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Résumé

Ajuga iva, également appelée "chendgoura”, est une plante médicinale de la famille des
Lamiacées, couramment utilisée dans la médecine traditionnelle algérienne. Notre étude a pour
objectif de caractériser la composition chimique et d'évaluer I'activité antioxydante des extraits
bruts de cette plante récoltée dans deux régions distinctes, Khenchela (EEK) et Oum EI Bouaghi
(EEO). Une variation de rendement a été observee, le meilleur étant enregistré pour I'extrait EEK
avec 13,48 %. Le criblage phytochimique a révélé la présence de divers métabolites secondaires
tels que les composés phénoliques, les composés réducteurs, les saponines, les terpénoides et les
stéroides. L'estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides a été réalisée a
l'aide des méthodes de Folin-Ciocalteu et de trichlorure d'aluminium, respectivement. Les
résultats ont indiqué que les extraits des deux plantes contiennent des quantités moyennes de ces
composés, la meilleure teneur étant enregistrée pour I'extrait EEO (25,69 + 0,59 ug EAG/mg E et
16,63 + 0,08 ug EQ/mg E, respectivement). L'activité antioxydante des extraits a été évaluée par
la méthode de piégeage du radical libre DPPH, en utilisant I'acide ascorbique comme standard.
Les résultats ont montré que les deux extraits présentaient des activités inhibitrices similaires,
avec des valeurs d'ICso de 3,07 = 0,014 pg/mg (EEO) et 3,96 + 0,036 ug/mg (EEK). En effet,
Ajuga iva présente des propriétés antioxydantes acceptables qui pourraient étre recommandées

en biotechnologie.

Les mots clés: Ajuga iva, criblage phytochimique, polyphénols, flavonoides, Activités

antioxydante.
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Abstract

Ajuga iva, also called "chendgoura,” is a medicinal plant from the Lamiaceae family, commonly
used in traditional Algerian medicine. Our study aims to characterize the chemical composition
and evaluate the antioxidant activity of crud extracts from these plant harvested in two distinct
regions, Khenchela (EEK) and Oum EI Bouaghi (EEO). A variation in yield was observed, with
the best being recorded for the EEK extract at 13.48%. Phytochemical screening revealed the
presence of various secondary metabolites such as phenolic compounds, reducing compounds,
saponins, terpenoids, and steroids. The quantitative estimation of total polyphenols and
flavonoids was carried out using the Folin-Ciocalteu and aluminum chloride methods,
respectively. The results indicated that the extracts of both plants contain average amounts of
these compounds, with the highest content recorded for the EEO extract (25.69 = 0.59 ug
GAE/mg E and 16.63 + 0.08 ug QE/mg E, respectively). The antioxidant activity of the extracts
was evaluated using the DPPH free radical scavenging method, with ascorbic acid as the
standard. The results showed that both extracts exhibited similar inhibitory activities, with
ICsovalues of 3.07+0.014 pg/mg E (EEO) and 3.96+£0.036 pg/mg E (EEK). Indeed, Ajuga iva

exhibits acceptable antioxidant properties that could be recommended in biotechnology.

Keywords: Ajuga iva, phytochemical screening, polyphenols, flavonoids, antioxidant activities.
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Introduction

Introduction

Le stress oxydant, caractérisé par un désequilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants
(déficit en antioxydants ou surproduction de radicaux libres), est impliqué dans de nombreuses
pathologies humaines, notamment l'inflammation, le cancer, les maladies cardiovasculaires,
I'arthrite rhumatoide et le diabete. Partout dans le monde, les plantes aromatiques et médicinales
ont toujours joué un réle important dans l'alimentation, la médecine traditionnelle et l'industrie
(Ben Hassine et al., 2011).

Les plantes médicinales, source inépuisable de composés bioactifs, présentent une grande
diversité d'activités biologiques et pharmacologiques. L'OMS estime que plus de vingt mille
especes végétales sont utilisées a travers le monde. En Afrique, elles sont souvent les seuls
remedes disponibles, utilisés par les guérisseurs traditionnels pour traiter plus de 90% de la
population. 11 est donc essentiel d'étudier ces plantes et d'établir une base scientifique pour leur
utilisation (Sofowora, 2010).

L'activité biologique des plantes est principalement due a la synthese de métabolites
secondaires tels que les composés phénoliques, les alcaloides et les terpenoides Ces composeés
possedent des propriétés analgésiques, antifongiques, anticancéreuses, anti-inflammatoires et
antivirales, ainsi qu'une activité antioxydante (capture de radicaux ou chélation des métaux)
(Kabera et al., 2014).

L'Algérie, riche en biodiversité, abrite plus de 3000 especes végétales, dont 15% sont
endémiques. De nombreuses plantes aromatiques et médicinales, notamment les Lamiacées,
riches en composeés bioactifs, sont couramment utilisees (Mouheb et al., 2018). Les Lamiaceae,
une famille cosmopolite, comptent environ 236 genres et entre 6900 et 7200 espéces (Tamokou
et al.,, 2017). En Algérie, les Lamiaceae, avec 27 genres, sont une famille majeure, certains
genres étant difficiles a identifier en raison de leur grande variabilité (Quezel et Santa, 1963). Le

genre Ajuga est I'un des plus importants dans la famille des Lamiaceae.

Dans ce contexte, l'objectif principal de ce travail est de caractériser la composition
chimique et d'évaluer l'activité antioxydante des extraits bruts de la partie aérienne d'Ajuga. iva
récoltée dans deux régions distinctes, Khenchela et Oum EI Bouaghi. Pour cette étude, nous

allons procéder en deux parties principales.

.



Introduction

= La premiere partie, consacrée a I'étude bibliographique, comprend trois chapitres. Le
premier présente la plante médicinale A. iva, sa composition en principes actifs et
leurs activités biologiques. Le deuxieme chapitre traite des métabolites secondaires
et de leur importance, tandis que le dernier chapitre se concentre sur le stress
oxydatif.
= La deuxiéme partie, expérimentale, est divisée en deux chapitres.
- Le premier décrit les méthodes et techniques utilisées, notamment :
v' La méthode de I’extraction et la préparation de I'extrait éthanolique;
v’ L’évaluation qualitative par un screening phytochimique ;
v' La détermination des teneurs en composés phénoliques (phénols totaux,
flavonoides) ;
v’ L'évaluation du pouvoir antioxydant en utilisant le test de DPPH.
- Le deuxieme chapitre présente les résultats obtenus et leur discussion.

= Cette étude se conclut par une conclusion générale des résultats, suivie de

perspectives futures.
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Chapitre | Ajuga iva

I. Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des végéetaux utilisés en médecine en raison de leurs pro-
priétés thérapeutiques, contenant des substances chimiques actives a des fins pharma-
cologiques. Elles sont classées en trois catégories selon leur validation clinique, leur
soutien par les pharmacopées et la médecine traditionnelle, ou leur utilisation traditionnelle
sans preuves cliniques. Ces plantes sont des sources précieuses de molécules pour la re-
cherche de nouveaux médicaments, contenant des substances comme les alcaloides, les hé-
térosides, les mucilages et les saponosides (Chabrier, 2010; Zeggwagh et
al.,2013 ; Gurib-Fakim .2006 ; Sofowora, 2010).

Il. Ajuga iva

Le nom Ajuga vient du latin « jugum », signifiant "joug", avec le suffixe "a" indiquant
I'absence de joug, en référence a I'absence de lévre supérieure de la corolle. Le nom féminin

latin iva a été utilisé pour la premiere fois pour cette plante.

Le genre Ajuga comprend environ quarante a cinquante especes de plantes herbacées et
vivaces (Diafat, 2018). Ce genre, qui fait partie des 266 genres de la famille des Lamiaceae,
comprend au moins 301 especes avec de nombreuses variations (Israili et Lyoussi, 2009).
Coll et al. (2008), mettent en avant I'importance médicinale du genre Ajuga, dont la plupart
des espéces sont employées en médecine traditionnelle et moderne (Judd et al., 2002). Elles

sont souvent utilisées comme remede antidiabétique (EI Hilaly et al., 2004).

Ajuga lva connu par leur nom commun de Chendgoura ou shendghoura dans plusieurs
pays dans I'Europe et le nord d'Afrique et en particuliére les régions d'Algeérie (EI Hilaly et
al., 2004).

I1.1. Description botanique de la plante

Plante vivace, rampante et velue, dégage une odeur musquée, un gout ameret, mesure de
5 a 20 cm de haut. Ses tiges fleuries dés la base portent de nombreux rameaux garnis de
feuilles denses, entiéres ou dentées. Les fleurs, généralement roses (rarement blanches ou jau-
natres) et plus courtes que les feuilles, mesurent 18 a 24 mm de long avec un lobe terminal
large et échancré (Taleb-Senouci et al., 2009). Les graines oblongues, avec un hile proémi-
nent, sont finement réticulées et alvéolées caractérisées par un couleur marron (El Hilaly,

2007; Beloued, 2014). La floraison se produit de mars a juin (Lamnouer, 2005).

