004) et les flavand sont identifiés dans

Satureja obovatéFrancisco et al., 1988).

Tableau 16 : Les composés mis en évidence dans le systéme de solvant 1 pour les deux

especes étudiées.

y ' Composé mis en
Especes étudiées Fraction Rf o
evidence

0,04 Rutine

_ _ AcOET o
Satureja calaminthg 0,10 Catéchine
n-BuOH 0,09 Catéchine

AcOET - -

Auga iva 0,10 Catéchine

n-BuOH )
0,41 Quercétine

1l . Extraction des tanins

Les tanins sont une classe de familles chimiques qui sont présentes dans les deux
especes étudiées, pour cela nous aponsdé a une série d’extraction liquide-solide et
liquide-liquide. Les extraits obtenus ont été concentrés sous pression réduite et les

rendements ont été calculés.
1l .1. Rendement en tanins

Les résultats obtenus sordprésentés sous forme d’histogramme dans la figure 4

(annexe H).

Les valeurs de rendement en tanins des deux especes Satureja calketrijotia
iva de ont été compardégmbleau 17)a celles de différentes especes appartenant a la

méme famille des lamiacéé&Belmekki, 2009 ; Varban et al., 2009
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Figure 14: Rendement en (%) des tanins des espéces étudiées

Les résultats obtenus montrent que la teneur en tanins de Satureja calamintha est

plus imporante par rapport a celle de I’espéce Ajuga iva.

Tableau 17: Rendement (%) en tanins des différentes especes de lamiacées

Références

Plantes Rendement (%) o ]
bibliographiques
Saccocalyx satureioides 0,23
Teucrium polium 0,68 Belmekki 2009
Salvia verbenaca 0,20
Satureja Hortensik. 4 Varban et al., 2009

D’autre part, on constate que les rendements en tanins des plantes étudiées par

Belmekki, (2009) sont faibles par rapport a notre résultat. Par contre le rendement en

tanins obtenu dans Satureja calamintha est Iégérement identique a celui révélé par

Varban et al., 2009

[l .2. Résultats de la chromatographie sur couche mince

Pour la séparation des extraits des tanins récupates$’acétone un seul systéme

de solvant a été utilisgacétone/toluene/acide formique), (30/30/10) ; (v/vlv). Ce dernier

a permis de séparer cing spots dans Satureja calamintha et six spots dans Auga iva
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(figure 15). Les Rf des spots obtenus ont été comparés avec ceux des @tditaasix

18). Les résultats obtenus sont donnés daableau 19.

El

E2

E1l: Extrait acétonique de Satureja calamintha E2 : Extrait acétonique de Ajugaa

Figure 15: Photo duchromatogramme résultant de ’analyse des extraits tanniques

des deux especes par chromatographie sur couche mince.

Tableau 18 : Rf des différents étalons utilisés

Etalons Rf
Phloroglucinol 0,66
Pyrogallol 0,70
Hydroquinone 0,72
Résorcinol 0,74
Catéechol 0,76
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Tableau 19: Les composés mis en évidence dans les deux espéces étudiées
Systeme solvant acétone / toluene/ acide formique, (30/30/10) ;(v/ v /v)

Absorbant : gel de silice.

Plantes étudiées Rf Composés mis en évidence

0,93 -

0,81 -

0,72 Hydroquinone
0,76 Catéchol
0,56 -

0,92 -

Satureja calamintha

0,74 Résorcinol
Auga iva 0,70 Pyrogallol
0,56 -
0,51 -
0,48 -

Par cette comparaison, nous avons pu mettre en évidence deux composés dans les
feuilles de Satureja calamintha savoir, 1’hydroquinone et le catéchol et deux

composes, le résorcinol et le pyrogallol, dans les feuilles de Ajuga iva.
IV. Extraction des saponosides

L’extraction alcoolique des feuilles des deux plantes a permis de déterminer le

rendement en saponosidéigure 16, annexe )
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étudiées
Figure 16 : Rendement (%) en saponosides des especes étudiées.
Les résultats rapportent que les feuilles de Satureja calamintha renferment les
saponosides avec un pourcentage plus élevé que celui des feuilles de Ajuga iva.

La teneur en saponosides de Saccocalyx satueietd®sucrium poliumétudiées
parBelmekki (2009),est de 1,9 et 2,65 respectivement, ces résultats sont plus importants
gue les notre.

V. Pouvoir antioxydant des extraits de Satureja calamintha et Ajuga iva
V.1. Méthode de la réduction de fer (FRAP)

L’activité¢ antioxydante des extraits des plantes étudiées a été évaluée en utilisant la
méthode de FRAP. Cette derniére est un essai simple, rapide et reprodBetiide et
Strain, 1996) Il est universel peut étre appliqué aussi bien chez les plantes que les plasmas et

dans les extraits organiquesaqueuxLi et al., 2008)

La présenceesréductants dans les extraits des plantes provoque la réductioride Fe
complexe ferricyanide & la forme ferreux. Par conséquefit,peeit étre évalué en mesurant

et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a
700nm(Chung et al., 2002)

En d’autre terme, le systeme FeGIKsFe(CN) confére a la méthode la sensibilité
pour la détermination « semi-quantitaive » des concentrations des polyphénols, qui participent

a la réaction rédogAmarowicz et al., 2004).
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Les figuresl7 et 18 (annexe N, O)représenterie pouvoir réducteur des extraits des

deux plantes étudiées et de 1’acide ascorbique a différentes concentrations.

