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Résumé

Résumé

Dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, nous avons mené une étude sur
deux plantes trés utilis€ées par la population locale pour leurs propriétés thérapeutiques
I’Ephedra alata alenda et Ajuga iva. L’objectif de notre étude consiste a mettre en évidence
la composition phytochimique et I’évaluation de I’activité antioxydante, anti-inflammatoire
et anti-microbiénne, des extraits aqueux et ¢thanoliques de ces deux plantes médicinale.
L’analyse qualitative par screening phytochimique et chromatographie sur couche mince
(CCM) montre leurs richesses en métabolites secondaires (alcaloides, tanins, flavonoides,
terpanoides, saponosides...)L estimation quantitative des flavonoides et des polyphénols
totaux par méthodes colorimétriques a montré que les extraits de la plante sont riches en ces
composés. Pour L’évaluation 1’activité antioxydante en utilisant les tests in vitro (DPPH,
ABTS) a montré que les extraits éthanoliques des feuilles d'Ephédra alata ont un effet
antioxydant remarquable et plus puissant. Les tests sur I’activité anti-inflammatoires in vitro
par la méthode d’inhibition de la dénaturation de SAB, indiquent que les extraits des deux
plantes ont une activité anti-inflammatoire importante.Cependant, les résultats de l'activité
antibactérienne et antifongique testées par la méthode de diffusion sur disques en milieu
gé€losé sur les extraits aqueux et éthanoliques des deux plantes a 100 mg/ml n’ont pas permis
d'obtenir des effets contre la croissance des souches bactériennes de Gram+
(Staphylococcus aureus), 3 souches Gram- (Escherichia Coli, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillose cereus) et les champignons (Aspergillus niger, Candidat albicans). En effet cette
étude a révele que I’ Ephedra alata alenda et Ajuga iva sont des plantes utilisées en médecine
traditionnelle, possédent vraiment une capacité antioxydante et anti-inflammatoire.

Les mots clés : Ephedra alata, Ajuga iva, activité anti-oxydante, activité anti-inflammatoire,

activité anti-bactérienne, anti-fongiquedes.



Abstract

Abstract

As part of the promotion of Algerian flora, wecarried out a study on two plants widely
used by the local population for their therapeutic properties, namely Ephedra alata alenda
and Ajuga iva. The objective of ourstudyis to highlight the phytochemical composition and
the evaluation of the antioxidant, anti-inflammatory and anti-Mmicrobial activity of the
aqueous and ethanolic extracts of these two medicinal plants. Qualitative analysis by
phytochemical screening and thin layer chromatography (TLC) shows theirrichness in
secondarymetabolites  (alkaloids, tannins, flavonoids, terpanoids, saponosides,
etc.)Quantitative estimation of flavonoids and total polyphenols by colorimetric methods
showed that plant extracts are rich in these compounds. For the evaluation of antioxidant
activityusing in vitro tests (DPPH, ABTS) showedthat the ethanolic extracts of Ephedra
alata leaves have a remarkable and more power ful antioxidant effect. Tests on anti-
inflammatory activity in vitro using the SAB denaturation inhibition method indicate that
the extracts of both plants have significant anti-inflammatory activity.However, the results
of antibacterial and antifungalactivity tested by the disk diffusion method in gel medium on
the aqueous and ethanolic extracts of both plants at 100 mg/ml did not provide effects against
the growth of Gram+ bacterial strains (Staphylococcus aureus) and 3 Gram- strains
(Escherichia Coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillose cereus) and two fungi (4spergillus
niger, Candidate albicans). Indeed, this study revealed that Ephedra alata alenda et Ajuga
iva are plants used in traditionalmedicine, trulypossessantioxidant and anti-

inflammatorycapacity.

Keywords: Ephedra alata, Ajuga iva, antioxidantactivity, anti inflammatoryactivity,

antibacterialactivity, antifungalactivity.
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Introduction

Introduction Générale

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines,
voire des milliers de composés naturels bioactifs, ces derniers sont par la suite accumulés dans

différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante (Boudjouref, 2011).

Malgré les progrés de la pharmacologie, I'usage thérapeutique des plantes médicinales
est répandu dans certains pays du monde, notamment les pays en voie de développement, en
raison de 1’absence d’un systéme médical moderne, mais aussi parce que les plantes ont pu
démontrer une réelle efficacité. Il est estimé qu'au moins 25 % de tous les médicaments
modernes sont issu directement ou indirectement de plantes, grace a I'application technologie
modernes de savoir traditionnel (EIl hafian ez al ., 2014).

Les extraits bruts des plantes commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Ils font 1’objet d’étude pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses et pour la protection
des aliments contre 1’oxydation ou comme des anti-inflammatoires, et des anti-analgésiques
(Sarriet al ., 2014).

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales et vise a
¢tudier les activités biologiques antioxydantes, anti-iflammatoires et anti-microbiennes des
extraits de deux plantes médicinales Ephédra alatact Ajugaiva. Elles sont parmi les familles
de plantes les plus utilisées comme source mondiale d’extraits a qualité médicale intéressante,
pour ses effets bénéfiques dans le traitement de différentes maladies telles que le désordre
gastro-intestinal, les troubles cardiovasculaires, I’hypertension et le diabete. Son rdle est di
généralement aux métabolites secondaires qu’elle contient, notamment les flavonoides
(Mohamed et al., 2010 ; Bouyahya et al., 2020).

Cette étude sera subdivisée en trois parties :

v Une premiére est une synthése bibliographique : Le premier chapitre est consacré a un
rappel sur le stress oxydatif et radicaux libres. Nous avons ensuite abordé un deuxieme
chapitre sur les métabolites secondaires. Dans le troisiéme chapitre, est consacré a une
synthése sur les espéces végétales étudiées.

v' La deuxiéme partie décrit le matériel et les méthodes utilisés lors du travail

expérimental.
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v La troisiéme partie de ce mémoire exposent I’ensemble des résultats obtenus et la

discussion.
Elle traite 3 parties :

e La premicre sert a 1’é¢tude des méthodes d’extraction, le screening phytochimique et la
caractérisation des métabolites des extraits organiques et aqueux des deux plantes en
utilisant la CCM.

e La deuxiéme sert a I’évaluation quantitative des taux de polyphénols et flavonoides
totaux ’activité.

e La dernicre sert a 1’évaluation des activités biologiques in vitro consistant en
I’évaluation de D’activité antioxydant, anti-inflammatoire, anti-bactérienne et anti-
fongique des extraits aqueux et organiques issus des tiges feuilletées et des graines
d’Ephédra alata et des feuilles de la plante Ajuga iva.

Enfin, nous présenterons les résultats obtenus qui seront suivis de leurs discussion et une

conclusion générale qui englobe I’ensemble des résultats du nos travaux.
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I.1. Définition du stress oxydant

Le stress oxydant est défini par I’incapacité de 1’organisme de se défendre contre diverses
especes réactives de ’oxygene (ERO) en raison de la perturbation d’équilibre endogéne
entre ses derniers et les agents oxydants (AO). Ce déséquilibre conduit potentiellement a des
dégats structuraux et fonctionnels (Bensakhria, 2018).

Cette définition ne signale aucun effet délétere d’un tel changement sur la fonction des tissus
et n’indique pas 1’origine de ce déséquilibre s’il est dli a une augmentation de la production

des oxydants ou a une diminution de la capacité réductrice des tissus (Barouki, 2006).
I.1.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique contenant un ou plusieurs électrons non
appariés extrémement instable, ce sont des especes électrophiles de courte durée de vie
(quelques nanosecondes), elles font partie des systémes ubiquitaires ayant une réactivité
chimique délétere a 1’égard des biomolécules, cette réactivité est inversement
proportionnelle au pouvoir oxydant (OH® > RO° > HOO®° > ROO°®). Les radicaux peuvent
réagir avec des composants cellulaires (ADN, lipides, protéines...) aboutissant a des Iésions
cellulaires irréversibles, mais dans des conditions physiologiques agissent comme des
substances de signal importantes en plus de 'utilit¢ dans la défense chez les bactéries

(Chahine, 2014 ; Jdidi, 2015).