-
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Figure 1 : La plante d’Ajuga. lva (Bendif, 2017).

11.2. Dénomination de la plante

Les noms de cette plante varient selon la langue et la région (Hdichambis et al., 2007 ;
Tahraoui et al., 2007).

Nom en Arabe: Mesk elgobour.

Nom en Bébere: Chendgoura, chkentura.

Nom en Francais: Bugle musquée, ivette musquée.
Nom en Anglais: Musky Bugle.

Nom en ltalien: Iva moscada.

YV V V V V V

Nom en Espagnol: lva, iva menor, iva moscada.
11.3. Systématique de la plante

La classification et la taxonomie botanique de la plante ont été établies selon Quezel et
Santa (1963); Ghedira et al. (1991) ; Halimi (2004), est représenté dans le tableau 1 sui-

vant :
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Tableau 1 : Classification et taxonomie botanique d’4juga. iva

Taxonomie Description
Régne Plantae
Sous-régne Viridaeplantae

Infra-régne
Embranchement
Sous-embranchement
Classe
Sous-classe
Ordre
Famille
Sous-famille
Genre

Espéce

Streptophyta
Spermatophyta(Angiospermae)
Angiospermes
Dicotyledones
Magnoliidae
Lamiales/tubiflorae
Lamiaceae/Labiatac
Ajugoideae
Ajuga

Ajuga iva (L) Schreb

11.4. Répartition géographique

Le genre Ajuga est présent dans les régions tempérées du monde, notamment en Eu-

rope, en Asie, en Australie, en Amérique du Nord et en Afrique (Cai et al., 2009 ; Qing et al.,

2017). Elle est répandue dans la région méditerranéenne, ainsi qu'en Afrique du Nord et de

I'Est (Lamnouer, 2005 ; El Hilaly, 2007).

En Algérie, cette plante a tiges, caractérisée par une floraison limitée au sommet, est pré-

sente dans les pelouses, les foréts de basse montagne et les rocailles (Quezel et Santa, 1963 ;

Beloued, 2014).
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I1.5. Etude comparative entre les deux régions
11.5.1. Situation géographique

* Khenchela : Cette région est entourée par les montagnes de I'Aurés, ce qui lui confére un
paysage spectaculaire. Elle est située a environ 200 km au sud-est d'Alger. La ville de

Khenchela est perchée a une altitude d'environ 1 000 métres.

* Oum EI Bouaghi : Cette région est plus plate et s'étend sur une vaste superficie, a environ
400 km au sud-est d'Alger. Elle est située a une altitude plus basse, ce qui influence son cli-

mat et sa végétation.
11.5.2. Climat

* Khenchela : Le climat est caractérisé par des hivers rigoureux, avec des températures pou-
vant descendre en dessous de zero, et des chutes de neige fréquentes. Les étés peuvent attein-
dre des températures élevées, mais l'air est souvent plus frais grace a l'altitude. Les précipita-

tions annuelles peuvent atteindre 600 mm, surtout en hiver.

* Oum EIl Bouaghi : Le climat est plus sec, avec des températures estivales pouvant dépasser
les 40 °C. Les hivers sont plus doux, mais les précipitations annuelles sont généralement

autour de 300 mm, concentrees principalement en automne et au printemps.
11.5.3. Contrastes

* Khenchela : Le contraste entre les montagnes, les vallées verdoyantes et les plateaux peut
créer des microclimats différents. Les paysages sont souvent dramatiques, avec des gorges et

des ravins.

* Oum EIl Bouaghi : Les paysages sont plus uniformes, avec de vastes champs cultivés et des

zones semi-arides. Les variations de terrain sont moins prononcées.

11.5.4. Sols

* Khenchela : Les sols y sont souvent riches en matiere organique, surtout dans les vallées, ce qui

favorise l'agriculture. Les sols montagneux peuvent étre plus acides et moins fertiles.

* Oum EI Bouaghi : Les sols sont généralement argileux et moins riches, adaptés a la culture de céré-

ales comme le blé et I'orge, mais moins propices a la culture de légumes ou de fruits.
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11.5.5. Plantes

* Khenchela : On y trouve des foréts de coniferes, des chénes-liéges, et une variété de plant-
es médicinales et aromatiques. La diversité florale est plus riche en raison des conditions cli-

matiques variées.

* Oum EI Bouaghi : La végétation est dominée par des herbes et des buissons résistants a la

sécheresse. Des especes comme I'armoise et le thym sont courantes.
11.6. Composition chimique de la plante

Les espéces du genre Ajuga sont largement étudiées en raison de leurs utilisations médi-
cinales. Les recherches ont montré que les principaux métabolites secondaires sont les flavo-
noides et les tanins, présents en grande quantité (El Hilaly et al., 2004 ; Chenni et al., 2007).
Selon Bennaghmouch et al. (2001) ont extrait de I'espece Ajuga Iva sept flavonoides agly-
cones, notamment la quercétine, la lutéoline, le chrysoériol, la 5,5-dihydroxy-7,4'-
diméthoxyflavone, la 5,7-dihydroxy-4',5'-diméthoxyflavone, I'apigénine et la naringénine. On
y trouve aussi des anthocyanes, des acides phénoliques et d'autres composés, en particulier la
caféine (acide caféique, acide chlorogénique) et I'ajugarine (Belouad, 2001 ; Halimi, 2004).
L'Ajuga iva contient également des diterpénoides (clérodane), des iridoides et des sapono-
sides. De plus, elle est riche en fer, en lipides, en protéines et en eau (Ben Jannet et al., 2000
; Chenni et al., 2007).

11.7. Utilisation thérapeutique d'A. iva

Le genre Ajuga est d'une grande importance medicinale. Il est utilisée dans la médecine
traditionnelle du monde entier pour traiter des maladies telles que la goutte, les rhumatismes,
le paludisme, l'asthme et les troubles gastro-intestinaux (Israili et Lyoussi, 2009 ; Zerroug,
2011 ; Sivanesan et al., 2016).

En Algérie, la médecine traditionnelle utilise la partie aérienne d'Ajuga iva pour soigner
de nombreux problémes de santé, comme le diabete, les troubles digestifs, I'entérite, la sinu-
site, les maux de téte, les rhumatismes, la goutte, I'asthme, le paludisme, les ulcéres. Elle est
également employée pour ses effets antibactériens et coupe-faim (Halimi, 2004 ; Chenni et
al., 2007 ; Taleb-Senouci et al., 2009).

En Afrique du Nord, les plantes du genre Ajuga sont traditionnellement utilisées pour trai-

ter le diabéte, I'hypertension, les troubles gastro-intestinaux et comme vermifuge (lIsraili et

-
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Lyoussi, 2009). En Afrique de I'Est, ces plantes servent a traiter la fievre, les maux de dents,
la dysenterie et I'hypertension. Dans la pharmacopée chinoise, elles sont réputées pour leurs
propriétés diurétiques et vermifuges (El-Hilaly et al., 2004 ; Halimi, 2004). A. iva est fré-
quemment utilisé en application locale pour traiter les rhumatismes, agir comme antiseptique
et favoriser la cicatrisation. En macération ou en infusion, il aide a éliminer les parasites du
cuir chevelu. Cependant, il est important de noter que elle peut étre toxique, et son utilisation
doit donc étre prudente (Kaddem, 1999).

L'A. iva possede de nombreuses propriétés scientifiquement prouvées. Il agit comme un
antioxydant (Taleb-Senoucia et al., 2009). Il a été démontré que les iridoides présents dans
I'Ajuga iva peuvent jouer un role significatif dans la réduction du stress oxydatif induit par le
cholestérol alimentaire, ce qui pourrait étre bénéfique pour la prévention et/ou le traitement

précoce de I'hypercholestérolémie (Bouderbala et al., 2010).
11.8. La toxiciteé de la plante

L'étude a révélé que I'Ajuga. iva n'avait aucun impact sur la glycémie des personnes en
bonne sante, mais qu'elle avait un effet hypoglycémiant chez les personnes atteintes de dia-
béte (EL Hilaly et al., 2004).

La dose létale mediane (DLso) par voie orale est supérieure a 14 g/kg de poids corporel,
tandis que par voie intrapéritonéale, elle est d'environ 3,6 g/kg de poids corporel. Un traite-
ment chronique allant jusqu'a 600 mg/kg de poids corporel n'a pas d'effets néfastes sur les
parametres biochimiques et hématologiques. L'analyse histologique des organes vitaux révele
des structures anatomiques et morphologiques normales (EI Hilaly et al., 2007). Les résultats
des DLso suggérent que les flavonoides d'Ajuga iva sont relativement non toxiques, méme a

des doses élevées (Bennaghmouch et al., 2001).