3 -
£ Y=5,073x-0,703 R=0,740 »—Extrait H20
S 25 —m—-Exrait n-buOH
R Extrait MeOH
o Extrait ACOEt
2 ——
§ Ac ascorbique
<
€15
(@]
2 Y=0,485x-0,012  &=0,993
< 1
Y=0,198x-0,015 R=0,999
0,5 B Y=0.140x+0,009 R*=0,992
@ Y=0043x-0,002 Re0,987
0 T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[C] des extraits de Satureja calamintha
(mg/ml)

Figure 17: Pouvoir réducteur des quatre extraits de I’espéce Satureja calamintha

3 -
Y=5,073x-0,703 R=0,740 —&—Extrait H20
25 ——Extrait n-buOH
€ ! Extrait MeOH
c Extrait AcCOEt
S 2 Ac ascorbique
§ 1,5 -
g Y=0.239x-0.034 R=0.997
§ 1 Y=0,220%-0,043  R=0,997
]
<
0,5 + ] Y=0,099x+0,001 R=0,977
Y=0,004x+0,004 B&=0,983
0 i 1 1
0 1 2 3 4 5 6
[C] des extrait de Ajuga iva
(mg/ml)

Figure 18: Pouvoir réducteur des quatre extraits de I’espéce Ajuga iva
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Ces résultats montrent que le pouvoir réducteur des extraits des deux plantes est dose
dépendante (concentration dépendante). A la concentration de 2,5mg/ml, le pouvoir réducteur
de I’extrait d’acétate d’éthyle de Satureja calamintha est largement supérieur (DO=1,215) par
rapport aux autres extraits, mais nettenieféticur a celui de I’acide ascorbique.

D’aprés la figure 17, on constate que la fraction acétatique possédent une bonne action
vis-a-vis de F& présent dans la solution testée suivie de 1’extrait méthanolique et la fraction
butanoliquealors que I’extrait aqueux N’est actif qu’a partir de la concentration 1,25mg/ml ou
I’on enregistre une augmentationl@sorbancede 0,045 a 0,111.

Il en est de méme pout’espéce Ajuga iva, tous les extraitpossedent un pouvoir
réducteutinférieur a celui de 1’acide ascorbique.

La figure 18 montre qued pouvoir réducteur de I’extrait acétate d’éthyle est similaire
a celui de I’extrait méthanolique mais, il est supérieur aux autres phases : butanolique et
aqueuse.

A la concentration de 5mg/nids extraits acétate d’éthyle et méthanolique s’avérent
plus puissant vis-a-vis de réduction de fer (les valeurs de DO= 1,18; DOz1,076
respectivement) et les extraits butanoliques et aqueux sont moins efficace, et leur DO
successives est 0,51 et 0,028.

Il est a signaler que la phase acétate d’éthyle des deux plantes présente une activité

antioxydante plus intéressante que les autres phases. Ces résultats ne concordent pas avet

ceux deChua et al., (2008, dont les résultats ont montré que leur fraction butanolique

posséde une forte puissance de réduction de fer suivié dixtrait méthanolique ensuite

I’extrait acétatiquet1’extrait aqueux.

Le pouvoir réducteur des especes Satureja calamintha et Ajluga iva sont probablement
dues a la présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent
servir comme donneur d’électron. Par conséquent, les antioxydants peuvent étre considérés
comme des réductants et inactivateurs des oxydamtdhuraju et Becker, 2007) Quelques
études antérieuseont également montré que le pouvoir réducteur d’un composé peut servir
comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potenfitng et al., 2004)

Par ailleurs, la plupart des activités antioxydantes non enzymatiques telles que le
piégeage duadical libre et I’inhibition de la peroxydation est mis en place par la réaction
rédox(Zhu et al., 2003.
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V.2. Piégeage du radical libre DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

L’activité antioxydante des différents extraits de Satureja calaminthat Ajuga iva vis-
a-vis du radical DPPH a été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce
radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a
515nm (figure 19). Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de

I’absorbance induite par des substances anti radicalaiidajbienic et al, 2007)

+ Antioxvdant-O

' I"l
. NH
ON._A_No, ON.__h_No
"\-;\.:__.-" L
N N
DPPH (violet) DPPH (jaune)

Figure 19 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

Afin de comparercette activité antioxydante avec celle de 1’acide ascorbique, une

courbe d’étalonnage réalisée par ce dernier a été tracée (figure 20, annexe J)

120 ~

y=301,7x+9,418
R2=0,991

L

100 -

60 -

d'inhibition

20 ~

0 T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

[C] de I'acide ascorbique
(mg/ml)

Figure 20: Pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations de

I’acide ascorbique.
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Les figures (21, 22, 23, 24pnnexes correspondantgK, L) rapportent les
résultats du pouvoir antioxydant des extraits de Satureja calamirdeadjuga iva par la

méthode de piégeage du radical libre DPPH.

D’une maniére générale, tous les extraits testés méthanolique, agueux, acétatique
et butanoligueont provoqué une diminution plus ou moins importante de 1’absorbance a

515nm selon leurs concentrations.

La figure 21 montre que’extrait méthanolique de Satureja calamintbgésente
un pourcentage d’inhibition comparable a celui de I’extrait aqueux, il est supérieua 90%
a des concentrationt 1’ordre de 5mg/ml pour I’extrait méthanolique et de 4,624mg/ml

concernant I’extrait aqueux.

La réduction de la solutiométhanolique de DPPH augmente d’environs 90% a la
concentration 5,58mg/ml de I’extrait d’acétate d’éthyle de Satureja calamintha et de

moins de 60% a 7,17 mg/ml de la fraction n- butanol de la méme d€figace 22).