La génération de radicaux libres implique plusieurs voies typiques telles que la
lumiére (Ohtsuki ez al ., 2015), la chaleur (Wang et al., 2017), la sonication (Mohapatra
et al., 2017), le rayonnement (Zhang et al., 2014), les réactions redox(Buck et al., 2013) et
'¢lectrolyse (Tang et al., 2019). En chimie, les radicaux libres sont ceux bio intermédiaires
liés a divers processus chimiques, dont la polymérisation radicalaire (Magennis et al ., 2014)
, la catalyse (Whittaker, 2003) et la chimie atmosphérique (Orlando et al., 2003). Les ERO
jouent le role de seconds messagers, régulant plusieurs processus physiologiques
moléculaires cellulaires et tissulaires. Elles participent dans la défense antibactérienne, la
destruction par apoptose des cellules tumorales, la transduction de signaux cellulaires, le

développement embryonnaire, la croissance...(Gamet et Laurence, 2011).
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Le stress oxydatif a des conséquences biologiques trés variables selon la dose et le type
cellulaire. Le stress oxydant peut dénaturer les lipides, les protéines, I’ADN et provoquer
des pathologies (Curtin et al., 2002). De nombreuses autres anomalies biologiques sont
induites par le stress oxydatif : mutation, carcinogenese, malformation des feetus, dépot de
protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépdt de lipides oxydés, et

immunosuppression (Favier, 2003).

1.1.2. Antioxydants

Les antioxydants sont définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou inhiber I’oxydation
de ce dernier (Pastre et Priymenko, 2007). Afin d’empécher la formation des radicaux
libres et de limiter 1’oxydation qui provoque les dommages oxydants dans les cellules,
I’organisme est équipé de plusieurs systémes de défense, a savoir : enzymatiques
(Superoxide dismutase, catalase, glutathion peroxydase.) et non enzymatique (glutathion
(GSH), tocophérol, I’acide ascorbique...), les caroténoides et les flavonoides (Valko et al.,

2007).

1.1.3. Pathologies liées au stress oxydatif

Le stress oxydant est potentiellement impliqué dans de nombreuses maladies comme
facteur déclenchant, ou associé¢ a des complications lors de leur évolution (Bashan ez al,
2009 ; Vanessa et al., 2013). Ces pathologies peuvent découler d’intoxications chimiques
et médicamenteuses, d’exposition a des rayonnements, d’un syndrome d’hyperoxygénation,
de phénomenes inflammatoires. (Sohal et al, 2002 ; Delattre et al, 2005). Lorsque
I’intensité de ces phénoménes augmente et dépasse la quantité d’antioxydants disponibles,
altérant ainsi le statut redox normal et conduisant a un stress oxydatif accru (Rahman, 2007).
Parmi les pathologies liées au stress oxydant les maladies neurodégénératives ; Alzheimer
(Aruoma, 2003) et Parkinson (Pizza et al., 2013), les maladies du foie ; fibrose, cirrhose,
carcinome hépatocellulaire (Shin et al, 2013),les maladies cardiovasculaires ;
Athérosclérose, hypertension (De Marchi er al, 2013), les maladies respiratoires ;
bronchospasme aigu, emphyseéme, asthme (Kusano et Ferrari, 2008), les maladies de I’oeil:
cataracte (Chakraborty et al, 2007), le diabéte (Mima, 2013), le cancers (Kaushal et
kudva, 2013) et I’obésité (De Marchi et al., 2013).
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11.1. Définition de métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par
les plantes autotrophies (Boudjouref, 2011). Elles sont caractérisées généralement par de faible
concentration dans les tissus végétaux (Newman et Cragg, 2012). Ces composés ne sont pas
nécessaires a la vie de la plante et n’exercent pas de fonction directe au niveau des activités
fondamentales de la plante mais ils jouent un role majeur dans les interactions de laplante avec
son environnement, contribuant ainsi a la survie de 1'organisme dans son écosysteme (Peeking
et al.,, 1987 ;Guignard,1996). Les métabolites secondaires secaractérisent par une énorme
diversit¢ chimique et représentent ¢également une source importante de produits

pharmaceutiques (Bourgaud et al., 2001).

II.2. Classification

Les produits du métabolisme secondaire sont en tres grand nombre, plus de 200.000
structures définies (Hartmann, 2007). Ces molécules permettent parfois d’établir une
taxonomie chimique. D’apres leur biosynthése, la structure, leur solubilité, elles peuvent étre

divisés en trois classes : polyphénols, terpénoideset alcaloides (Hennebelle et al., 2004).
I1.2.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des végétaux regroupe un vaste
ensemble plus de 8000 structures phénoliques ont été signalées et elles sont largement
dispersées dans tout le royaume des plantes (Strack, 1997). Et qui partagent d’au moins un
cycle aromatique portant un ou plusieurs groupes hydroxyles (OH) ou engagé dans une autre
fonction tels que : éther, ester, hétéroside...etc (Lefébure, 1999). Les cycles aromatiques sont
issus du métabolisme de 1’acide shikimique et/ou de celui d’un polyacétate (Mayer, 2004). Les
principales sources alimentaires sont les fruits et Iégumes, les boissons (thé, café, jus de fruits),
les céréales, les graines oléagineuses et secs (Boizot etCharpentier, 2006). Les composés

phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes :
I1.2.1.1. Phénols simples
Ce sont des substances phytochimiques avec des effets périodique, antioxydant, de

chélation et anti-inflammatoire. Les mieux caractérisés pharmacologiquement, sont 1’acide

caféique et I’acide férulique qui montrent I’effet anticancéreux au niveau des poumons chez les
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souris, alors que 1’acide gallique agit par le méme effet en prévenant le déclanchement du cancer
cesophagien chez les rats (Laraoui, 2007). Les coumarines est formée des composés
phénoliques dérivés de la coumarine simple et ses dérivés ont des actions phyto biologiques,

bactériostatiques et antifongiques. Ils ont un effet anti- cedémateux (Hoult et Paya, 1996).

11.2.1.2. Polyphénols

A. Les Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux presque toujours
hydrosolubles larges (Bruneton, 2009). Ils présentent plus de 5000 structures décrites (Marouf
et Reynaud, 2007). Ces composés partagent un squelette de base phényl-benzopyroneen 15
atomes de carbone (C6 — C3 — C6) de 3 cycles aromatiques (A, B, C). Selon la position relative
des deux cyclesaromatiques C6 (les cycles A et B), il existe deux familles d’isomeres naturels

: les isoflavonoides et les néoflavonoides (Patil et Masand, 2018).

Les flavonoides peuvent é&tre divisés en différentes classes : anthocyanidines;
flavonoles;isoflavonoles;  flavones; isoflavones; flavanes; isoflavanes; flavanols;

isoflavanols;lavanones; isoflavanones; aurones (Edenharder et Griinhage, 2003).

Les flavonoides possedent des propriétés antioxydants, anti-inflammatoires,
antiallergiques, anti-ulcérogéne, antibactériennes, antivirales, antimutagénes et anti-
cancérigénes ainsi qu'a sacapacit¢ a moduler la fonction enzymatique cellulaire clé. Ils ont
¢galement des actionspositives sur le diabete, les maladies d’Alzheimer (Havsteen, 2002 ;

Panche ez al., 2016).
B. Tannins

Les tanins sont des polyphénols hydrosolubles de masse moléculaire compris entre 500
et 3000 Da (Kamra et al., 2006).qui présentant a coté de réactions classique des phénols la
propriété deprécipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines (Zimmer et Cordesse,
1996), eton également une aptitude a transformer les peaux fraiches en cuir imputrescibles
(Jacqueline, 1978).0n les trouve dans presque toutes les parties de la plante, 1’écorce, le bois,
les feuilles et les fruitesgraines dans les vacuoles cytoplasmiques des cellules dites
périphériques c’est-a-dire situées essentiellement au niveau des épidermes, et sont donc

facilement libérés (Zimmer et Cordesse, 1996). En général, ils sont divisés selon la structure
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chimique, le poidsmoléculaire, la solubilit¢ dans l'eau en deux catégories : les tanins

hydrolysables et les tanins condensés (Bernays, 1989).
I1.2.2. Les Terpénoides

Les terpénoides constituent une classe importante de plus de 10000 composés qui
déterminent également l'activité pharmacologique des plantes médicinales (Zian, 2016). Les
terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte, leur
formule brute construite d’un monomere a 5 carbones appelé isopréne de formule (CsHx) n
dont le x est variable en fonction du degré d’instauration de la molécule et n peut prendre des
valeurs (1-8) sauf dans les polyterpénes qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc), avec
une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone...etc.). Les
terpeénes sont connus par leurs activités cytostatiques, insecticides, anti-inflammatoires et
analgésiques (Bruneton, 1999). IIs ont la particularité¢ de dégager de fortes odeurs et considérés
comme les principaux constituants des huiles essentielles. Ils sont utilisés dans certains
domaines comme la cosmétique (parfum) et la médecine pour traiter les maladies de la
respiration (Valnet, 2003). Ils possedent d’autres propriétés comme antiseptiques, digestives,

antispasmodique, sédatives, irritantes, cicatrisantes...etc (Bakkali ez al., 2007).
I1.2.3. Les alcaloides

Un alcaloide est un composé organique d’origine naturelle, azoté, plus ou moins basique,
de distribution restreinte et doté, a faible dose possédent des propriétés pharmacologiques
marquées (Bruneton, 1996)et ont de nombreuse subtilisations en thérapeutique, notamment au
niveau de systeme nerveux central (dépresseurs « morphine, scopolamine » ou stimulants
« caféine, strychnine »), du systéme nerveux autonome (sympathomimétiques « éphédrine »,
parasympathomimétique « pilocarpine » et du systeme cardiovasculaire) (Gazengel et
Orecchioni, 2013). On notera aussi l'existence d'anti-tumoraux, d’antiparasitaires, de
curarisants, les alcaloides sont utilisées comme anti-cancer, sédatifs et pour leur effet sur les

troubles nerveux (maladie de Parkinson) (Iserin et al., 2007).