-
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l. Généralités

La plante est le lieu d'une activité métabolique intense qui aboutit a la création de
nombreux principes actifs. Ce processus métabolique est intrinséque a la vie de la plante, lui
permettant de développer un métabolisme spécifique pour synthétiser des substances variées,
telles que les métabolites primaires et secondaires (Kansole, 2009). Elle synthétise de
nombreux composés essentiels a leur survie. Certains, appelés métabolites secondaires, ne
sont pas directement issus de la photosynthése mais résultent de réactions chimiques
ultérieures (Chalander, 2000).

Les métabolites secondaires sont des composés phytochimiques non directement
impliqués dans les processus vitaux de bases comme (la croissance, la division cellulaire, la
respiration. la photosynthese, reproduction), contraire mentaux métabolites primaires
(Labbani, 2021). Elles sont caractérisées genéralement par de faibles concentrations dans les
tissus végétaux (habituellement quelques pourcents du carbone total, la lignine étant exclue)

(Newman et Cragg, 2012).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Amara et Melouk, 2016).
Il existe plus de 200000 métabolites secondaires sont classés selon leurs structures chimiques
(Labbani, 2021).Ces molécules, produites en petites quantités, présentent une diversité
structurale remarquable et sont spécifiques d'une espéce, d'une famille ou d'un genre de
plante, ce qui permet parfois de définir une taxonomie chimique (Donatien, 2009).
Ils appartiennent a des groupes chimiques variés : alcaloides, terpénes et composés

phénoliques (Macheix et al., 2005).
I1. Classification des métabolites secondaires

La classification des métabolites secondaires repose sur leur structure chimique, leur

composition, leur solubilité dans différents solvants ou leur voie de synthese.
Le systéeme de classification principal comprend trois grandes classes:

» Les composés phénoliques.
> Les terpénes.

> Les alcaloides.

-
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Pour chaque classe, on trouve des sous-classes avec une complexité structurelle (Justin et al.,
2014).

I1.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques, également appelés polyphénols, constituent une vaste
famille de substances végétales, avec plus de 8 000 composés connus. Ces composes sont
caractérises par la présence d'au moins un cycle aromatique porteur d'un ou plusieurs groupes
hydroxyle (OH). En raison de leur liaison fréquente avec des sucres sous forme de glycosides,
les composés phénoliques sont généralement solubles dans I'eau et se trouvent principalement
dans les vacuoles cellulaires (Harborne, 1973).Les principales classes de composés
phénoliques comprennent les acides phénoliques (comme l'acide caféique, I'acide
hydroxycinnamique et I'acide chlorogénique), les flavonoides (qui représentent plus de la

moitié des polyphénols), les tanins et les coumarines (Tapieroh et al., 2002).

Les polyphénols sont largement répandus dans le regne végétal, se trouvant dans les
racines, les feuilles, les fruits et I'écorce. La couleur, I'ardbme et l'astringence des plantes
dépendent de la concentration et de la transformation des phénols. Dans la nature, ces
composés sont généralement liés sous forme d'esters ou, plus communément, d'hétérosides
(Walton et Broun, 1999).lls sont synthétisés en réponse a des facteurs de stress
environnementaux et physiologiques tels que les agents pathogénes, les attaques d'insectes,

les rayons UV, les basses températures et les blessures (Khoddami et al., 2013).
11.1.1 Classification des composés phénoliques
11.1.1.1. Acide phénolique et les phénols simples

A. Acides hydroxycinnamiques

Dérivent de I'acide cinnamique et ont une structure générale de base de type Ca Cavec
une double liaison dans la chaine latérale qui peut avoir une configuration cis ou trans. Parmi
les acides hydroxycinnamiques Les plus courants et les plus connus: I'acide cinnamique,
I'acide caféique, l'acide férulique, I'acide p-coumarique et l'acide sinapique (Hesham et al.,
2012).

0
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B. Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques, de structure C6-C1, sont dérivés de l'acide benzoique et
se trouvent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Bellebcir, 2008).Les structures
varient en fonction des hydroxylations et des méthoxylations sur le cycle phénolique
aromatique (Boutakiout, 2015).Les plus répandus sont I'acide salicylique et I'acide gallique
(Bruneton, 1999).

11.1.1.2. Les coumarines

Les coumarines, caractérisées par le noyau benzo-pyrone (coumarine), résultent de la
lactonisation de I'acide ortho-hydroxy-cis-cinnamique (Ben Rhouma, 2013). Les coumarines,
de divers types, sont présentes dans de nombreuses especes végétales et posseédent des
propriétés trés diverses, notamment la prévention de la peroxydation des lipides
membranaires et la capacité a capter les radicaux hydroxyles, superoxyde et peroxyles
(Madhavi, 1996).

11.1.1.3. Les flavonoides

Les flavonoides, pigments végétaux abondants, participent a la défense contre les UV,
les herbivores et les microbes (Bruneton, 2015). lls présentent plus de 8000 structures
décrites (responsables des colorations jaunes, orange, et rouges de différentes organes
vegétaux (Pessel, 2013; Malbert, 2014).

A. Structure des Flavonoides

Les flavonoides, des polyphénols essentiels, présentent une structure C6-C3-C6 avec
deux cycles benzéniques (A et B) liés a un cycle pyréne (C), se trouvant sous forme
glycosidique ou aglycone. La classification des flavonoides dépend de I'oxydation du cycle C,
et les composeés individuels sont déterminés par I'hydroxylation des cycles A et B (Sing et al.,
2014).

Figure 2: Structure de base des flavonoides (Karabin et al., 2015).
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B. Classification des flavonoides

La classification des flavonoides se fait d'une part en fonction du nombre, de la position
et de la nature des substituants (groupements hydroxyles-OH et méthoxyles-OCH), et d'autre
part en fonction des deux cycles aromatiques A et B et de la chaine de carbone intermédiaire
(Bruneton, 2009).

Les flavonoides les plus courants sont généralement divisés en six sous-classes : flavones,

flavonols, flavan-3-ols, flavanones, isoflavones et anthocyanidines (Karabin et al., 2015).

Figure 3 : Les différentes classes des flavonoides (Manchando et Cheynier, 2006)

11.1.1.4. Les tanins

Ils sont définis comme des composés polyphénoliques hydrosolubles, dont la masse
moléculaire varie de 500 a 3000 KD (polymeres). lls ont la propriété de tanner la peau, c'est-
a-dire de la rendre imputrescible, ce qui est lié a leur capacité a se combiner avec des

macromolécules (protéines), a précipiter les alcaloides et la gélatine (Harrar, 2012).
A. Classification des tanins
A.1l. Tanins hydrolysables

Ce sont des esters de sucres simples (principalement glucose ou xylose) et d'acides
phénoliques. L'hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique libere des acides
phénoliques tels que l'acide gallique ou l'acide ellagique, divisant ainsi ces tanins

hydrolysables en deux sous-classes :
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v’ Les tanins galliques (gallotanins)

v' Les tanins ellagiques (ellagitanins) (Zimmer et Cordesse, 1996).

A.2. Les tanins condensés

Les tanins condensés, oligomeres ou polymeéres de flavonoides, sont composés d'unités
flavan-3-ol liées par des liaisons carbone-carbone (4-8 ou 4-6). Non hydrolysables, ils se
décomposent en pigments colorés (anthocyanidols) lorsqu'ils sont chauffés avec un acide
(Benslama, 2016).

11.2. Les terpenes

Les terpénes, hydrocarbures naturels, présentent des structures cycliques ou a chaine
ouverte. Leur formule moléculaire, (CsHx)n, varie en fonction du degré de polymérisation, n
allant de 1 a 8, sauf pour les polyterpénes (caoutchouc) ou n dépasse 100. L'isopréne (CsHsg)

constitue la molécule de base (Bezzaz, 2014).

HZC\/I—J\CH

=

Figure 4: Structure de base de I’unité isopréne (Bramki et Nekia, 2016).
11.2.1. Classification des terpenes

Tableau 2 : classification des terpénes (Bezzaz, 2014).

Squelette carbone Type de terpenes La formule
C10 Monoterpene CioH1s6
C15 Sesquiterpéne CisHza
C20 Diterpéne C20Hz2
C30 Triterpéne CaoHas
C40 Tétraterpéne CaoHeas
>40 Polyterpéne (CsHg) n
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11.2.2. Intéréts des terpenes

Les terpénoides, qui conferent aux plantes leurs odeurs caractéristiques, participent a la
stabilisation des membranes cellulaires, a la régulation de la perméabilité et des réactions
enzymatiques. Leur efficacité a eté démontrée dans la chimioprévention et la chimiothérapie
du cancer, et ils présentent des propriétés antimicrobiennes, antifongiques, antivirales,
antihyperglycémiques, anti-inflammatoires et antiparasitaires antioxydantes (Romanet et al.,
2007).