D’aprés les figures 23 et 241’extrait d’acétate d’éthyle de Ajuga iva parait le plus
actif par rapport aux autres extraits et on constate que 1’activité de I’acétate d’éthyle est
plus importante sur la réduction du DPPH a partir de la concentration 4,22mg/ml suivie
de I’extrait méthanolique (4,48mg/ml) et butanolique avec une concentration deux fois

plus importante.

L’extrait aqueux quant a lui présente un pourcentage d’inhibition supérieur a 80%

a une concentration plus élevée de I’ordre de 46,3 mg/ml.

Ces résultats montrent que nos extraits possedent une puissante activité a céder le

proton pour neutraliser le radical DPPH.
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Figure 21 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
concentrationde I’extrait méthanolique et aqueux deSatureja calamintha.
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Figure 22 : Pourcentage d’inhibition de radical libre DPPH en fonction des
concentrationsealla fraction d’acétate d’éthyle et n-butanol de Satureja

calamintha
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Figure 23 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
concentrations dé’extrait méthanolique et aqueux deAugaiva.
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Figure 24 : Pourcentage d’inhibition de radical libre DPPH en fonction des
concentrations de la fractiod’acétate d’éthyle et n-butanol deAjuga iva
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Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit deux parametres :
v’ Le calcul delCsp: il définit la concentration efficace du substrat qui cause la réduction
de 50% du DPPH en solution.
Les valeurs de I§gdes deux especes étudiées Satureja calamintha et Aluga iva pour les
différents extraits méthanolique, aqueux, acétatique et butandgtmpleau 20)ont été
estimées en utilisant la courbe de régression linéaye ax + b
Ou y = 50% (pourcentage de réduction de DPPH)
XICso(la concentration en extrait et de 1’acide ascorbique)
v Le calcul du pouvoir antiradicalaire : (APE)i est inversement proportionnel a I’ICso
(tableau 20).
(APR=1/ICs0)

Tableau 20 : Valeurs des IG et le pouvoir antiradicalaire (ARP) des différents extraits
des deux plantes.

Plantes Extraits IC 50 (Mg/ml) ARP
MeOH 2,075 0,482
Satureja calamintha AcOEt 1,804 0,554
n-buOH 6,066 0,164

Aqueux 1,876 0,533

MeOH 6,36 0,157

Auga iva AcOEt 2,920 0,342
n-buOH 8,125 0,123

Aqueux 24,71 0,040

Acide ascorbique 0,134 7,462

A des fins comparatives un antioxydant standard est utiliaéide ascorbique. Il a
montré une activité antiradicalaire tres puissante avegd€1’ordre de 0,134mg/ml. La
valeur d’ICso de lacide ascorbique est supérieure a celle rapportée auparavant (IC
=0,42mg/ml) paWViuda-Martos et al., (2010).
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Parmi les quatre extraits de Satureja calamiritheétate d’éthyle et 1’extrait aqueux
représentent les extraites plus actifs, leurlCsy successiveses de 1,804mg/mlet
1,876mg/ml, suivi dé’extrait méthanolique avec unesie 1’ordre de 2,075mg/ml. Par
contre, I’activité antiradicalaire la plus faible a été exprimée lpattrait n-butanolique avec
un1Csp de I’ordre de 6,066mg/ml.

Pour I’espece Ajuga ival’activité antiradicalaire de 1’acétate d’éthyle s’est montrée
plus forte que celle dEextrait brut méthanolique et butanolique, eux méme plus actifs que
I’extrait brut aqueux. En comparaison aveacide ascorbique, tous les extraits testés
s’aveérent moins actifs.

En résumé, le pouvoir antiradicalaire des extraits peut étre classé comme suit :

» Pour I’espéce Satureja calamintha:
Fraction d’acétate d’éthyle > extrait aqueux > extrait méthanolique > fraction n-

butanol.

» Pour I’espéce Ajugaiva :

Fraction d’acétate d’éthyle > extrait méthanolique > fraction n-butanol > extrait
aqueux.

L’étude comparativgtableau 21) montre que les valeurs desiCde nos extraits
méthanolique, aqueux et d’acétate d’éthyle correspondant a I’espéce de Satureja calamintha
ainsi que I’extrait d’acétate d’éthyle de Ajuga iva sont inférieure a celles de Salvia pisidica
espece de la méme famille des lamiacées rapportéOgaari et al., 2010)alors que, ces
valeurs sont plus élevées par rapport aux autres espéces de la méme famille a savoir : Coleus

aromaticus, Nepeta flavida, sTeucrium polium, et Calamisgivatica.

Tableau 21: Comparaison des valeurs de g des différentes espéces de la famille des

lamiacées
Especes Extrait ICso Références bibliographique
Coleus aromaticus Bentl  Aqueux 210pg/ml Kumaran et karunakaran,
2006
Nepeta flavida 63,2pug/ml Tepe et al., 2007
Teucrium polium Méthanolique| 20,1pg/ml Sharififar et al., 2009

Calaminthasylvatica 58,44ug/ml Lépez et al., 2007
Bromf subsp. ascendens

Salvia pisidica 4,88mg/ml Ozkan et al., 2010
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Il a été démontré patetkovi¢ et al., (2007)que I’extrait n-butanol est plus actif que
les extraits acétatiques et aqueds I’espéce Satureja montana ce quiest pas en accord
avec nos résultats.