Chapitre III : Le genre Ephedra




Chapitre 111 Le genre Ephedra

II1.1. Le genre Ephedra

La famille des Ephedraceae représentée par le seul genre Ephédra inclue environ 40
especes. Ce sont de petits arbustes vivaces presque toujours dioiques, qui peuvent atteindre 3
meétres de haut, trésramifiés, aux tiges articulées, a feuilles persistantes, fortement aromatique,
avec un gout amer (Ghafoor et al., 2007). Les especes de ce genre sont distribuées dans les
régions semi-arides etdésertiques et se développent habituellement dans des sols sableux, des
pentes seéches et descotés secs de montagnes (Qingbiao, 2006 ; Limberger ef al., 2013) et qui
poussent surtout dans la Chine, 1'Inde, 1'Egypte, le Moyen-Orient, en Europe et dans les
Amériques (Hegazi et EI-Lamey, 2011). Elle est commune dans le Sahara du Maroc a la Libye
jusqu'a I'Egypte et I'Arabie, en Afrique du Nord et en Amérique du Nord et du Sud (Ozenda,
1991). La classification systémique de sous espéce Ephédra alataalenda selon Ozenda (1991)

est:

Tableau 1.Classification systémique de sous espéce Ephédra alataalenda (Ozenda, 1991)

Classification Ephedraalata
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchemnt Gymnospermes
Classe Gnetopsida

Ordres Ephedrales

Famille Ephedraceae

Genre Ephedra

Espéce Ephedra alata
Sous-Espéce Ephedra alata alenda

II1.2. Description botanique de I’espéce Ephédra alata :

C’est un arbuste de 1 a 3 metres de haut, avec de minces tiges dressées, verts jaunatres,
intersectées et [égérement nervurées, a canalicules de 1,5 mm de diamétre et qui se termine par
une pointe souvent acérée. Au niveau des noeuds, qui sont écarté¢ de 4 a 6 cm, les feuilles
réduites en écailles apparaissent triangulaires qui se développent en paires opposées ou en
verticilles de trois, donnant a la plante 1’aspect d’un arbuste sans feuille. De petites fleurs

apparaissent en été (Ozenda, 1991; Abourashed ez al., 2003;Limberger et al., 2013).
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Elle présente un systéme de racines latérales extrémement puissant. Elle est réputée pour sa
tolérance ¢élevée a la carence en eau dans les régions sahariennes, La floraison en hiveret au
printemps (Ozenda, 1991;Derbel ef al., 2010; Jaradat ef al., 2015). Elle se caractérise par une
forte odeur de pin et un goit astringent (Abourashed et al., 2003).

Figure 1. Photo de la plante Ephédra alataalenda (Ozenda, 1991)

I11.3. Composition chimique

Les especes d'Ephédra sont des sources naturelles de nombreux phytoconstituants
incluant des alcaloides, des tanins (principalement les pronthocyanidines), des saponines des
acides phénoliques, des flavonoides (la vicenine II, la leucine III, le kaempferol 3- rhamnoside,
la quercétine 3 - rhamnoside et 1’herbacetine 7-O-glucoside sont les flavonoides qui ont été
isolés de I’Ephédra alata), et des huiles essentielles (Hegazi et ElLamey, 2011).

Leurs propriétés biologiques sont attribuées en grande partie aux alcaloides de types éphédrine
et ses dérivés (figure 03), proto-alcaloidesdérivés de la phénylalanine (Caveney et al., 2001).
Notons que la (-) éphédrine et I’(+) pseudoéphrédrine sont généralement les plus abondantes,
ils représentent environ 80 % de la teneur en alcaloides dans la plante séchée (Soni et al., 2004

; Phinney et al., 2005).

II1.4.Utilisation en médicinale

Les especes du genre Ephedrasont parmi les plus anciennes herbes médicinales connues
de I'humanité. E. alata était traditionnellement utilisée en médecine traditionnelle russe pour

traiter les troubles respiratoires et rhumatismes, et dans la tradition chinoise contre la toux, le

12
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rhume, les frissons, 1'asthme, les allergies et les cedémes (Bell et Bachman, 2011 ; Al-Snafi,
2017). Ephedra alata a été¢ couramment utilisé dans la médecine traditionnelle en Egypte et la
plupart des les pays arabes. Ephedra alata a été utilisé pour le traitement de l'asthme, du foin
la fievre et le thume (Ghanem et El-Magly, 2008). Ephedra alata pousse largement en
Palestine. Elle est utilisée en médecine traditionnelle locale pour les mémes fins qu’en médecine
traditionnelle chinoise. Cette plante montre €également des activités antimicrobiennes et

anticancéreuses (Al-Rimawi et al. 2017).

La poudre d’E. alat a est utilisée comme un traitement contre le diabéte au Maroc
(Ghourri et al., 2013), alors que les Algériens et les Tunisiens 1'utilisent pour traiter I'asthme,
les allergies, la faiblesse générale, les maux de téte, les frissons, la fievre, le diabéte, la
congestion nasale et I’hypotension, et principalement ['utilisent comme traitement
anticancéreux et pour diminuer les effets secondaires de la chimiothérapie (Ould EL hadj et
al, 2003 ; Jaradat et al., 2016). Les parties utilisées dans la médecine traditionnelle sont les

feuilles, les rameaux et les tiges séchées (Ould El Hadj et al., 2013).

IIL.5. Pharmacologie

Le principal ingrédient actif sont les alcaloides de type éphédrine, tels que 1'éphédrine, la
pseudo éphédrine, la noréphédrine (Amakura et al. 2013), norpseudo ¢éphédrine,
méthyléphédrine et méthyl pseudoéphédrine (Ibragicet Sofi¢ ,2015). L'éphédrine est un
sympathomimétique indirecte, trés proche de I’adrénaline, elle provoque la libération des
catécholamines endogenes des fibres sympathique post-ganglionaire. Elle stimule
I’automatisme cardiaque et exerce une activité inotrope positive, mais lI'éphédrine dure environ
dix fois plus longtemps (Bruneton, 2009). L’effet principal de la stimulation des récepteurs
adrénergiques a et B incluse I’augmentation de la fréquence cardiaque et la contractilité. Elle
favorise également la vasoconstriction périphérique due a la fraction pseudo-éphédrine, la
broncho-dilatation, ce qui explique son utilisation traditionnelle comme décongestionnant nasal
et antiasthmatique, ainsique la stimulation du SNC (Abourashed et al., 2003 ; Phinney et al.,
2005). Cependant, les effets hypertenseurs et vasoconstricteurs liés a 1’éphédrine, sont moins
rapides et moins puissants, mais plus durables et plus stables dans les conditions du

métabolisme contrairement a I'adrénaline (Chopra et al., 1960).
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II1.6. Toxicologie

Selon 1'évaluation de la Food and Drug Administration (FDA) en 2004, les compléments
alimentaires contenant des alcaloides d’Ephédra représentaient un risque sanitaire remarquable,
compte tenu des conditions d'utilisation. Par conséquent, la FDA a interdit partout les
médicaments contenant de 1'éphédrine (Additives and Food, 2013).