11.3. Les alcaloides

Un alcaloide est un composé organique naturel hétérocyclique qui contient une base
azotée, plus ou moins basique, avec une structure moléculaire complexe et des propriétés
pharmacologiques prononcées, méme a faible dose. La plupart des alcaloides sont tres

toxiques a fortes doses (Donatien, 2009).
11.3.1. Classification des Alcaloides

> Les proto-alcaloides: I'azote n'est pas inclus dans un systeme hétérocyclique. lls sont
élaborés a partir d'acides aminés. Exemple: Colchicine.

> Les pseudo-alcaloides: Ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés. Exemple: Caféine.

> Les alcaloides vrais: Ils comportent un atome d'azote dans un systeme hétérocyclique
et sont biosynthétiquement formés a partir d'un acide aminé, ils possédent une activité

pharmacologique marquée (Beddou, 2015).
11.3.2. Intéréts des alcaloides

Les alcaloides servent principalement a protéger les plantes des mammiféres et des
insectes. Leur action varie selon I'espéce végétale : certains alcaloides provoquent des
troubles neurologiques, causant intoxications et décés chez les animaux d'élevage. La
digitaline, présente dans les digitales, peut entrainer une augmentation de la pression arterielle

et méme un arrét cardiaque, en fonction de la dose (Benslama, 2016).
De nombreux alcaloides sont utilisés en pharmacie :
* La morphine est un analgesique puissant.

* La codéine est employée comme analgésique et antitussif.

0
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* Laquinine aide a traiter le paludisme.
* L'atropine dilate les pupilles, ce qui est utile pour les examens ophtalmologiques.

* La vinblastine est utilisée en chimiothérapie anticancéreuse, et d'autres alcaloides ont des

usages courants, comme la nicotine, présente dans les pesticides et les cigarettes.

* La cocaine est un stimulant (Benslama, 2016).
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I. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif (ou stress oxydant) défini comme une perturbation de I'état oxydant
intracellulaire (Sorg, 2004). La production physiologique d'espéces radicalaires de I'oxygéne
est normale. Lorsque cette production excede les capacités de défense antioxydante, un
déséquilibre se manifeste, correspondant a I'état de stress oxydatif (Roussel, 2009). Ce stress
résulte d'un déséquilibre pro-oxydants/antioxydants, causant des dommages oxydatifs sur les
lipides, les proteines et les acides nucléiques, menant potentiellement a des mutations et une
cancérisation. Le stress oxydatif peut ainsi se développer suite a une surproduction de
radicaux libres ou a une diminution des défenses antioxydantes (Sergent, 2001).
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Figure 5 : La balance de d’déséquilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006).
Il. Les radicaux libres

Un radical libre (RL), défini comme une entité moléculaire autonome avec un électron
célibataire, posséde des caractéristiques spécifiques. La présence de cet électron non apparié
confere des propriétés communes a la plupart des radicaux. Ces derniers sont souvent
instables et tres réactifs (Lobo et al., 2010).

Les RL, qu'il s'agisse d'espéces réactives de I'oxygéne (ERO) ou d'espéces réactives de
l'azote (RNS), proviennent de deux sources : endogénes (mitochondries, péroxysomes,
réticulum endoplasmique, cellules phagocytaires, etc.) et exogenes (pollution, alcool, fumée
de tabac, métaux lourds, métaux de transition, solvants industriels, pesticides, certains

médicaments comme I'halothane, le paracétamol et les radiations) (Phaniendra et al., 2014).

.
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Les radicaux libres ne durent qu'une fraction de seconde, mais durant ce laps de temps,
ils peuvent endommager I'ADN, provoquant des mutations susceptibles de conduire a diverses
maladies (Eldrige, 2022).

11.1. ROle des radicaux libres

Les radicaux libres jouent de nombreuses fonctions essentielles dans notre corps en
régulant le flux sanguin dans nos arteres, en luttant contre les infections et en maintenant
notre cerveau alerte et concentré. Semblables aux antioxydants, certains radicaux libres a
faibles niveaux agissent comme des molécules de signalisation, responsables de l'activation et
de la désactivation des genes (Khan et al., 2018). Certains radicaux libres, comme I'oxyde
nitrique et le superoxyde, sont produits en grande quantité par les cellules immunitaires pour
neutraliser les virus et les bactéries. De plus, certains radicaux libres détruisent les cellules
cancéreuses, et certains médicaments anticancéreux visent a augmenter la quantité de

radicaux libres dans le corps (Khan et al., 2018).
11.2. Les différents types des radicaux libres

Dans les cellules, certains radicaux libres jouent des réles importants en physiologie et
sont appelés radicaux primaires. Il s'agit notamment de l'anion superoxyde (O2), du radical
hydroxyle (OH), du monoxyde d'azote (NO), du radical peroxyle (ROO) et du radical
alkoxyle (RO). D'autres radicaux libres, considérés comme des radicaux secondaires, tels que
l'oxygene singulet (O2), le peroxyde d'hydrogéne (H.O7) et le peroxynitrite (ONOO), se
forment lorsque les radicaux primaires réagissent avec les composants biochimiques de la

cellule, comme I'ADN, les protéines et les lipides (Favier, 2003).
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Figure 6 : Origine et types des différents radicaux libres oxygénés et espéces de 1’oxygene

impligué en biologie (Favier, 2003).
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11.2.1. Les radicaux libres oxygénés (ERO)

La formation d'espéces réactives de l'oxygéne (ERO) implique plusieurs réactions clés
qui se produisent dans les cellules (Favier, 2003 ; Lobo et al., 2010).

v/ Le radical superoxyde (O2") : Le radical superoxyde est I'une des premiéres ERO
produites. 1l est principalement généré dans la chaine de transport d'électrons mitochondriale,

ou les électrons peuvent "fuir" et réduire l'oxygene.
Oxte =02~

v Le peroxyde d'hydrogéne : Le peroxyde d'hydrogene est formé a partir du superoxyde par
I'enzyme superoxyde dismutase (SOD).

20,+2H* = H,0,+0>

v Le radical hydroxyle (OH"): Le radical hydroxyle est une ERO tres réactive. Il peut étre
généré par la réaction de Fenton, ou le peroxyde d'hydrogéne réagit avec des ions de métaux

de transition, comme le fer (Fe?*).
H,02+ Fe?* = OH" + OH +Fe™
111.2.2. Les radicaux libres azoté (RNS)

v Oxyde nitrique (NO) : Le NO est une petite molécule gazeuse qui agit comme un
important messager cellulaire .11 est produit par I'enzyme oxyde nitrique synthase (NOS) dans
diverses cellules. Il joue un réle dans la vasodilatation (relaxation des vaisseaux sanguins), la
neurotransmission, et la défense immunitaire. 1l peut réagir avec l'oxygeéne et les radicaux

superoxydes pour former d'autres RNS.

v Dioxyde d'azote (NO2): Le NO est un radical libre formé par l'oxydation du
NO(Wiernsperger, 2003). Il est impliqué dans le stress oxydatif et peut endommager les
macromolécules cellulaires. 1l est également un composant majeur de la pollution

atmosphérique.

v Peroxynitrite (ONOO"): Le peroxynitrite est formé par la réaction rapide du NO avec le
radical superoxyde (02). C'est un agent oxydant et nitrant puissant qui peut endommager
I'ADN, les protéines et les lipides (Knight, 2001).
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I11. Les antioxydants

Un antioxydant est une molécule qui empéche l'oxydation d'autres molécules. En
alimentation, un antioxydant est défini comme une substance qui retarde, prévient ou
supprime les dommages oxydatifs d'une molécule cible.(Gdger et al., 2013; Cakmakgi et al.,
2015).

Les antioxydants comprennent des enzymes, des facteurs de transcription et des
composés de bas poids moléculaire qui piégent les radicaux libres. Parmi ces derniers, on
trouve le glutathion, les vitamines (A, C, E), les polyphénols, les oligo-éléments comme le
sélénium (Se), le zinc (Zn) ou le cuivre (Cu), ainsi que des protéines transportant ou stockant
le fer (transferrine, ferritine). Les antioxydants, produits naturellement par le corps ou via
I'alimentation, luttent contre le stress oxydatif et les dommages des radicaux libres, liés a des
maladies comme le diabete, les maladies cardiaques et le cancer (Halliwell et Gutteridge,
2008).