Pour le mécanisme de piégeage de radical, la réaction entre 1’antioxydant et DPPH
dépend dela conformation structurale de I’antioxydant. Certains composés réagissent
rapidement avec DPPH, réduisant un nombre de molécules de DPPH égal au nombre de
groupements hydroxylgBondet et al., 1997)

Par ailleurs, ’hctivité de piégeage de radical libre des flavonoides dépend de la
présence du groupe OH, en particulieDB: Les flavonoides avec GQH et 3°,4’-catéchol
s’averent 10 fois plus important que le catéchol correspondant et les flavonoides avec un
hydroxyle libres au C3 (&H) (Heim et al., 2002)

VI. Pouvoir antimicrobien

Face aux problemes de la résistance bactérienne aux antibiotiques synthétiques,
beaucoup de travaux ont été menés sur le pouvoir antimicrobien des produits naturels extraits
des plantes.

Lors de cette étude, nous avons testé 1’action des extraits méthanolique et aqueux des
deux especes végétales Satureja calamintha et Ajuga iva vis-a-vis de quelques souches

bactériennes et mycéliennes.

Parallelenant, nous avons testé I’effet d’un antibiotique et @in antifongique vis-a-vis

de quelques souches bactériennes et mycéliennes.

VI.1. Pouvoir antimicrobien de I’antibiotique

L’antibiogramme a pour but de prédire la sensibilité d’un microorganisme vis-a-vis
d’un ou plusieurs antibiotiques. Cette sensibilité est exprimée par I’apparition de zones
d’inhibition autour de ces disques. Les mesures de celles-ci sont présentées dans la figure

suivarte (Figure 25, annexe Q)
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Figure 25: Diametre des zones d’inhibition de ciprofloxacine relatif aux différentes

souches bactériennes.

D’aprés la figure 25, la ciprofloxacine semble avoir une action inhibitrice sur la
croissance de toutes les souches testées et on constate que la souche S. aureus est moin

sensible a I’antibiotique par rapport aux autres souches.

VI.2. Le pouvoir antimicrobien de I’antifongique
Nous avons testBeffet antifongique de la nystatine vis-a-vis de trois moisissures. La
figure 26 (annexeP) rapporte les résultats ghiourcentage d’inhibition déterminé a partir des

diamétres des zones d’inhibition.
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Figure 26: Pourcentage d’inhibition de la nystatine relatif aux souches fongiques
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La croissance des souches fongiques : A flavus, F. oxysporum, Cl. bier&ar
présence de 1’antifongique est nulle. Il ressort que I’antifongique est actif sur toutes les

souches testées, il est fongistatique.

VI.3. Pouvoir antimicrobien des extraits

VI.3.1. Pouvoir antibactérien des extraits

Aprés 24heures d’incubation a 37°C, les zones d’inhibition des différents extraits ont
été mesurées.

Les résultats obtenus sont donnés dafiglae 27 (annexe R)
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Satureja calamintha Ajuga iva

Figure 27: Moyennes des diamétres des zones d’inhibition des extraits aqueux et

méthanoliques relatives aux différentes souches bactériennes.

La figure 27 montre que les extraits des deux plantes ont des diandétiigibition
inférieurs a 12 mm. Ce qui nous amene a dire que nos extraits ont une faible activité vis-a-vis

de ces bactéries.
Il a été rapporté pa€etkovié¢ et al., (2007)(tableau 22) que I’extrait d’acétate

d’éthyle de Satureja montana présente une bonne activité contre Pseudomonas aeruginosa

et Staphylococcus aurepa rapport a 1’extrait n-butanol.
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Tableau 22 Les valeurs de diamétre des zones d’inhibition (mm) des extraits acétatique

et butanolique de Satureja montana relatives aux souches bactériennes

testées.
Extraits
Acétate d’éthyle n- butanol
Souches tes

P. aeruginosa 16.7+0.52 -
S. aureus 15.3+0.58 10.0+0.0
B. cereus 11.0+0.0 10.0+0.0

E. coli - -

-1 Pas d’action

VI.3.2. Pouvoir antifongique des extraits
La figure 28 (annexe P)rapporte les résultats du pouvoir antifongique des extraits
aqueux et organiques méthanoliques des deux espéces vis-a-vis des trois souches fongiques

par la méthode de contact direct.

100 -~
90 -
80 - B A flavus
70 - F. oxysporum
60 -
50 -
40 -
30 A
20 A
10 -
0 . -

Extrait H20 Extrait MeOH  Extrait H20  Extrait MeOH
Satureja calamintha Ajuga iva

Cl. herbarum

Pourcentage d'inhibiion

Figure 28: Pourcentage d’inhibition des extraits de Satureja calamintha et Ajuga

iva relatifs aux différentes souches fongiques.
Les résultats obtenus ont montré que les extraits orgamugieanolique de Satureja

calamintha et Ajuga ivant produit des zones d’inhibition plus grandes que les extraits

agueusx.
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L action de I’extrait méthanolique de Ajuga iva est plus importante séepergillus
flavus (92,5%)et Fusarium oxysporum (70,5%), alors que, la souClaelosporium Herbarum
s’est montrée plus sensible vis-ats de 1’extrait méthanolique de Satureja calamintha
(67,94%) que celui de Ajuga iva.

On peut expliquer ces résultats par la différence de composition entre les deux extraits,
I’alcool permettant une meilleure extraction de composés moins polaires comme des dérivés
terpéniques, tels que ceux identifiés dans Alugd Trekasaki et al., 1998pu les flavonoides
isolée de Satureja parvifoli@ernandez et al., 2000).

Les composés phénoliques sont produitsépnnse a I’infection microbienne par les
plantes.Par conséquent, I’efficacité de ces substances évaluéesin vitro ont montré une action
inhibitrice sur les microorganismee De nombreuses études ont montré une relation
contradictoire entre la structure chimique des composés phénoliques et leur pouvoir
antimicrobien.