Les effets secondaires connus d’Ephedra comprennent l'insomnie, une légere élévation
de la pression artérielle, une augmentation du pouls, de l'anxiété, une sécheresse de la bouche
et des maux de téte. L'Ephedra ainsi a de multiples effets indésirables, en particulier a fortes
doses. L'éphédrine a été utilisée comme alternative a "l'ecstasy"”, une drogue illégale de la rue
(Chevallier, 1996 ; Blumenthal ef al., 1998). Cliniquement, il peut en résulter une arythmie,
des atteintes myocardiques, des accidents vasculaires cérébraux (Zaacks et al, 1999). Les
nausées, les tremblements, la tachycardie (battement de coeur rapide) et la rétention urinaire.
Suite a une dose élevée, les patients présentent des signes de toxicité neurologique et
cardiovasculaire. Le stockage de noradrénaline (a cause de I'éphédrine) peut entrainer une

hypertension grave. Cette interaction peut étre fatale (Blumenthal et King, 1995).

IT1.7. Activités biologiques de la plante

La plante a montré un large éventail d'activités pharmacologiques, notamment
antimicrobiennes contre des bactéries pathogénes GRAM+ et GRAM™ (Chebouat et al., 2014),
antioxydants (Jaradat et al., 2015 ; Al-Rimawi ef al.,2017), anticancéreuses, antidiabétiques
(Konno et al., 1985 ; Shabana, 1990), cardiovasculaires (Ebadi2007; Abula et al., 2004),
nerveuses, respiratoires, immunologiques, anti-inflammatoires, antipyrétique, analgésiqueet de

nombreux autres effets pharmacologiques (Al-Snafi, 2017).

Ephedraa été appliquée pour améliorer les performances, la suppression de l'appétit et
la Perte de poids (Barnes et al. 2007). L'effet stimulant de 1'éphédrine provoque une
augmentation du taux métabolique basal ce qui contribue a la perte de poids (Shekelle et

al.2003)
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IV.1. Généralité

Le nom Ajuga vient du mot latin "Jugum" : joug. Avec le suffixe "a", sans joug, du
fait quela corolle est dépourvue de lévre supérieure. Iva, est un ancien nom féminin latin qui
est utilisé pour la premicre fois pour cette plante (Ghedira et al., 1991).

Ajuga Iva (L.,) Schreber. fait partie de la famille des Lamiaceae qui comporte 266 genres et
301 especes (Israili et Lyoussi, 2009). La plupart de ces espéces sont aussi bien utilisées
dans la médecine traditionnelle que dans la médecine moderne (Judd et al., 2002). Le genre
Ajuga et généralement utilisée commeune remédie antidiabétique (El Hilaly et al., 2004).
La nomenclature et taxonomie de la plante selon Ghedira ef al, (1991) et Halimi (2004):

Tableau 2. Classification systémique de sous espece Ajuga iva (Ghedira et al., 1991)

Classification Ajuga iva

Régne Plantae

Embranchement Spermatophyta
(Angiospermace)

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotyledones

Ordre Tubiflorae

Famille Lamiaceae / Labiatae

Genre Ajuga

Espéce Ajuga iva (L.) Schreb.

Localement, au Maroc et en Algérie, elle est connue comme « Chondgoura » et «
Toutoulba » au Nord- Sahara oriental (Taleb-Senouci et al, 2009). Taftelba en Berber ;

Ivette, Petit if, Bugle en Frangais ; Hero bivy, Musky bugle en Anglais (Halimi ez al., 2004).

IV.2. Description botanique

Ajuga Iva est une petite plante annuelle herbacée, avec une hauteur de 5 a 20 cm
caractérisée par un gout amer et une odeur de musc base ligneuse, tiges étalées- diffuses,
rameuses, tres feuillues a feuilles linéaires ou longuement trifides, a une longueur de 20 mm,
denses et couvertes de duvets enroulées aux bords, entiéres ou un peu dentées au sommet.
La floraison de la plante se fait entre Avril a Octobre. Les fleurs sont violettes, roses

oujaunes, de 15 mm de longueur, 2-4 par verticille a I’aisselle des feuilles, la I¢évre supérieure
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de lacorolle est réduite ou absente et la 1évre inférieure est divisée en trois lobes velus, les

lobes latérauxsont petits, alors que le lobe central est méme couleur de la fleur, généralement

en violet. Calicevelu-laineux, a dents triangulaires, lancéolées plus courtes que le tube se

présente avec des poils (Girre, 2001).

Photographie 1. Photo d’4juga ivaL.partie végétative et racine, et photo de fleurs.

IV.3. Composition chimique d’ Ajuga iva

Les études phytochimiques sur 4. ivaont révélé la présence de plusieurs flavonoides,
tanins, terpenes, stéroides, caféine (caféique chlorogenique) et les constituants de
I'huileessentielle et d’autre principe comme 1’ajugarine (El Hilaly et al., 2004 ; Beloued,
2012). L’ivette contient les trois majeurs ecdystéroides (makisterone A, 20-
hydroxyecdysone et cyasterone), en plus du 24,28-dehydromakisterone A et les deux
nouveau phytoecdystéroides (22-oxocyasterone et 24,25-dehydroprecyasterone) (Bendif,
2017).

Ben-Jannet et al., (1999) ont isolés les ivaides A, B et C d’4juga Iva.Les cicatrisants
(externes), les diterpénoides (clérodane), les iridoides et saponosides acides sontaussi des
composés chimiques que les chercheurs ont trouvés dans 1’4juga Iva. Bennaghmouch et
al., (2001), ont isol¢ a partir de I’espece Ajuga Iva sept flavoniques aglycones (Quercetine,
lutéoline, chrysoériol, 5,5'- dihydroxy 7,4'-diméthoxyflavone, 5,7- dihydroxy

4',5'diméthoxyflavone, apigénine, naringénine).
IV 4. Utilisations d ivette

Les especes d'Ajuga sont utilis€ées dans la médecine traditionnelle dans le monde
entiercontre certaines maladies telles que la goutte, le rhumatisme, le paludisme, I'asthme et
pourtraiter le cancer, le diabéte (Bendif 2017), I’hypertension, les gastralgies, la stérilité

féminine,les hémorroides (Bennaghmouch ez al, 2002), les troubles gastro-intestinaux,
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l'entérite, lafiévre, la sinusite et les maux de téte (Allali et al., 2008 ; Boumerfeg 2010)
d'oreille et de dents (macher unefeuille fraiche), la bronchite, phtisie, troubles mentaux,
maladies de la peau, I’eczéma,morsures d'animaux (rage), tonic, la diarrhée (Bendif 2017),
l'ulceére gastrique, la dysurie, lesarticulations douloureuses des membres (Baghiani et al.,
2011) et pour calmer les douleurs (Bennaghmouch et al., 2002).

Elle est aussi utilisée comme : dépuratif, antiarthritique,leishmanicide (Bendif 2017),
anthelminthique et en tant qu'agent diurétique (El Hilaly andLyoussi, 2002), antiseptique
(Madani et al., 2014), antimitotique, vasorelaxant et cicatrisant (Chabane et al., 2013),

antifébriles (Wessner ef al., 1992),antipyrétique et vulnéraire (Venskutonis et al., 2017).

IV.5. Toxicité

La consommation de I’ivette par des personnes normales n’aboutit pas a la
réductionde leurs glycémies, alors qu’elle a un effet hypoglycémiant chez les personnes
diabétiques (El Hilaly et al., 2004). Les DLso montrent que les flavonoides d’A4juga iva ne
sont pas toxiques du fait de leurs valeurs élevées (3600 mg/kg pour les souris et 4800 mg/kg
pour les rats) (Bennaghmouch et al., 2001).

Par voie orale, la DLso est supérieure a 14 g/kg PC tandis que celle de la voie intra-
péritonéale est d’environ 3.6g/kg PC. Quant au traitement chronique (jusqu’a 600 mg/Kg

PC) n’occasionne aucun effet néfaste sur les parametres biochimiques ethématologiques.
IV.6. Activités biologiques d’Ajuga iva

Ajuga iva semble étre une plante précieuse et pourrait étre utilisée pour l'inhibition de
piégeage des radicaux libres et peuvent stabiliser la peroxydation des lipides (Baghiani et
al., 2011). L’iridoides peux jouer un role important dans lasuppression du stress oxydatif

causé par le cholestérol alimentaire (Bouderbala et al., 2010).