I11.1. Classification des antioxydants
A. Systeme endogene

Les antioxydants se répartissent en deux catégories : enzymatiques et non
enzymatiques. Certains, comme les enzymes, les petites molécules et les cofacteurs
enzymatiques, sont produits par l'organisme. D'autres, de nombreux antioxydants non

enzymatiques, proviennent de I'alimentation (Bunaciu et al., 2012).
A.l. Les antioxydants enzymatiques

Trois enzymes antioxydantes, le superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion
peroxydase, sont utilisées pour éliminer les espéces réactives de I'oxygéne. Elles se trouvent
dans le cytoplasme, le milieu extracellulaire et les mitochondries et jouent un réle important
dans le maintien de la santé (Baba et McGrath, 2008).

e Superoxydes dismutase (SOD)

Le superoxyde dismutase est une enzyme qui catalyse la dismutation du superoxyde.
Cette réaction produit du peroxyde d'hydrogéne, qui contribue a la transmission des Iésions
causées par les radicaux libres. L'enzyme SOD existe en trois variantes : les enzymes

contenant principalement du cuivre-zinc se trouvent dans le cytoplasme, tandis que la SOD au
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manganeése se trouve dans les mitochondries. Un troisieme type est présent a I'extérieur des
cellules (Sathiya et al., 2015).

e Lacatalase (CAT)

La catalase est une enzyme intracellulaire, I'une des principales enzymes antioxydantes
de défense, principalement située dans les peroxysomes, mais également présente en petites
quantités dans le cytoplasme et les mitochondries. Le foie, les reins et les globules rouges
contiennent des niveaux importants de catalase. La CAT catalyse la décomposition du
peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygéne, une fonction partagée avec la glutathion
peroxydase, et la CAT nécessite du fer comme cofacteur pour une efficacité maximale
(Newsholme et al., 2007 ; Sharma et al., 2018).

e La glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme intracellulaire importante qui
décompose le peroxyde d'hydrogéne (H202) en eau et en alcools peroxydiques lipidiques
correspondants, principalement présente dans les mitochondries et parfois dans le cytoplasme.
Son activité dépend principalement d'un cofacteur micronutritif appelé sélenium. Pour cette
raison, la GPX est souvent appelée sélénocystéine peroxydase. L'enzyme joue un role plus
important dans l'inhibition du processus de peroxydation lipidique, protégeant ainsi les

cellules du stress oxydatif (Ighodaro et Akinloye, 2018).
A.2. Les antioxydants non enzymatiques

Ce sont des antioxydants qui préviennent les dommages oxydatifs en piégeant les
radicaux libres directement ou indirectement en chélatant les métaux de transition. Ils sont
plus efficaces que les antioxydants enzymatiques car leur petite taille leur permet de pénétrer
facilement dans les cellules. Les plus actifs sont le glutathion, le NADPH, les dipeptides,

I'acide urique, I'acide lipoique et la bilirubine (Boubekri, 2014).

B. Systeme exogene : Les antioxydants exogenes sont divisés en deux catégories : les

antioxydants synthétiques et les antioxydants naturels.

B.1. les antioxydants synthétiques : Les composes antioxydants synthétiques s'inspirent
néanmoins d'agents antioxydants naturels. De puissants agents pharmacologiques de synthese
représentant des analogues de ces composés naturels sont actuellement en cours d'évaluation

expérimentale (par exemple: chalcone synthétique et neuroprotection). Méme un composé

.
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comme la Nacétyleystéine, qui est dotée d'une activité antioxydante intrinséque, participe
apres hydrolyse a la synthése d'un agent antioxydant naturel cellulaire aussi important que le
glutathion. Certains agents antioxydants synthétiques, bien qu'imitant les molécules ou les
défenses naturelles, sont dotés d'un potentiel antioxydant bien plus élevé que les référents
naturels, comme le démontre la comparaison de la glutathion peroxydase (Gelé et al., 2006).

B.2. Les antioxydants naturels : Les antioxydants exogenes proviennent de l'alimentation,
notamment des vitamines C,E et des polyphénols.

e LaVitamine C

La vitamine C, soluble dans l'eau, offre une capacité antioxydante dans les milieux intra et
extracellulaires en récupérant les radicaux libres d'oxygene et en régénérant la vitamine E
(Birben et al., 2012).

e Lavitamine E

Nommeée (a-tocopherol), Son effet anti-radicalaire est particulierement efficace sur les
acides gras polyinsaturés. Elle empéche I'absorption des peroxydes présents dans les aliments.
Il a deux types d'actions:Protéger les membranes en augmentant leur rigidité, agir comme

donneur d’hydrogene (Hercherg et al., 2006).
e Glutathione

Le GSH est tres abondant dans tous les compartiments cellulaires et est le principal
antioxydant soluble. Le rapport GSH/GSSG est un déterminant majeur du stress oxydatif. Le
GSH est un cofacteur de plusieurs enzymes détoxifiantes, comme le GSH-Px et la transférase.

Il a un réle dans la conversion des vitamines Cet E a leur forme active (Birben et al., 2012).
e Caroténoides

Les caroténoides, pigments liposolubles allant du jaune a l'orange, abondent dans le
regne végétal, certains produisant de la vitamine A et agissant comme antioxydants,

notamment I'alpha-caroténe qui inhibe la peroxydation lipidique (Hercberg et al., 2006).

-
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IV. Evaluation de I'activité antioxydante

Cette étude se concentre sur les méthodes qui évaluent comment une molécule ou un
extrait naturel peut neutraliser les radicaux libres en transférant des électrons ou des protons,
un processus appelé évaluation in vitro de I'activité antioxydante (Prior et al., 2005). Parmi
les méthodes les plus courantes pour évaluer l'activité antioxydante in vitro, on trouve le test
DPPH.

IV.1. Test du DPPH

Le test DPPH est une méthode courante pour évaluer l'activité antioxydante d'une
substance. Il repose sur la réaction du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
avec les antioxydants. Le DPPH est une molécule stable qui présente une couleur violette en
solution. Lorsqu'un antioxydant donne un électron au DPPH, il le réduit, ce qui entraine un
changement de couleur de la solution, du violet au jaune. L'intensité de la couleur est
proportionnelle a la concentration de DPPH non réduit (Molyneux, 2004). La diminution de
I'absorbance a 517 nm, mesurée par spectrophotométrie, est utilisée pour quantifier I'activité
antioxydante de la substance testée. Plus la diminution d'absorbance est importante, plus

I'activité antioxydante est élevée (Molyneux, 2004).

DPPH' + AH — DPPH-H + A’

NO,

O,N N + A-H -~ O,N —N—

Q !
- O e

VIOLET JAUNE

Figure 7: Réaction de réduction d’un radical DPPH en présence d’un antioxydant (Ullah et
al., 2017)
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Ce travail expérimental a pour objectif une étude comparative de I’analyse qualitative et
quantitative, ainsi que 1’évaluation in vitro de [Dactivit¢é antioxydante de 1’extrait
hydroalcoolique & 70 % de la plante Ajuga iva, récoltée dans deux régions distinctes : Oum El
Bouaghi et Khenchela.

I. Matériel
I.1. Matériel végétal

La plante Auja iva, utilisee dans cette étude, a été récoltée au mois de novembre dans
deux régions distinctes : Bir Amar (wilaya d’Oum El Bouaghi) et les montagnes de la wilaya
de Khenchela. La partie aérienne de la plante (feuilles, tiges et fleurs) a été soigneusement
débarrassée des résidus de sol, puis séchée a 1’air libre. Une fois seche, cette partie a été
broyée, conservée dans des bocaux hermétiquement fermés, et stockee dans un endroit sec, a

’abri de la lumicre et de la chaleur, jusqu’a son utilisation.

Photographie 1: Ajuga. iva de la région Oum Baouaghi et Khenchela.

1.2. Réactifs chimiques

Dans cette étude nous avons utilisé: Ethanol, méthanol, eau distillée, chloroforme,
carbonate de soduime, Folin ciocalteau, DPPH, trichlorure daluminium (AICI3), trichlorure
de fer (FeCls), Acide gallique, NHsOH, HCI, acétone, acide acétique, liqueur de
Fehling(A+B), réactif de Mayer, acide sulfurique (H2SQOs), anhydride acétique, tournures de

mg.
1.3.Appareillage

Parmi l'appareilles utilisé: Etuve, évaporateur rotatif, spectrophotometre UV, chambre

d'observation UV, balance de précision, vortex et bain marie.
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Il. Méthodes
I1.1.Préparation de I'extrait éthanolique

L'extraction est une étape cruciale, le point de départ de toute recherche qualitative ou
quantitative, et son choix dépend des composés phytochimiques étudiés. La préparation de
I'extrait consiste a macérer 100g de matériel végétale obtenue par broyage de la plante dans
un mélange hydroalcoolique (eau / éthanol 70:30 v:v) pendant 24 heures a température
ambiante, cette opération et répétée deux fois avec renouvellement du solvant, 'hnomogénat et
filtre sur du papier filtre, ensuit I'extrait brute obtenue est évaporé a l'aide d'un évaporateur
rotatif sous pression réduite et a température de 40°C. La solution ainsi obtenue est filtré puis
séchée a l'aide d'une étuve de type a 40°C. Le résidu pesé est conservé a 4°C selon (Fellah et
al., 2008).