Chabot et al., (1992)rapporte que les composés les moins polaires comme les
flavonoides manquant le groupement hydroxyle sur leur cycle B sont plssvesctfvis des
microorganismes que ceux porténgroupe OH. D’autre part, Mori et al., (1987)ont trouvé
que les flavonoides trihydroxyl&s,4°,5” sur le cycle B et substitués 3-OH sont nécessaires
pour I’activité antimicrobienne.

Pour celanous pouvons conclure que I’activité antimicrobienne des extraits dépend
non seulement des composés phénoliques mais, aussi de la présence de différents métabolites
secondaires.

Une recherche supplémentaire sur la composition chimique de chaque extrait est plus
que nécessaire pour comprenddéévaluation de composéS présentant 1’activité

antimicrobienne.

79



L clson g

< D —

CD\

it




Conclusion générale

La découverte de ressources naturelles du régne végétal reste capitale pour la mise au

point de nouveaux remédes thérapeutique.

La présente étude a porté sur kEspeces Satureja calaminthet Aluga iva qui
appartiennent a la famille de lamiacées, une des familles les plus importantes dans la flore
algérienne et les plus utilisées par les thérapeutes traditionnels. Elle a permis de mettre en
évidence a travers un criblage phytochimique la présence des tanins, des flavonoides, des
stérols et stéroides, des huiles volatiles et des saponosides. Les coumarines ont été mises er

évidence seulement dans Satureja calamintha.

La détermination du rendement en composés phénoliques a montré la richesse des
extraits bruts secde I’espece Ajuga iva (25%) issus de I’extraction aqueuse tandis que,
I’extraction méthanolique a permis d’obtenir des rendements proches en extraitS bruts secs

Satureja calamintha (8,58%) et Aluga iva (6,43%).

Le dosage des phénols totaux des deux extraits méthanolique a révélé des teneurs
considérables dans Satureja calamintha (2,968neg/uga iva (1,323mg/g) alors que, la

forte teneur a été enregistrée dans les extraits bruts agueux des deux espéces.

D’autre part, le dosage des flavonoides a montré que les deux espéces Satureja
calaminthaet Ajuga iva présentent des teneurs modédeéeSordre de 1,280 mg/get 1,050

mg/g respectivement dans les extraits bruts méthanoliques.

Les analyses par chromatographie sur couche mince des fractions acétate d’éthyle et n-
butanol des flavonoidesobtenues par fractionnement de I’extrait brut méthanolique,
correspondantes aux deux especes étudiées, avec deux systemes de solvant différents, oni
montré la présence de flavonols et flavanols dont nous avons identifiés la rutine et la
catéchine dans les feuilles de Satureja calamintha et la quercétine et la catéchine dans les

feuilles de Aluga iva.

Au cours de’kxtraction sélective des tanins, le rendement le plus élevé a été obtenu
pour 1’espéce Satureja calamintha 3,9& L’analyse par chromatographie sur couche mince a
permis de séparer un certain nombre de constituants dont le résorcinol, le pyrogallol,

I’hydroquinone et le catéchol.

L’estimation du rendement en saponosidgsermis d’obtenir un taux plus élevé de

25% pour Satureja calamintha.
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Conclusion générale

L’étude de Dl’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer et celle du
piégeage de radical libre DPPH des extraits méthanaicagueux et des fractiosacétate
d’éthyle et n-butanol correspondant aux deux espéces étudiées a montré que tous nos extraits
possédent un pouvoir antioxydant modéré en particulier les extraits organiques méthanoliques

et la fraction d’acétate d’éthyle.

Il est a noter que le pouvoir réducteur derkxtfon d’acétate d’éthyle de Satureja
calamintha est largement supérieur par rapport aux autres extraits, mais nettement inférieur a

celui de I’acide ascorbique.

D’autre part, I’étude du pouvoir antioxydant de nos extraits par la méthode de
piégeage du radical libre DPR#Est montré modérée dont les valeurs desdGont classées
dans I’ordre du pouvoir antioxydant suivant :fraction d’acétate d’éthyle Satureja calamintha
(1,804) > extrait aqueux de Satureja calamintha (1,876) > extrait méthanolique de Satureja
calamintha (2,075} fraction d’acétate d’éthyle de Ajuga iva (2,920) > fraction n-butanol de
Satureja calamintha (6,066) > extrait méthanolique de Auga iva (6,36) > fraction n-butanol

de Ajuga iva (8,125) > extrait aqueux de Ajuga iva (24,71).

La comparaison de ces valeurs avelt: de 1’antioxydant standard, 1’acide ascorbique
(0,134), nous a permige déduire que le pouvoir antioxydant densemble des extraits testés

est plus faible que celui de I’acide ascorbique.

Par ailleurs, 1’étude du pouvoir antifongique des extraits méthanolique et aqueux des
deux plantes vis-a-vis de trois souches mycéliennes a permis de visualiser une action

inhibitrice plusintéressante de 1’extrait méthanolique par rapport a 1’extrait aqueux.

Il est a signaler que 1’action de 1’extrait méthanolique de Ajuga iva est plus importante
sur Aspergilusflavus (92,5%)et Fusarium oxysporum (70,5%), alors que, la souche
Cladosporium Herbarig’est montrée plus sensible vis-ais de 1’extrait méthanolique de

Satureja calamintha (67,94%) que celui de Ajuga iva .

En ce qui concerne le pouvoir antibactérien par la méthode de diffusion de disque des
extraits méthanolique et aqueux des deux plantes, nos résultats montrent que toutes les
souches bactériennes testées sont plus au moins résistantes. On peut déduire que nos extrait:

sont faiblement actifs sur les souches bactériennes testées.