Ajuga iva peut étre considérée comme un agent anti-diabétique et hypolipidémique et
chez ’homme (El-hilaly et Lyoussi, 2002). Des recherches récentes ont démontré que les
hétérosides flavoniques en sont responsables (Chabane et al., 2013). L.’administration orale
unique et répétée de l'extrait d'Ajuga a entrainé une diminution des taux de cholestérol
plasmatique (Baghiani ez al., 2011) et des phospholipides (Taleb-Senouci e al., 2008). Les
extraits d ajuga possedent des propriétés vasodilatatrices et est donc considéré comme agent

anti-hypertensif (El-Hilaly et al., 2004).
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L'activité antibactérienne des extraits d’Ajuga a été démontrée (Bouyahya, 2016). Les
phytoecdystéroidessont considérés comme contribuant a la dissuasion des prédateurs

invertébrés (Dinan and Lafont, 2006 ; Aly ef al., 2011).

19



Materiel et methodes




Chapitre Matériel et méthodes

Le travail expérimental, ayant pour objet 1’étude des composés végétaux et leurs effets
antioxydants, anti-inflammatoires et antibactériens de deux plantes médicinales «
Ephedraalatay et «Ajugaivay. La partie expérimentale est réalisée au laboratoire de biologie,

Université Abbas Lagrour-Khenchela.
V.1. Matériel
V.1.1. Matériel végétal

La plante Ajujaiva utilisée dans ce travail a été récoltée dans la région d'Ain Mimoun
wilaya de Khenchela en Février 2024. La plante (feuilles) est bien nettoyée du sol et séchée a

I’abri de I’humidité et de la lumiére pendant 20 jours.

L’espece éphédraa été récoltée dans la région de Tébessa en Février 2024. La partie
aérienne (tiges feuillées, graines) de la plante récoltée a ensuite été séchée a I’abri de I’humidité

et de la lumicere du soleil pendant 20 jours.

Enfin, les parties des deux plantes seches ont été pulvérisée au broyeur pour obtenir une poudre
fine qui sont soigneusement conservées dans un bocal en verre a I’abri de la lumiére pour éviter

toute détérioration des échantillons jusqu’a son utilisation.

Photographie 2. La partie aérienne d’Ephedra alata et d’ Ajuga iva, séché et broyée
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V.1.2. Matériel biologique les souches bactériennes
V.1.2.1. Les souches bactériennes testées

Les souches bactériennes retenues pour le présent travail proviennent du centre de
recherche scientifique khenchela. 11 s’agit d’Escherichia coli, Staphylococcus aureuset,

Klebsiella pneumoniae. Leurs caractéristiques sont regroupées le tableau 3.

Tableau 3.Liste des souches microbienne utilisées

Souches testes Gram Référence

Bacillus Cereus ) o ATCC 11778
Bactéries Gram positif

Staphylococcus ATCC 25923

Escherichia Coli ) ATCC 25922
Bactéries Gram négatif

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Aspergillus niger ‘ 25A936
Champignons
Candidat al ATCC 10231
V.2.Méthodes

V.2.1. Préparation des extraits

V.2.1.1. Préparation d’extrait aqueux par infusion

La préparation de cet extrait consiste a macérer 40g de la partie aérienne de la poudre
végétale dans 400 ml d’eau chaude, le macérat est homogénéisé pendant 30 min. Apres

filtration, le filtrat est évaporé a 1’aide d’une étuve a 50°.

V.2.1.2. Préparation d’extrait aqueux par décoction
Elle est basée sur la préparation d’une décoction, en introduisant 40g de la poudre
végétale dans 400 ml d’eau distillée. Le tout est chauffé jusqu’a 1’ébullition pendant 1h et

réduction du volume initiale a 1/10¢éme. Apres refroidissement et filtration, le filtrat récupéré

est évaporé a 50°C dans une étuve (Boubacar Souley, 2005).
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V.2.1.3. Préparation d’extrait éthanolique

La préparation d’extrait éthanolique est réalisée par €puisement a froid de 50gde la
poudre végétale dans 500 ml d’une solution hydro-alcoolique d’éthanol/eau distillée (8:2 V/V)
pendant 24h x 3 avec agitation continue a température ambiante. L homogénat est filtré a I’aide
d’un papier Wattman.Le filtrat obtenu est évaporé 1’aide d’une rota vapeur a 45°C et 1’extrait

sec obtenu est ensuite stocké a une température de +4°C

» Calcul des rendements en extraits secs :
Le rendement indique la masse de 1’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction.

Nous pouvons déterminer le rendement des plantes en extrait sec en calculant le rapport suivant:

e R(%)=P1/P2x100
e P1: Poids de I’extrait apres 1’évaporation du solvant

e P2: Poids de la matiére végétale utilisée pour I’extraction

V.2.2. Analyse qualitative
V.2.2.1. Etude phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés existant
dans les extraits de la plante, pour mettre en évidence leur présence ou absence. Ces tests sont
basés sur des réactions qui donne des résultats (une coloration, ou précipité ou autre) par des
réactifs spécifiques a chaque phytoconstituant. Les familles concernées par ces tests dans ce
travail sont : les polyphenols, les flavonoides, les tanins, les saponines, et lessucres réducteurs,

les coumarines, les alcaloides, composés composes phénoliques, les terpenoides.

V" Les alcaloids

Dans deux tubes a essai, 1 ml d'extrait est placé dans chaque tube. Ajouter 0,5 ml de réactif
de Mayer dans le premier tube et 0,5 ml de réactif de Wagner dans le deuxiéme tube.
L'apparition d'un précipité jaune-brun et brun noir, respectivement, indique la présence de ces
alcaloides (Amana, 2007)

v" Les tanins

Dans un tube a essai, on place 1 ml de chaque extrait, puis quelques gouttes d'une solution
de chlorure ferrique a (FeCls a2%) sont ajoutées dans le tube.

L’apparition d’une coloration vert foncé indique la présence de tanins catéchiques, et une
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Coloration bleue verdatre indique la présence simultanée des types de tanins (Soulama et al.,

2014).

v Les flavonoides
2 ml de I'extrait sont placés dans un tube a essai puis quelques gouttes de (AICI3 a 1%) y
sont ajoutées. L apparition de couleur jaune indique la présence de flavonoides (Edeaga et al.,

2005).

v Les terpénoides
1 ml de chloroforme est ajouté a 2,5 ml de chacun de I'extrait. Aprés homogénéisation, 1,5
ml d'acide sulfurique (H2SO4) est ajouté au mélange. La formation d'une couleur rouge-brun a

l'interface indique la présence des composés (Aziman et al., 2012).

v Les quinones libres
Dans un tube a essai, introduire 2ml d'extrait et ajouter 0.1 ml d'hydroxyde de sodium (NaOH
a 1%). Le développent d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet en présence des quinones

libres (Oloyede ef Aina, 2005).

v Les composés phénoliques
0,5 ml de Fecls est ajouté a 3 ml de chacun de I'extrait. La formation d’une couleur bleu verdatre

indique la présence de composés phénoliques (Rosine et Momo, 2009)

v Flavonoides
Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait et ajouter 1 ml de HCI concentré et quelques
copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune prouve la

présence des flavonoides (Trease et Evans, 1989 ; Harborne, 1998).

v Les anthocyanes
La détection des anthocyanes est effectuée en introduisant 2 ml d’infusé a 5% dans un tube

a essai, et ’ajout de 2 ml HCI (2N) avec quelques gouttes d’ammoniac.

Si la coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu violacé en milieu basique,

indique la présence d’anthocyanes (Debray et al.,1971).
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v Test de mousse pour le saponoside
1 ml d'extrait est ajouté a 3 ml d'eau distillée. Aprés 2 minutes d'agitation, la formation d'une
mousse stable de plus de 1 cm de hauteur indique la présence de saponine (Yadav et

Agarwala,2011).

v Les anthraquinones
2,5 ml de solution de NH4OH sont ajoutés a 5 ml de I'extrait immédiatement aprés agitation. La

présence des anthraquinonesest indiquée par une couleur violette (Okerulu et Aina, 2001).

v Les coumarines
L’identification est faite par macération de 5 g de poudre végétale dans 20 mld'éther pendant
24h. La filtration, 1’évaporation du filtrat, et 1’ajout de 0,5ml de NH40OH a25% sont suivis

d’observation de la fluorescence sous une lampe UV a 366 nm (Rizk, 1982).

v Les amines
L’extrait est déposé sur papier filtre a 1I’étuve 80 °C puis pulvérisé aves quelques gouttes de
ninhydrine puis séché a I’étuve a 110 °C pendant 5 min. Des taches violettes ou jaunes sur le

papier indiquent la présence des amines (Oloyede, 2005).

v" Les Mucilages
La détection des mucilages est effectuée en introduisant 1ml d’infusé a 5% dans untube a essai,
et I’ajout de 5 ml d’éthanol pendant quelques minutes. Il apparait un précipitéqui témoigne leur

présence (Etudes rwandaises, 1977).

v" L’Amidon
On ajoute quelque goutte de 1égole a Iml d’infusé 5%, une coloration bleu foncé confirme la

présence de I’amidon (Kanoun, 2011).

v" Les sucres réducteurs
Dans un tube a essai, ajouter 2 ml de liqueur de Fehling (1 ml réactif A et 1ml réactif B) a 1 ml
d'extrait et incuber I'ensemble 20 min dans un bain marie bouillant. L'apparition d'un précipité

rouge brique indique la présence des composes réducteurs (Cai et al., 2011).