100g partie arienne de la plante Ajuga iva
Macération une nuit (24h)

2 Ethanol : Eau: ( 70:30 / V:V)
2 foisff V= 600ml

Evaporateur rotatif k
T=40°

{ Séchage (ﬂrért'uve 1 40°) ]

’ Extrait brut (conservé a 4°) ‘

Filtration

Filtrat

Schémal: Différents étapes de préparation de I'extrait éthanolique.

*
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11.2. Détermination du rendement d'extraction

Le rendement de I’extrait éthanolique est calculé en divisant le poids de l'extrait sec par
le poids de la plante en poudre utilisée, puis en multipliant le résultat par 100 pour obtenir un

pourcentage selon la formule suivante :

[ Rendement d'extraction(%) = Ps / Pp X 100 ]

Ou : v R(%): rendement d'extraction.
v’ Ps: poids en gramme (g) de l'extrait sec résultant.
v/ Pp: poids en gramme (g) de matériel végetale a traiter.

11.3. Analyse qualitative par le screening phytochimique

Le screening phytochimique est une série de tests chimiques utilisés pour détecter la
présence ou l'absence des principales classes de substances chimiques naturelles dans une
plante en fonction de leurs précipitations ou de leurs couleurs caractéristiques. Ces substances

sont souvent liees aux propriétés pharmacologiques de la plante (Abtil et al., 2021).
> Test des composes phénoliques

L'extrait (0,1 g) a été dissout dans 3 ml d'eau distillée et 5 gouttes de FeClz y ont été
ajoutées. Le développement de la coloration verdatre a indiqué la présence des phénols. La
présence des composés phénoliques a été marquée par l'apparition de la coloration bleue

verdatre ou vert noiratre (Rosine et al., 2009).
> Recherche des coumarines

L'extrait sec est dissous dans l'eau distillée par chauffage, aprés refroidissement, la
solution obtenue été répartie dans 2 tubes a essai. Le premier sert de témoin et on ajoute 0.5ml
de NH4+OH 10% dans le 2eme tube. L'apparition d'une fluorescence bleue ou verte a la lampe

UV 365 nm indique la présence des coumarines (Zellagui, 2012).
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> Recherche des composes réducteurs

Leur détection consiste a introduire 2ml de I'extrait aqueux dans un tube a essai, puis 2ml
de la liqueur de Fehling sont ajoutés. Ensuite, I'ensemble est porté au bain-marie bouillant
durant 8 min. L'obtention d'un précipité rouge brique indique la présence des composés
réducteurs (Bentab et al., 2015).

> Recherche des alcaloides

Test de Mayer 1 ml de chaque extrait est testé avec 5 gouttes de réactif de Mayer
(Potassium Mercuric lodide), la formation d'un précipité jaune indique la présence des
alcaloides (Tiwari et al., 1990).

> Recherche des tanins

L'ajout de trichlorure du fer (feClz)1% permet de détecter la présence ou non des tanins.
La couleur vire au bleu noir en présence des tanins galliques, et au bleu verdatre en présence

des tanins catéchiques (tanins condensés) (Dohou et al., 2003).
> Caractérisations des saponines

Deux milligrammes de I'extrait ont été introduit dans un tube a essai contenant 4 ml d'eau
distillée puis lI'ensemble a été chauffé pendant 5 min. Apres refroidissement et filtration, 5 ml
de filtrat ont été introduits dans un second tube a essai et agités pendant 1 min. Aprés 15min
de repos, I'épaisseur de la mousse a été mesurée a l'aide d'une regle graduée. Une hauteur de
mousse d'au moins un centimetre a indiqué la présence des saponines selon (Rosine et al.,
2009).

Pas de mousse = test négatif
Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
Mousse de 1-2 cm = test positif

Mousse plus de 2 cm = test tres positif.

]
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> Détection des terpenoides

Pour 0,5 g de chaque extrait, nous avons rajouté 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique (H2SO4) concentré. La présence de la couleur brune rougeétre a l'interface indique

la présence des terpénoides (Ayoola et al., 2008).
> Détection des stéroides

Les stéroides sont révélés apres addition de 5 ml d'anhydride acétique a 5 ml d'extrait 0,5
ml d'acide sulfurique concentré sont ajoutés au mélange. Apres agitation l'apparition a
I'interphase, d'un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert, indique une réaction

positive (Bruneton, 1999).
> ldentification des polyuronides (pectines, mucilage et gencive)

2 ml de I'extrait ont eté ajouté goutte a goutte dans un tube a essai ou 10 ml d'acétone
avaient deja été places, un précipité épais s'est formé indiquant la présence de polyuronides
(Zellagui et al., 2012).

> Test des mucilages

La detection des mucilages est effectuée en introduisant 1ml d extrait dans un tube a
essai, et l'ajout de 5 ml d'éthanol pendant quelques minutes. Il apparait un précipité qui

témoigne leur présence (Awor et al., 2003).
11.4. Analyse quantitative
11.4.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphenols totaux a été déterminé par spectrophotométrie, selon la
méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu selon la méthode de Wong
(2006). Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupements

hydroxyles présents dans l'extrait.

<
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11.4.1.1. Le principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le
spectrophotometre UV-Vis en utilisant I'essai de Folin-Denis ou généralement Folin Ciocalteu
Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif Folin dans une solution

alcaline (Vuorela et al., 2005).

La composition du réactif Folin Ciocalteu est un acide jaune composé d'un mélange
d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3zPMo012040) réduits
lors de l'oxydation des phénols en un mélange d'oxydes bleus de tungstene et de molybdéne
(Lakache et al., 2021). La concentration des composés phénoliques est inversement liée a la
coloration bleue produite, avec une absorption maximale a environ 760-765nm (Ojeil et al.
,2010).

11.4.1.2. Mode opératoire

100 pl de chaque extrait sont ajoutés a 500 pl du réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois dilué)
aprés 4 min d'incubation 400 pl de carbonate de sodium 7.5% sont additionnés. Les solutions
sont maintenues a l'obscurité pendant 2 heures a température ambiante. L'absorbance de
chaque solution a été lue a 765 nm contre un blanc par un spectrophotometre (Wong et al.,
2006).

11.4.1.3. Expression des résultats

La concentration des polyphenols totaux est calculée a partir de I'équation de régression
de la courbe d'étalonnage de l'acide gallique a différentes concentrations et exprimée en

microgramme d'équivalent d'acide gallique par milligramme d'extrait (ug EAG/mg E).
11.4.2. Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d'aluminium AICIs cité par Djeridane (2006), est utilisée pour

quantifier les flavonoides dans nos extraits.
11.4.2.1. Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d'aluminium (Ali-Rachedi, 2018). Les flavonoides forment des complexes jaunatres en

présence de chlorure d’aluminium, grace aux groupements hydroxyles libres. Ainsi la couleur

-
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jaune obtenue est proportionnelle a la quantité des flavonoides dans I’extrait (Boussaa et al.,

2016).
11.4.2.2. Mode opératoire

500 pl d'extrait a été ajouté a un volume égal d'une solution d'AlCI3 2%, le mélange est
soumis a une agitation au vortex. L’absorbance a 430 a été lue nm, aprés dix minutes

d'incubation (Djeridane et al., 2006).
11.4.2.3.Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été évaluée a partir de la courbe d'étalonnage de la
quercétine a différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en microgramme

d'équivalent de quercétine par milligramme d'extrait (ug EQ/mg E).

I1.5. Activité antioxydant

11.5.1. Test de piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyl)
11.5.1.1. principe

Le test de piégeage du radical libre DPPH est une méthode colorimétrique utilisée pour
évaluer l'activité antioxydante d'un échantillon. Le principe est basé sur la capacité des
antioxydants a réagir avec le radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) (Prior et al.,
2005). Le test DPPH repose sur la capacité des antioxydants a donner un atome d'hydrogene
au radical DPPH, le neutralisant et stabilisant ainsi la molécule. Cette réaction provoque un
changement de couleur de la solution, qui passe du violet foncé au jaune, et peut étre mesurée
par spectrophotométrie. La diminution de I'absorbance a 517 nm est directement

proportionnelle a la capacité de piégeage des radicaux de I'antioxydant (Blois, 1958).
11.5.1.2. Mode opératoire

Brievement, 4mg de DPPH dans 100 ml de méthanol. 40ul de différentes dilutions
I'extrait de la plante ou d'acide ascorbique comme standard sont ajouté & 160 ul de solution
meéthanolique de DPPH. Le mélange obtenu est ensuite gardé a I’abri de la lumiére a la
température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de
I’absorbance a 517 nm (Arab et al., 2022).