82



Conclusion générale

Les espéces Satureja calamintha et Aluga iva sont riches en métabetitexdaires,
une exploitation de leurs propriétés antioxydante et antimicrobienne implique une recherche

plus poussée de ses principes actifs.

Un travail complémentaire s’impose en vue d’identifier les différentes molécules en
particulier les composés phénoliques présents dans les extraits bruts secs et les flavonoides
isolées des fractionacétate d’éthyle et n-butanol et les purifier en utilisant diverses
techniques chromatographiques notamment la chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) et des méthodes spectrglesr 1’¢lucidation structurale.

Evaluer et tester les différentes molécules isolées in vivo sur différents modeles
biologique en vue de les utiliser a des fins thérapeutiques et de conservation des produits

destinés a la consommation.
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Annexe A: Tests phytochimiques

Epuisement du matériel végétal avec de I’eau a chaud

50g du matériel végétal en poudre
+
300ml d’eau chaude

Reflux pendant 1h

Filtratior -

v v l
5ml de filtrat 2ml de filtrat 1ml de filtrat +
+solution Nacl saturée + peu d’eau Iml d’eau +1a2goutte

Chauffer au bain-Marie agitation forte Fecl3 dilué
Réz‘lrctif d’amidon écume persistante l
(en 20 min)

Coloration bleue-violacée i coloration verte foncée

l Saponosides ou bleue-verte
Amidon

1g du matériel végétal _
Tanins

+10ml KOH (0,5N) +1ml H202( 5%)
Bouillir guelques min et filtrer

Acidifier aIec CH3CO2H

Extraire la solution acide avec 10ml de toluént
+5ml de NH4OH a I’extrait de toluéne
Agitation
Coloration rouge au, niveau de la couche alcaline

Anthr}quinones



Annexe B : Tests phytochimiques

Epuisement du matériel végétal aved’éehanol

50g du matériel végétal 300ml d’éthanol

Reflux pendant 1h

Filtration

l

!

25ml solution +15ml HCI 10% ( reflux 30min)
Refroidissement et extraction 3 fois avec 15ml

d’etherdiethylique

+2a3goyttes FeCl3 dilué

'

1ml de filtrat 5mi de filtrat

+oml d’eau +1ml HCl cc.

+0,5g de tournure

de Mg
: . Coloration
sol. Extractive sol. aqueuse acide
Coloration rose ou
étherique . )
l l rouge en 3min
dosageNaOH

¢ ¢ ) J . Bleue-noire verte ou

rage de couleur a
8ml de sol 5mlde sol cc différents pH bleue-
réaction  résidu+1ml d’H20 verte Flavonoides
Borntrager

% vol témoin *%vol+0,5ml
NH40H10%
Teinte vive variant de
L’orangé au violet pourpre
Influorescence intense  Coumarines
v
l

Anthracénosides Anthocyanosides

Tanins galliques

Tanins catéchiques

40ml d’extrait éthanolique cc.
+10ml HCI (10%)
Chauffage au bain-Marie
Filtration

+NH40H10%(jusqu’apH=9)

Extraire a I’etherdiéthylique

l

Concentrer a sec

Dissoudre le résidu

dans 1ml de HCI(2%)

|
v v

0,5ml de sol. 0,5mide sol.
+ Réactif Mayer + réactif

l Wagner
Précip.blan précip.brun

Alcaloides sels

'

10ml d’extrait éthanolique évaporé a sec

l

Résidu

+10ml CHCI3 0,5ml CHCI
Filtration +0,5ml anhydre

+5ml d’anhydride acétiqueacétique

1ml de filtrat
+2ml eau distillée

+20gouttes de liqueur
de Fehling

Chauffpge

Précipité rouge brique

+glques gouttes réaction di Composés

de HSO, Liebermann - réducteurs
agitation Burchart

vert-bleu (Hétéroside .stérolique)

coloration ou ver} -violet

Violacée fugace Hétéroside triterpénique

virant au vert
(max.d’intensité

en 30min. a21°C)

Stérols et Stéroides

SaxauUuy
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Annexe C: Tests phytochimiques

Epuisement du matériel végétal aved’deher diéthylique

50g du matériel végétal en poudre

+
300ml déther diéthylique

Reflux pendant 1h

10ml de solution
évaporée

Résidu+1ml| NHOH

Réaction de Borntrager

l

Teinte vive
Variant de
I’orangé-rouge

au violet pourpre

|

Alcaloides base

Filtratien l

20ml de solution 20ml de solution
concentrée ethérique cc
l Résidu + Alcool
Résidu+ alcool l
l Solution alcoolique
solution alcoolique le résidu gras saponifie
l (hydrelgse présence d’une
Concentration a sec base soude ou potasse)
| |
Huiles volatiles Ajouter un peu

d’eau extraire la
solution avec 1’éther

diéthylique

Concentrer a sec

|

Ac.gras
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Annexe D :Schémal’extraction des flavonoides

2,5¢g de poudre de feuilles
+ 25ml de MeOH
Agitation magnétique / 30min

Apres 24 h a +4°C

Extrait
méthanolique

Evaporétion asec

Résidus sec

Extraction par AcOEt(2X)

Eau bouillante/ AcOEt (v/v)|repris par le MeOH

v Extrait | N .
Dosage des phénols totaux

brut v Dosage des flavonoides

Activités antimicrobienne,
antioxydante (DPPH, FRAP)

A 4

Phase aqueuse

Evaporation, extraction par n-BuOH(2X)
(Phase aqueuse/n-BuOH) ;(v/v)

| |

Phase d’acétate d’éthyle Phase butanolique

e e gy =

CC™M

Phase aqueuse

Activité antioxydante ( DPPH, FRAP)
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Annexe E: Rendement (%) en extrait bruts méthanolique et aqueux (g/100g de la matiére
seche) des espéces étudiées.