V.2.2.2. Criblage phytochimique par chromatographie sur couche mince

Afin d’avoir une idée sur la composition chimique de nos extraits, nous avons affectué

une analyse par chromatographie sur couche mince des extraits éthanoliques, aqueux obtenus a
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partie de I’extraction de deux parties de 1’espece Ephedraet (feuilles et graines) et la partie

aérienne de I’espece Ajuga iva.

Des plaques de chromatographie sur couche mince de gel de silice sur un supporten

plastique pour la séparation des différentes fractions.
Six systemes de solvants organiques a polarités différentes ont été essayés

» Systéme 1 : Toluéne/ acide acétique/ Méthanol (5/3/1) (v/v/v).
Systéme 2 : Chloroforme/ Méthanol / Eau (6.5/1.5/2) (v/v/v)
Systéme 3 : Acétone/Eau (1/1) (v/v).

Systéme 4 : n-Butanol / Acide acétique glacial/ Eau (4/1/5) (v/v/v).
Systéme 5 : Chloroforme/ acétone/ Acétate d’éthyle (16/8/3) (v/v/v).

vV V V V V

Systéme 6 : Acétate d’éthyle/ acide formique/ Acétate acétique / Eau (25/3/3/7) (v/v)

A T’aide d’une micropipette (10 pl) les échantillons a séparer qui sont préalablement
solubilisés dans le méthanol (50 mg/ml) sont déposés sur la plaque d’une fagon perpendiculaire
et linéairement. Plusieurs dépots successifs du méme analyte en méme endroit peuvent étre

effectués.

Chaque plaque est déposée en position verticale ou légerement inclinée dans une cuve
recouverte et préalablement saturée par les vapeurs du systeme solvant approprié. L’échantillon
a étudier sera plus ou moins entrainé par la progression par capillarité de la phase mobile vers

le haut de la plaque.

Apres le développement du chromatogramme, et lorsque le front du solvant d’élution
atteint 0.5 de la ligne supérieure, la plaque est retirée, séchée et examinée sous lampe UV a 254

et 365 nm dans une chambre noire (Marston et Hostettmann, 2006).

La fluorescence sous UV, la coloration apres révélation et le facteur de rétention (Rf),

sont des caractéristiques propres pour chaque spot obtenu a la fin de migration et révélation.
Le facteur de rétention (Rf) est calculé via 1’équation :

e Rf=d/D
e Dont : d: Distance parcourue par le constituant.

e D: Distance parcourue par le solvant.
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V.2.3. Analyse quantitative

V.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits des plantes a ét¢ déterminée par la méthode de
Djeridaneet al. (2006) utilisant le réactif de FolinCiocalteu. Le principe de la méthode repose
sur I'oxydation des composés phénoliques par ce réactif.

Un volume de 100 pl pour chaque extrait est introduits dans des tubes a essai, 500 pl du
réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois est additionnée, Les tubes sont agités et conservés a la
température ambiante. 400 pl de carbonate de sodium (Na2CO3) a 7.5 % est ajouté. Les tubes
sont agités et conservés durant 30 minutes a la température ambiante et a 1’obscurité.
L’absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotomeétre.

L'expérience est répétée 3 fois (Wong et al., 2006).

Une courbe d’étalonnage a différentes concentrations (0.05 a 0,5 mg/ml) d’acide gallique
a été préparée. Les teneurs en phénols totaux dans les extraits sont exprimées en milligramme

d’équivalent d’acide gallique par gramme de I’extrait sec (mg EAG/g d’extrait sec)

V.2.3.2. Dosage des flavonoides

Le principe de la méthode repose sur 1'oxydation des flavonoides par ce réactif incolore,
le chlorure d'aluminium (Alcls). 500 pl de chaque extrait est mélangé avec 500ul de trichlorure
d’aluminium (AICl3) (2%), apres 1 heure d’incubation a la température ambiante, la lecture est
faite a 430 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre. L'expérience est répétée deux

fois.

La concentration des flavonoides a été déterminé a partir d'une courbe d'étalonnage
réalise par un standard étalon la quercétine a différentes concentrations (0,8 a 0,0015 mg/ml)
dans les mémes conditions que 1’échantillon, et exprimée en mg d’équivalent de Quercétine par

gramme d’extrait sec (mg EQ/g d’extrait sec) (Annexe 3) (Djeridane et al., 2006).
V.2.4. Dosage de ’activité antioxydant

V.2.4.1. Teste du DPPH radical libre

Le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est généralement le substrat le plus

utilisé pour 1'évaluation rapide et directe de l'activité antioxydante en raison de sa stabilité sous
p p y

27



Chapitre Matériel et méthodes

forme radicalaire et de sa simplicité de I’analyse, au contact d’une substance donneuse de
proton le DPPH'(2,2 diphényle-1- Picrylhydrazyl) de couleur violette se réduit en 2,2
diphényle-1-Picrylhydrazine de couleur jaune . Cette décoloration met en évidence le pouvoir
antioxydant d’un échantillon par sa capacité a piéger le radical libre et se traduit par une

diminution de I’absorbance a 517 nm (Bozin et al., 2008).

Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque extrait (0.05 - 0.075 -0.0125-
0.02 mg/ml) est ajouté a 1,95 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025¢g/1) fraichement
préparée et le mélange est vortexé. Le témoin positif ; acide ascorbique est préparé dans les

mémes conditions.

Apres incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a température ambiante la lecture des

absorbances est effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre (Suga et al., 2005).

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (%), calculés suite a la diminution

de I’intensité de la coloration du mélange, selon la formule :
PI (%) = (A témoin — A extrait / A témoin) x 100
Indices:

e PI (%) : pourcentage d’inhibition.
e A témoin : absorbance du témoin négatif.

e A extrait : absorbance de I’extrait

» Calcul des ICso

IC50 (Efficient concentration 50), permet de déterminer la concentration de I’échantillon
testé nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH, une faible valeur de IC50 correspondant a
une grande efficacité de 1’extrait. Elle est calculée graphiquement a partir des graphes tracés «
pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations » de nos extraits en utilisant
le logiciel de Microsoft Excel (Bertoncelj et al., 2007 ; Marxen et al., 2007 ; Scherer et
Godoy, 2009 ; Fabri et al., 2009).

V.2.4.2. Tests de ' ABTS

L’activité antiradicalaire a été également évaluée par le test de décoloration du radical
cation ABTS +e selon la technique utilisée par Khan et al. (2012). L’ABTS a ét¢ dissous dans

I’eau distillée a une concentration de 7 nM. La solution du radical cation ABTS+e a été obtenue
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en incubant pendant 12 4 16 h a I’obscurité et a la température ambiante un mélange a volumes

¢gaux de la solution mere d’ABTS avec une solution de persulfate de potassium a 2,45 nM.

La solution ABTS+e a été diluée avec de 1’éthanol jusqu’a une absorbance de 0,700 +

0,02 a 734 nm avant ’utilisation.

Ensuite, 1,5 ml de la solution d’ABTS™ a été mélangé avec 50 pl d’extrait ou de la
référence (acide ascorbique) a différentes concentrations (350-250-125-75-50pg/ml). Les
absorbances sont mesurées a 734 nm aprés une incubation del0 minutes a I’obscurité et a la

température ambiante.

Trois essais ont été effectués pour chaque concentration de produit testé et les résultats

exprimés en Clso.
V.2.5. Activité inti-inflammatoire

L’¢évaluation de I’activité¢ anti-inflammatoire in vitro consiste a préparer quatre
solutions. Elle a été effectuée sur les extraits des deux plante Ajuga iva et Ephedraselon la

méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines (Sangita et Priyanka, 2012).

* La solution d’essai (Ts) (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum
bovine albumine (BSA) 5 % et 0,05 ml des extraits de la plante avec les concentrations
250,500 et 1000pg/ml.

» La solution control test (Tc) (0,5 ml) composé de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5
% et 0,05 ml d’eau distillé.