0



Etude expérimentale Chapitre I: Matériel et Méthodes

11.5.1.3. Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en tant que l'inhibition des radicaux libres en pourcentages (I
%) en utilisant la formule suivante (Wang et al., 2006):

[ 1% = [(Abs Control négatif - Abs Echantillon) / Abs Control négatif] X 100 }

ou:

= Abs contréle négatif: absorbance du blanc contenant tous les réactifs sauf le compose
a tester.

= Abs échantillon: absorbance de I'échantillon, qui contient les réactifs et le composé a
tester.

= (1%): pourcentage inhibition.
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|. Détermination du rendement d'extraction

Les deux plantes étudiées dans ce travail ont été macérées dans 1’éthanol 70% pendant
24h. Le rendement a été calculé en fonction du poids de la matiere végétale seche en poudre,
et les résultats sont exprimés en pourcentage (%). Les rendements de leurs extraits bruts sont
mentionnés dans le tableau 3 ci-apres.

Tableau 3 : La couleur, I’aspect et le rendement des extraits éthanoliques d'Ajuga iva.

Matériel Végétal Extrait Aspect Couleur Rendement (%)
Ajuga iva visqueux et )
EEO . Marron foncé 11,88 %
(Oum Baoughi) pateux
Aiuaai visqueux et
Jugaiva EEK qA Marron foncé 13,48 %
(khenchela) pateux

Les resultats obtenus pour I'extrait éthanolique d'A. iva indiquent que la plante provenant
de la région de Khenchela présente un rendement d'environ 13,48 %. Ce rendement est
supérieur a celui de la plante de la région d'Oum Baoughi, qui est de 11,88 %. De plus, Ces
valeurs sont également supérieures a celles rapportées par Khemkham (2022) pour I'extrait
méthanolique, qui a montré un rendement de 7%. En comparaison, les rendements
d'extraction pour l'extrait éthanolique d'A. iva, mentionnés dans I'étude de Bendif et al.

(2017), étaient de 2,6 %, ce qui est inférieur a nos résultats.

De maniére générale, le rendement est relatif, il varie en fonction de I'espece végétale,
l'organe utilisé dans I'extraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque espece en
métabolites (de son métabolisme) et de la nature du solvant utilisé dans l'extraction ou

fractionnement et de sa polarité (Mohammedi, 2006).
I.2. Screening photochimique des extraits

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits éthanoliques de la partie
aérienne de la plante, ce qui nous a permis de mettre en évidence la présence de certains
métabolites secondaires. La détection de ces composes chimiques repose sur des réactions de
précipitation, des changements de couleur ou un examen sous lumiére ultraviolette. Les

résultats sont représentés dans le tableau 4 suivant :

<
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Tableau 4 : screening phytochimiques des extraits de ’espéce Ajuga Iva

Tests
phytochimique

Résultats

EEO

EEK

Test des
COMPOosés

phénolique

coloration bleue
verdatre ou vert

noiratre.

+++

Recherche des

coumarines

fluorescence bleue
ou vert a la lampe
UVv365

Recherche des
COmMpOoses

réducteurs

précipité rouge

brique

Recherche des

alcaloides

précipité jaune

+++

+++
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Recherche des

tanins

La couleur verte au
bleu noir (tanins
galliques), et en

bleu verdatre

(tanins catéchique)

Caractérisations

des saponines

Hauteur de la

mousse

+++

Détection des

Terpenoides

La présence de la
couleur brune

rougeatre

++

Détection des

stéroides

anneau pourpre ou
violet, virant au

bleu puis au vert

+++

+++

E
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Identification des
polyuronides
Précipité épais

Test des

mucilages Précipité -

(+++): Présence tres forte, (++): présence forte, (+): présence faible, (-): absence

Les tests phytochimiques réalisés sur les deux extraits de la partie aérienne d'A. iva.,
nous ont permis de mettre en évidence la présence et l'absence de différentes métabolites
secondaires. Les résultats obtenus pour la plante d’Oum Baoughi ont révélé la présence de
composes réducteurs, de saponines, de terpénoides, de stéroides ainsi que de polyuronides,
tandis que les polyphénols, les coumarines, les alcaloides, les tanins et les mucilages sont
absents. En revanche, pour la plante de Khenchela, les analyses ont indiqué la présence de
polyphénols, de coumarines, de composes réducteurs, de terpénoides, de stéroides ainsi que
de polyuronides, alors que les alcaloides, les tanins, les saponines et les mucilages sont

absents.

Saidi et al. (2023) ont rapporté la présence de composés réducteurs, d'oses et
d'holosides en grandes quantités. De plus, des tanins galliques et catéchiniques, des flavones,
des leucoanthocyanines, les anthocyanines, les stérols et les triterpénes sont présents dans les
feuilles de cette plante. Les alcaloides sont présents sous forme de traces, tandis que les
mucilages et les saponosides sont totalement absents dans les feuilles de cette plante. Dans
une autre étude mené par Senhaji et de ses collaborateurs, ont été également montré que A. iva
(L.) est riche en tannins catéchiques, saponines, stérols et flavonoides (Senhaji et al., 2020).
La présence de mucilage, polyphénols, coumarines, tanins, flavonoides, réduisants composes,
saponosides, flavonoides, caroténoides, iridoides dans les differents parties feuilles, tiges et

E
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racine d’Ajuga iva, en outre 1’absence d'anthocyanines, d'alcaloides, de triterpénes et
d'amidon dans toutes les parties de la plante (Ounaissia et Djahoudi, 2020). khemkham
(2022), ont constaté 1’absence des stérols, des saponosides et des triterpenes 1es COMPOSEs
réducteurs et les alcaloides dans I'extrait méthanolique de la plante A. iva, alors que les
flavonoides et les tannins sont trés abondants, sont absents dans I'extrait méthanolique d'A.

iva .
1.3. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

L'étude quantitative de l'extrait éthanolique a été réalisee par des dosages
spectrophotométriques afin de déterminer les teneurs totaux en polyphénols et en flavonoides.
Pour cela, deux courbes d'étalonnage ont été établies, I'une avec l'acide gallique et l'autre avec
la quercétine. Les quantités de polyphénols et de flavonoides ont été exprimées en équivalents
de ces étalons. Les résultats sont exprimés en microgrammes d'équivalent d'acide gallique par
milligramme d'extrait (ug EAG/mg d'extrait) et en microgrammes d'équivalent de quercétine

par milligramme d'extrait (ug EQ/mg d'extrait).

Les résultats des teneurs totaux en polyphenols et en flavonoides sont mentionnées dans

le tableau 5 suivant:

Tableau 5: Teneurs en polyphénols et en flavonoides d’extrait d’A. iva.

Extrait Teneur en polyphenols Teneur en flavonoides
xtrai
(ug EAG/mg d’extrait) (ug EAG/mg d’extrait)
EEO 25,69+0,59 16,63+0,08
EEK 20,21+0,30 13,96+0,028

* Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + écart type

Les résultats de dosage des polyphénols totaux et des flavonoides dans l'extrait
éthanolique ont indiqué des concentrations relativement faibles, avec des valeurs les plus
élevées observées pour l'extrait brut de la région d'Oum EI Bouaghi, atteignant respectivement
25,69 £ 0,329 ug EAG/mg E et 16,36 + 0,08 ug EQ/mg E. En comparaison, les valeurs pour
I'extrait de la région de Khenchela étaient de 20,21+ 0,30 pg EAG/mg E et 13,96 + 0,028 g
EQ/mg E.

<
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Nos résultats concordent avec ceux rapportés par Mouheb (2019), avec des teneurs
totales en polyphénols et en flavonoides de 24,14 + 0,22 ug EAG/mg et de 17,15 £ 0,22 ug
EQ/mg, respectivement. De méme, I'étude de Medjeldi et al. (2018) a démontré que la teneur
en phénols totaux dans l'extrait méthanolique d'A. iva d'origine algérienne est de 28,3 ug
EAG/mg ES et de 10,5 pg EQ/mg E. En outre, selon Makni et al. (2013), les valeurs
obtenues pour les polyphénols (25,69 + 2,60 ug EAG/mg E) sont similaires a nos résultats,
bien que les teneurs en flavonoides soient trés faibles (0,3 pg EQ/mg E).

Nos résultats concernant les flavonoides demeurent supérieurs a ceux obtenus dans
I'étude menée par Bougandoura (2011) (0,629 mg EQ/g E). De méme, ils surpassent les
résultats des recherches de Beddazekri et Ghemam (2017) (7,37 mg EQ/g E) et de
Bouyahya et al. (2016) (12 pg EQ/mg E).