Plante Extrait Rendement (%)
. . Méthanolique 8,58
Satureja calamintha
Agueux 6,43
_ , Méthanolique 22,19
Aluga iva
Agueux 25

Annexe F: Valeurs de I’absorbance pour la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Concentration
en (mg/ml) | 0,015625| 0,01875| 0,03125| 0,0375| 0,0625| 0,075 0,1 0,125
0,122 0,203 0,313 | 0,398 | 0,644 | 0,726 | 1,025 1,380
Absorbance a| 0,159 0,202 0,308 | 0,406 | 0,578 | 0,764 | 1,036 1,240
765nm
0,177 0,193 0,327 | 0,401 | 0,644 | 0,805| 1,045 1,260
Moyenne de | 0,1526 | 0,1993| 0,316 | 0,4016| 0,622 | 0,765 | 1,03533| 1,2933
I’absorbance

Annexe G Valeurs moyennes de 1’absorbance de la courbe d’étalonnage de la catéchine.

Concentration en

(mg/ml) 4,637 9,274 | 13,911| 18,548 | 23,185| 27,822| 32,459 | 37,096
Moyenne de 0,09 | 0,186 | 0,264 | 0,408 | 0,493 | 0,632 | 0,738 | 0,933
I’absorbance a 515 nm

Annexe H: Rendement (%) en tanins des deux espéces étudiées.

Plantes Rendement(%)
Satureja calamintha 3,96
Aluga iva 1,648

Annexe |: Rendement (%) en saponosides des espéces étudiées.

Plantes Rendement (%)
Satureja calamintha 1,264
Aluga iva 0,316
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Annexe J: Pourcentage de réduction de 1’absorbance du DPPH en fonction des

concentratiods 1’acide ascorbique.

Concentration de 0,0125| 0,025 | 0,05 0,1 0,2 0,3
I’acide ascorbique en
(mg/ml)
DO moyenne 0,824 | 0,769 | 0,720 | 0,578 | 0,229 | 0,0315
% de DPPH a 515nm | 12,15 | 17,96 | 23,24 | 38,37 | 75,58 | 96,64

Annexe K: Pourcentage de réduction de I’absorbance du DPPH en fonction des
concentrations des extraits méthanolique, AcOEt, BUOH et aqueux de
Satureja calamintha

Concentration DO(valeurs % de
Plante Extraits de Pextrait en moyennes) réduction du
(mg/ml) DPPH
5 0,047 93,25
4,82 0,219 87,49
2,25 0,419 57,66
Méthanolique 1,5 0,480 41,25
0,602 0,564 18,76
0,301 0,602 13,5
0,289 0,677 10,52
0,15 0,700 8,58
5,58 0,022 91,25
4,74 0,092 82,98
AcOEt 3,91 0,176 74,2
1,95 0,317 48,32
0,83 0,438 41,34
0,41 0,684 20,12
Satureja calamintha 10,76 0,150 81,45
10,04 0,182 77,50
7,17 0,396 51,05
5,38 0,408 43,56
n-buOH 3,58 0,530 34,48
2,51 0,581 28,18
1,79 0,585 27,68
1,004 0,661 18,29
0,66 0,694 14,21
4,624 0,052 91,66
3,083 0,087 69,44
Aqueux 2,466 0,380 64,09
1,387 0,437 45,08
0,46 0,514 25,72
0,18 0,584 19,35
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Annexe L : Pourcentage de réduction de 1’absorbance du DPPH en fonction des

concentrations des extraits méthanolique, AcOEt, BUOH, et aqueux de Auga iva.

Concentration i .
Plante Extraits de Pextraiten | DOlValeurs | 9% de réduction

(mg/mi) moyennes) du DPPH
4,48 0,195 71,9
12,73 0,096 86,35
14,85 0,079 88,76
Méthanolique 6,78 0,360 48,12
3,819 0,461 33,57
2,121 0,549 20,89
0,84 0,580 16,42
0,59 0,583 15,99
6,33 0,123 89,10
4,22 0,325 72.8
3,165 0,437 49,59
. . AcOEt 2,11 0,452 47,86
Aluga iva 1,688 0511 4106
0,94 0,633 25,02
0,422 0,755 12,91
21,45 0,088 88,4
17,12 0,125 81,7
14,26 0,148 70,09
n-buOH 7,13 0,244 54,38
4,28 0,371 38,79
2,14 0,620 23,36
1,42 0,669 17,3
46,3 0,141 84,40
34,725 0,351 61,17
23,15 0,503 44,35
Aqueux 18,89 0,514 43,14
10,4175 0,640 29.20
5,7875 0,687 24,00
3,4725 0,728 19,46
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AnnexeM : les valeurs de 1’absorbance de la courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique

selon la méthode de FRAP.

Concentration de 05 | 025 | 0,125|0,06125| 0,03125| 0,01562| 0,00781
I’ac.ascorbique(mg/ml)
DO moyenne 2 749| 2.575| 2.113| 1.253 | 0,658 | 0,409 | 0,196

Annexe N Valeurs de I’absorbance en fonction de différentes concentrations des

extraitsr(éthanolique, acétate d’éthyle, butanolique) de Satureja calamintha

selon la méthode de FRAP

) Densité optique

Concentrations i i i :

(mg/ml) Extrait Fraction Fraction n- Extrait
MeOH AcOEt BuOH aqueux

2,5 0,484 1,215 0,37 0,111

1,25 0,223 0,59 0,165 0,045

0,625 0,105 0,226 0,106 0,024

0,3125 0,048 0,163 0,055 0,013

0,15625 0,021 0,096 0,035 0,008

AnnexeO : Valeurs de I’absorbance en fonction de différentes concentrations des

extraits (méthanolique, acétate d’éthyle, butanolique) de Ajuga iva selon

la méthode de FRAP.