» Lasolution contrdle produit (pc) (0,5 ml) composé de 0,45 ml d’eau distillé et 0,05 ml des
extraits de la plante avec les concentrations 250,500 et 1000pg/ml.

» La solution standard test (ss) (0,5 ml) compose de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA
5% et 0,05 ml de la solution de standard diclofénac sodium avec les concentrations 250,500

et 1000pg/ml.

Les échantillons ont été incubés a 37 ° C pendant 20 min, ensuite la température était
augmenté pour garder 1’échantillons a 57°c pendant 3 min, apres refroidissement des tubes,
2,5ml de la solution phosphate buffer saline « tampon » (pH 6,3 ajustée par une solution d’HCl
(1N)) a été ajouté aux solutions ci-dessus, I’absorbance a été lue par le spectrophotométre UV
—visible a 416 nm, et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé

comme Ssuit:
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% d’inhibition =100 — ATs — Apc/ ATc x 100

Le controle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés

avec le diclofénac sodium.

e ATs : absorbance de la solution d’essai,
e Apc : absorbance La solution controle produit,

e ATc : absorbance de La solution control test.
V.2.6. L’activité anti-microbienne

Les différents extraits aqueux, hydro-éthanoliques de la plante Ajuga ivaet Ephedra ont
été testés sur différentes souches de microorganismes (quatrebactéries et deux champignons),
en vue de déterminer leur efficacité. L activité anti-microbienne extraits ont été¢ déterminée par

la méthode de diffusion sur le milieu gélosé cité par Treki et al. (2009).

100 mg de chaque extrait sec a été pesé et mis dans un eppendorf contenant 1 ml de DMSO

en utilisant le vortex, afin obtenir une solution mére homogene pour faire les dilutions.

e Repiquage de souches testées

Dans des conditions stériles, a partir des boites de conservation, nous avons pris 2 a
Scolonies isolées et représentatives de la souche testée a 1’aide d’un écouvillon stérile, et
nousavons ¢€talé par la méthode des stries serrés sur des boites de pétri contenant des
milieuxsélectifs appropriés aux souches microbiennes utilisées (le milieu PDA pour les
champignons et gélose nutritive pour les bactéries), puis avons incubés a 37°C pendant 24
heures lesbactéries et de 48h a 72h la levure, afin d’obtenir des colonies jeunes et bien isolées

etre présentatives (Bouchouka, 2016).

e Préparation des suspensions microbiennes (I'inoculum)
A partir d'une culture pure des bactéries a tester sur milieu d'isolement, nous avons pris
de 1 a 2 colonies, bien isolées et parfaitement identiques, a 1’aide d’une anse de platine, puis
cette derniere est mise dans un tube contenant de 1’eau physiologique stérile 0.9% Na CI, bien

homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc Ferland.

¢ Ensemencement

A Taide des écouvillons stériles pénétrés chacun d’eux dans les différentes suspensions
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Bactérienne /levure (I'inoculum), nous avons ensemencé des boites de Mueller Hinton de puis

les incubés a 37°C.

e Dépot des disques
Des disques de papier-filtre (Wattman) stériles de 6 mm de diametre sont imprégnés
avec chaque extrait a raison de 10ul, avec des disques imprégnés de DMSO utilisés comme
témoins négatif, a ’aide d’une pince stérile les disques sont déposés aseptiquement a la surface
du milieu ensemencé. Deux boites sont utilisées pour chaque souche. Les boites sont incubées

pendant 18 a 24 heures a 37°C.

e Lecture des résultats
Apres I’incubation 1’effet des extraits se traduit par I’apparition d’une zone circulaire
transparente autour de disque correspondant a 1’absence de la croissance. L’activité
antibactérienne est déterminée en mesurant a 1’aide d’une régle le diameétre de la zone
d’inhibition autour de chaque disque (Chbaniet al., 2011). Plus le diamétre de cette zone est

grand plus la souche est sensible (Choi et al., 2006 ; Etoboet al., 2017).

Selon Duraffourd, (1990), la sensibilité¢ des germes a été classée par le diametre des
halos d’inhibition comme suit : non sensible (-) pour les diamétres moins de 7 mm ; sensible
(+) pour les diameétres de 9 a 14 mm ; trés sensible (++) pour les diamétres de 154 19 mm et

extrémement sensible (+++) pour les diametres de plus de 20 mm.

e Analyse statistique des résultats
Toutes les déterminations sont menées en triple. Les résultats sont exprimeés par la moyenne

+ écart type.
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VI.1. Détermination du rendement d’extraction

Une extraction solide-liquide par I’eau et 1’éthanol a été préparée pour I’évaluation
des activités biologiques. Trois types d’extraction ont été réalisés : 1’extraction par
macération pendant 24 h par I’éthanol, 1’extraction par infusion et 1’extraction par décoction.
Les extraits d’Ephedraalata et d’Ajugaivavarient en couleur et en apparence et les

rendements obtenus sont présentés dans les tableaux N° 3 et 4.

Tableau 4.Représente la couleur et 1'aspect des extraits éthanoliques et aqueux

. . Marron
Couleur Marron clair Jaune clair

clair
Aspect Solide Solide Solide
, . Marron
Couleur Marron foncé Jaune foncé .
foncé
Aspect Collant et pateux Solide Co}lant et
pateux

Photographie 3. La préparation d’extrait éthanolique
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Tableau 5.Rendement d’extraction de plante Ephédra alataalendaetAjugaiva

Hydro-

0
S 50g 5.06g 10.12%
Aqueux infusé 40g 7.16g 17.9%
Aqueux décocté 40¢g 2.30g 5.75%
Hydro- 0
e . 50g 4.96g 9.92%
Aqueux infusé 40¢g 6.11g 15.275%
Aqueux décocté 40g 2.08¢g 5.2%
Hydro- o
Shrmlens 50g 5.01g 10.02%
Aqueux infusé 40g 6.13¢g 15.325%
Aqueux décocté 40¢g 2.65¢ 6.625%

D’aprés les résultats d’extraction obtenus, nous avons observé que les extraits aqueux
par infusion des tiges feuillées et des graines d’Ephedra et les feuilles d’4juga donnent les
meilleurs rendements (17.9%, et 15.275% et 15.325%% respectivement) par rapport aux
autres extractions par le solvant organiques ou le plus faible dans 1’extraction par décoction
pour les tiges feuillées et des graines d’Ephedra et les feuilles d’Ajuga.

Les rendements d’extraction enregistrés dans notre étude sont entre (5.2 % et 17.9 %),
ils sont légérement supérieurs par apport aux celles marqués par Tabi et Salhi (2023), qui

enregistre des rendements entre (3,8% et 7%) pour les extraits aqueux décoctés et infusés.

Ces rendements peuvent varier selon plusieurs critéres, en fonction de I’espéce végétale
utilisée, la région et la période de récolte et les conditions de séchage (Keskes et al., 2014).

L’extraction est influencée par la méthode choisie et aussi selon la polarité de solvant et
la solubilité des composés phénoliques contenant dans ce solvant (Daoudi ef al., 2015).

D'autres facteurs, comme le pH, la température, le rapport quantité de matiere au volume
du solvant, les intervalles de temps, le nombre et les étapes d'extractions individuelles, jouent
¢galement un role important dans cette procédure (Yashaswini et al., 2019).

Les différents extraits d’Ajuga montrent que I’extrait aqueux par infusion donne le
rendement d’extraction le plus élevé (15,32%) par rapport aux extraits aqueux par décoction

et éthanolique (10,02% et 6,62%) respectivement.

Les rendements que nous avons obtenus sont moins importants que ceux retrouves par

Bougandoura (2011) quia démontré que le taux des extraits des phases organiques et
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aqueuses d’4jugaivaest de 6,43% et 25% respectivement. Ceci peut étre di aux différentes

conditionsd’extraction.

Bendif (2017) a montré queles extraits aqueux ont donné les meilleurs rendements

(entre 21,70 et 24,95 % selon la région) que ceux de 1'éthanol (2,56 et 3,77% selon la région).

L’effet des solvants sur le rendement d'extraction a été signalés dans de nombreuses
¢tudes (Hayouni et al., 2007 ; Ben El Hadj Ali et al., 2014). Clara et al. (2010) ont montré
que la polaritédu solvant a une grande importance, ainsi, la variation des rendements des

divers extraits peuventétre attribués aux polarités des différents composés (Khlifi ez al.,

2011).

VI1.2. Screening photochimique des extraits

Les tests phytochimiques permettent de détecter seulement I’absence ou la présence

de telle ou telle famille chimique. Les résultats obtenus montrent que les deux plantes

étudiées sont plus ou moins riche en métabolites secondaires.