Cependant, nos résultats ne concordent pas avec ceux rapportés précedemment et ils
sont tres faibles par rapport aux études de Khemkham (2022), qui indiquent des
concentrations de polyphenols de 50,6 £ 0,1 ug EAG/mg E et de flavonoides de 71,4 + 0,2 ug
EQ/mg E. Selon Saidi et al. (2023) rapportent des valeurs de 69,850 + 2,783 mg EAG/g E et
de 17,127 £ 0,474 mg EQ/g E. Saad et al. (2019) ont trouvé des concentrations de 65,3 + 2,11
Mg EAG/mg E et de 132,6 + 0,24 pg EQ/mg E. Enfin, Bendif et al. (2017) ont rapporté des
valeurs de 46 pug EAG/mg E et de 50 ug EAG/mg E.

Cette différence peut étre attribuée au :

= La teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs intrinséques
(génétique) et extrinseques (conditions climatiques, les pratiques culturelles, la
maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Falleh et al., 2008).

= Les teneurs en composés phénoliques varient qualitativement et quantitativement dans
la méme plante ainsi que d'une plante a une autre, et cela peut étre expliqué par
l'origine de la plante, et par la méthode d'extraction (Benarons et al., 2013).

= La concentration des flavonoides dans les extraits de la méme plante dépend de la
polarité des solvants utilisés dans la préparation d'extrait. Le type de standard utilisé

(quercétine, rutine) peut aussi changer les résultats (Ghedadba et al., 2015).
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1.4. Activité antioxydante

L'activité antioxydante a été évaluée au moyen du test DPPH. Dans ce test, la capacité
d'élimination des radicaux des extraits testés a augmenté de maniere dépendante de la

concentration. Les résultats obtenus peuvent étre présentés de deux manieres :

e cn pourcentage d’inhibition ;
e gréce a le paramétre 1Cso, qui représente la concentration de la substance nécessaire
pour réduire l'activité de DPPH de 50 %.

Les résultats de l'activité antioxydante et le standard de Il'acide ascorbique sont représentés

dans la figure 8 suivante :
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Figure 8 : pourcentage d’inhibition des extraits et de 1’acide ascorbique.

Il a été observé que le pourcentage d'inhibition des radicaux libres par les extraits était
inférieur & celui du standard pour toutes les concentrations utilisées. A une concentration de
800 pg/ml, I'acide ascorbique a montré un pourcentage d'inhibition du DPPH de 96,01 %. En
ce qui concerne les deux extraits des wilayas de Khenchela et Oum el Bouaghi, les
pourcentages d'inhibition étaient respectivement de 73,36 % et 56,97 %. Ces pourcentages
correspondent a une inhibition totale du DPPH, reflétée par la décoloration compléte du

DPPH du violet au jaune pale.

La capacité antioxydant des extraits a été déterminée a partir de 1’ICso, c’est la
concentration nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH. Plus la valeur d’ICso est basse,
plus l'activité antioxydante d'un composeé est grande (Hobi et Eddouks, 2016). Nous avons
déterminés pour chaque extrait, la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical libre
DPPH, a partir des équations des régressions linéaires des graphes. Les valeurs sont

représentées dans le tableau 5 suivant :

.
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Tableau 6: ICso de I’activité antioxydante des extraits éthanoliques d’A. iva.

Extrait EEK EEO Acide ascorbique

ICs0 (ug/mL) 3,070,014 3,9620,036 2,6420,0169

* Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + écart type.

Les résultats présentés dans le tableau indiquent que I'lCso de l'acide ascorbique, utilisé
comme référence, est de 2,64+0,0169ug/ml, ce qui est inférieur a celui des extraits testés.
Cela suggére que l'acide ascorbique possede une activité antioxydante relativement plus
élevée comparée a l'extrait EEK, dont I'lC50 est de 3,07+0,014ug/ml, et a I'extrait EEO, avec
un ICso de 3,96+0,036g/ml.

Nos observations indiquent que nos résultats sont considérablement inférieurs a ceux
rapportés par Medjeldi et al. (2018) pour I'extrait méthanolique d'A. iva provenant d'Algérie,
avec un ICso de 0,43 pg/mL. De plus, Saad et al. (2019) ont documenté un 1Csq de 0,187 +
0,016 pg/mL pour l'extrait méthanoliqgue. Movahhedin et al. (2016) ont noté un 1Cso de 0,33
pg/mL pour le méme type d'extrait.

Nos resultats indiquent une efficacité supérieure par rapport a ceux de Hariri et Ouis
(2016), qui ont rapporté un ICso de 512 pg/ml pour I'extrait méthanolique d'A. iva de Mascara.
En revanche, Khemkham (2022) a déterminé un ICso de 173,69 pg/mL pour le méme type
d'extrait. Ammar et al. (2022) ont observé un ICso de 2535,07 + 9,26 pg/mL pour l'extrait
éthanolique, tandis que l'extrait méthanolique a révélé un pouvoir antioxydant de 411,83 +
8,60 pg/mL. Saidi et al. (2023) ont mesuré un 1Cso de 59,92 + 0,70 pg/mL. De plus, Khodja
et al. (2014) ont rapporté un 1Cso de 1,168 pg/mL pour les extraits méthanoliques d'A. iva
récoltés a Béjaia. Selon EIl Hilaly et al. (2004) et Halimi (2004), les composes phénoliques et
les flavonoides présents dans I'extrait éthanolique d'Ajuga iva sont responsables de l'activité
antioxydante observée.

L'activité antioxydante d'un extrait est souvent liée a sa teneur en flavonoides, des
composés qui, grace a leur structure chimique, agissent comme des donneurs d'hydrogene
efficaces pour neutraliser les radicaux DPPH. Des études ont montré une corrélation positive
entre la présence de composés antioxydants et l'activité antioxydante dans diverses parties de
plantes et leurs extraits. Les flavonoides, en particulier, sont connus pour leur capacité a
piéger les radicaux libres et les especes réactives de I'oxygene. Le mécanisme d'action dépend
de la structure de l'antioxydant et du nombre de groupes hydroxyle (OH) présents (Guignard,
1994).
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Conclusion

Les plantes médicinales continuent d'étre une source précieuse de molécules bioactives,
démontrant leur efficacité dans le traitement de nombreuses maladies. Elles restent la source de
médicaments la plus utilisée par la majorité de la population mondiale. L'Algérie, pays a la

biodiversité riche, pratique encore activement l'usage des pharmacopées traditionnelles.

L'objectif principal de cette étude est de quantifier les polyphénols et les flavonoides ainsi

que d'évaluer l'activité antioxydante des extraits éthanoliques de la partie aérienne d'Ajuga iva.

Les résultats de I'étude comparative indiquent que le rendement d'extraction est fortement
influencé par l'origine géographique. Le rendement d'extraction le plus élevé est estimé a 13,48 %,
pour la plante de la région de Khenchela, suivi par celle de la region d'Oum El Bouaghi avec
11,88 %.

L'étude phytochimique a révélé la présence de metabolites secondaires tels que les
polyphénols, terpénoides, saponosides, flavonoides, mucilages, stéroides et composés réducteurs
dans la partie aérienne d' A. iva, ainsi que l'absence d'alcaloides et de tanins. Ces métabolites
secondaires jouent un réle important dans la réponse de la plante face au stress environnemental

et oxydatif.

L'analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides a été réalisée en utilisant
respectivement les réactifs de Folin-Ciocaleu et le trichlorure d'aluminium. Les résultats ont
révélé que l'extrait de la plante d'Oum EI Bouaghi présentait des concentrations de 25,69 + 0,599
png EAG/mg en polyphénols et 16,63 = 0,08 ug EQ/mg en flavonoides. Pour la plante de
Khenchela, les valeurs étaient de 20,21 + 0,302 ug EAG/mg et 13,96 = 0,028 pug EQ/mg,

respectivement.

L'évaluation de l'activité antioxydante par la méthode de réduction du radical libre DPPH a
démontré une inhibition significative par I'extrait éthanolique de la région de Khenchela, avec a
ICso de 3,07 = 0,014 pg/ml. Ces résultats sont comparables & ceux obtenus pour la région d'Oum
El Bouaghi, ou I'lCsp est de 3,96 + 0,036 pg/ml.

Pour conclure, on peut affirmer que l'espece Ajuga iva présente des propriétés

antioxydantes modérés qui pourraient nous permettre de les recommander dans la biotechnologie.

.



Conclusion

Par ailleurs, les résultats de cette étude demeurent préliminaires et ne représentent qu'une
premiére étape dans la recherche de substances naturelles & activité biologique. En perspective, Il

serait intéressant de compléter cette étude par une autre plus approfondies, a savoir :

Tester la présence d’autres molécules bioactives avec d’autres méthodes d'extraction ou

méme dans d’autres parties de la plante utilisée.

Mener des études in vivo et explorer dautres activités biologiques in vitro, telles que

I'activité antidiabétique, anti inflammatoire, anticoagulante et anticancéreuse

-
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