_ Densité optique
Concentrations : : . :
(mg/ml) Extrait Fraction Fraction n- Extrait
MeOH AcOEt BuOH aqueux
S 1,076 1,18 0,51 0,028
2,5 0,485 0,537 0,247 0,018
1,25 0,215 0,235 0,07 0,012
0,625 0,1 0,112 0,077 0,007
0,3125 0,02 0,059 0,048 0,005




Annexes

Annexe P. Pourcentage d’inhibition de 1a Nystatine et les extraits méthanolique et aqueux

de Satureja calamint#tajuga iva relatif aux différentes souches fongiques.

Espece Souches| A, flavus F. oxysporum | C.herbarum
Extrait
_ MeOH 87,5 66,66 67,94
Satureja
calamintha Extrait
aqueux 2,5 25,64 0
Extrait
MeOH 92,5 70,51 41,02
Ajuga iva
Extrait
aqueux 5 2,56 0
Nystatine 100 100 100

AnnexeQ : Diametre (mmMYes zones d’inhibition de 1I’antibiotique et du DMSO relatif

aux différentes souches bactériennes.

Souches étudiées Ciprofloxacine DMSO
(5ug/disque)

Escherichia coli 25 6
Enterococcus feacalis 25 6
Staphylococcus aureus 19 6

Bacillus cereus 29 6

Annexe R: Moyennes des diametres des zodiéshibition des différentes souches en

présence des extraits aquetuméthanoliques de Satureja calaminghAjuga iva

Saturejacalamintha Ajuga iva
Extrait MeOH | Extrait aqueux | Extrait MeOH Extrait aqueux
E. coli 7 10 7 8
E.feacalis 6 8 6 7
S. aureus 7 6 6 6
B. cereus 6 7 6 6




Résumeé

L’étude des espéces Satureja calamintha et Aluga iva appartenant a la famille des Lamiacea supain screening
phytochimique visant a caractériser les différentes familles de compasgéigues contenus dans les feuilles, puis
I’extraction sélective des classes dont le test est positif. Deux extraits bruts secs ont été préparés a partir de ces deux
espéces 1’'un organique méthanolique, 'autre aqueux. Les rendements sont de l’ordre de 8,58% et 22,19%
respectivement pour Satureja calaminghd’environ 6,43% et 25% respectivement pour Ajuga iva.

Le dosage des phénols totaux et des flavonoides effectués sur ces laxtigitsit été déterminés a partir des courbes
d’étalonnage d’acide gallique et catéchine respectivement. Le rendement en tanins est supérieur a celui des saponosides

dans les feuilles des deux espéeces.

L’analyse par CCM des fractions de flavonoides et des tanins a permis de révéler la présence de la rutine, la catéchine et
I’hydroquinone dans les feuilles de Satureja calamintha, et la quercétine, la catéchine le résorcinol et le pyrogallol dans
les feuilles deAjuga iva.

L’évaluation de ’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer (FRAP) et celle du piégeage de radécal lib
DPPH des extraits méthanolique et aqueux et des fractions d’acétate d’éthyle et n-butanol a montré que 1’ensemble de

nos extraits possedent un pouvoir antioxydant modérgaeiulier les extraits méthanolique et la fraction d’acétate
d’éthyle. Par ailleurs ’extrait aqueux de Satureja calamintha a présenté une remarquable activité vis-a-vis du radical
libre DPPH.

L’effet antifongique des extraits méthanoliques des deux plantes est plus important que celui de 1’extrait aqueux. Par
ailleurs, nous avons constaté que les extraits méthanoliques et aqueux dentefdibactifs sur les souches
bactériennes.

Mots clés Satureja calaminthajuga iva, étude phytochimique, composés phénoliques, flavonoides,ipouvo
antioxydant, pouvoir antimicrobien.

Abstract

The study on species Satureja calaminta and Ajuga iva, belong tatfiedeae family on a phytochemical
screening tacharacterizing the different families of chemical compounds in the leavesldition to the selective
extraction of classes when the test is positive.Two dry methanolic aedusjextracts were prepared from these two
species. Yields are respectively 8,58% and 22,19% for Satureja calamintha&,48% and 25% respectivelgr
Auga iva
Total phenols and flavonoids content of the dry extracts were detertwngmphic display of gallic acid and catechin
respectively. The yield of tannins was higher than that of saponihe Irdves of the two species.
Analysis of flavonoids and tannins extracts by thin layeowrifatography allowed us to reveal the presence of rutin,
catechol and hydroquinone in the leaves of Satureja calamintha. Withieatres of Ajuga iva quercetin, catechol,
resorcinol, and pyrogallol were identified.
The antioxidant activity of organic and aqueous extracts, ethyl acetate frawtidoutanolic fraction were evaluated
using two different methods, namely ferric reducing pol"&AP) and free radical scavenging activity (DPPH). The
results showed that the various extracts have moderate activity, particolathyanolic and ethyl acetate extracts.
Besides the aqueous extracts of Satureja calamintha presented an average potent&alibdRidavenging.
The antifungal activity of the methanolic extracts of the two specie®is important than aqueous extract. Moreover,
the methanolic and aqueous have lower activity towards bacterial species.

Key words: Satureja calaminthajuga iva, phytochemical study, phenolic components,flavonoids, ardiotxid
power, antimicrobial power.
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