Tableau 6.Mise en évidence de la présence ou l'absence de certaines classes de métabolites

Les métabolites

secondaires

secondaires dans I’espéceE. Alata et Ajuga Iva

Ephédra alata
(Tiges fleuillées)

*Mayer : jaune-

Plantes

Ephédra alata (graines)

Ajuga iva

*Marron claire

brun *jaune
Les alcaloides +++ ++ * brune terme +
*Wagner : brune *brune terme
terme
Bleue verdatre Changement
Tanins Bleue verdatre +++ ) ++ ++
claire couleur
) Une coloration Une coloration Changement
Flavonoides ) ++ _ ) + +
jaune jaune clair couleur
La formation d’une La formation
) Brun rouge Rouge
Terpanoides coloration brun A= A= d’une +++
brun )
rouge coloration
Quinones libres Rouge +++ Rouge ++ Rouge ++
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Composés Une coloration bleu i Une coloration
Sy Bleue verdatre ++
phénoliques verdatre verte
Changement
Anthocyanes Marron foncé + + Marron foncé
couleur
. ) o Formation
Saponosides Formation d’une L’apparition d’une
+++ A=HF d’un mousse
mousse plus mousse
plus 2cm
. Changement Changement Ne pas change
Anthraquinones +++ ++
couleur couleur couleur
) Pas Présence
Présence de
. Pas de fluorescence de
Coumarines - fluorescence ++
fluorescence
. ] Présence de L’apparition
Amines Absence de I’amine - )
fluorescence d’unel’amine
Présence de Absence de
Mucilages Riche a mucilages | +++ matiéres ++ matieres
gélatineuses gélatineuses
. Ne pas changement Absence de Absence de
Amidon ] - ) - .
coloration I’amidon I’amidon
Sucres ) Change la )
Rouge brique A ) +++ | Rouge brique
réducteurs coloration

(+++) : Fortement positif ; (++) : Moyennement positif ; (+) : Faiblement positif ; (-): Négatif

Les tests phytochimiques d’E. alata réalisés a montré la présence des polyphénols et
surtout les alcaloides, tanins, terpanoides, saponosides, Anthraquinones, mucilages et
quinones libres. Cependant il y a une différence de 1’intensité, on a remarqué une intensité
modérée des flavonoides, des anthocyanes et des composés réducteurs. Avec absence des

coumarines et I’amidon.

Une quantité¢ moins importante de ces métabolites a été signalée dans la partie des

graines d'E. alata avec t présence des amines.

Pour 1’éspéce d’Ajuga iva, les tests préliminaires ont indiqué la présence des

terpénoides, anthocyanes et des phénols aussi les tanins, flavonoides alcaloides, quinones,
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saponines, sucres réducteurs et les amines sont présents. Alors que les les coumarines, les

mucilages et les anthraquinones sont absents (Tableau 8).

En effet ces tests préliminaires manquent souvent de spécificité, il est nécessaire de

confirmer ces résultats par une étude phytochimique approfondie

Notre travail a mis en €vidence sept sur deuze des principes actifs testés dans les tiges
feuillées et les graines de la plante Ephedraalata. Ces résultats sont conformes a ceux de
Kessal et Bouafia (2003) et Kabili (2016) effectués sur 1'évolution de quelques activités
biologiques des extraits d'Ephedraalatade la région d'Ouargla ou ils mettent en évidence des

polyphénols, des tanninscatéchiques et des anthocyanes.

Il est de méme pour les résultats des travaux de Bourmita ez al., (2013) qui ont mis
en évidence la présence des alcaloides. La présence d’un grand nombre de principes actifs

laisse suggérée que E.alata posséde des propriétés pharmacologiques non négligeables.

Le screening phytochimique montre qu’A. ivacontient les polyphénols, les tanins les
terpanoides, les saponosides, Les quinones et les flavonoides avec une moyennement

positivequantité.

El Hilaly et al. (2004), Rouibi et al. (2012), Makni ef al. (2013) et Ayari et al. (2013)
ont rapportés la présence des mémes groupes chimiques au niveau de la partie aérienne d’A.
iva, asavoir : les tanins, les flavonoides, les stérols, les stéroides, les huiles volatiles et les

saponosides, ce qui est comparable a nos résultats.

Elle contient aussi les anthocyanes, les acides phénoliques, en particulier I’ajugarine

(Halimi, 2004).
VI1.3. Chromatographie analytique sur couche mince

Plusieurs systémes de solvants (Six phases mobiles) ont été testés. Le systéme :
Butanol/Acide acétique/Eau (6/2/2) (Botosoa, 2010), a été choisi car il a donné la meilleure

migration des taches.

Ce systeme nous a permis d’avoir une séparation des flavonoides des extraits aqueux
et éthanolique. La visualisation de ces taches a été effectuée a 1’ceil nu et avec un réactif

spécifique de coloration : AICl3 a 2%, et sous la lampe UV a deux longueurs d’onde 253 nm
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puis 365 nm. Cette derniére a donné des résultats plus précis que les deux premicres

visualisations.

La photographie suivante présente les différentes taches visualisées avec 1’ceil nu et

I’UV (253 et 365) sans et en présence d’AlCls.

Photographie 4. Chromatographie sur couche mince des extraits éthanolique et aqueux
des Ephédra alata, Ajuga iva révéler sous UV a 365nm et 254nm.

La plupart des spots présentent la méme coloration violette sauf pour la quercétine
(jaune) et des Rf différents. Ces taches ont été visualisés sous lampe UV a la longueur d’onde
365 nm. Le tableau ci-dessous résume les différentes données obtenues a partir du profil de
ccm. Une tentative d’identification des flavonoides correspondants a chaque spot a été
réalisée en comparant les Rf obtenus a ceux cités dans la bibliographie et dans lesquelles la
méthode d’extraction et les conditions de ccm sont identiques a celles utilisées lors de la
présente étude.

Tableau 7. Résultats de la CCM pour les deux phases aqueuse et organique des feuilles et
graines d’Ephédra et Ajugaiva avec coloration en AICl3

Spot coloré Spot coloré
Standard et Extrait RF sous UV a 365 sous UV a
nm 254nm
Ethanolique / / Sombre
- 013 Bleu vif Des points
) g 17 bleu foncé
. - 55
Ephédra :
1 4 -
alata nfusé 0.68
- 077
- 0.84 Des points
- 096 bleus Vert
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- 013
- 0.56
. , - 073
Décoct
ecocte - 084 Bleue /
- 095
Ethanoli
anofique / / Sombre
J /bl BI
o Infusé 0.99 aune /bieu eu
Ajuga iva pale fluorescent
- 053
Décocté - 097 Bleu vif
Jaune pale
- 05
- 071
Eth ] Bl
anolique - 081 eu Sombre
- 0.89 fluorescent
- 054
- 0.69
Bleu
I 4 BI
Graines nfusé - 08 fluorescent eu
- 095 fluorescent
- 024
- 055
- . BI
Décocté 0.7 Bleu vif cu
- 081 fluorescent
- 092

Ces résultats indiquent que les deux plantes sont relativement riches en composés
flavonoidiques, notamment Ephédra alata, ce qui est en accord avec des études déja publiées
(Bennaghmouch et al., 2002, Ben Ammar ef al., 2007). Les phases aqueuses des feuilles
et des graines d’Ephédra alata renferment le nombre le plus élevé en composés

flavonoidiques (entre 7et 5 spots pour) comparées aux phases organiques des deux parties

de la plante et au plante Ajuga iva (Wagner et Bladt, 1996 ;Al- khateeb et al., 2014).

La CCM nous a permis de controler la qualité de nos extraits, méme si elle n’est
pas suffisante pour identifier un constituant précis. Elle nous a permis d’obtenir
des renseignements utiles sur les ¢léments constitutifs de notre extrait (fluorescence,

coloration et facteurs de rétention).
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VI1.4.Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

La teneur en polyphénols totaux, des extraits et d’Ephédra alata et d’Ajuga a été
quantifi¢ en utilisant la L’estimation des teneurs en polyphénols totaux (PPT) et en
flavonoides (Fv) a été réalisée par la méthode spectrophotométrique en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu et le trichlorure d'aluminium, respectivement. Les teneurs obtenus sont
exprimées en mg équivalent d’acide gallique EAG/Gmati¢re végétale sechepour PPT et en
mg équivalent de Quercitine EQ/g maticre végétale seche, en utilisent des équations de la
régression linéaire des courbes d’étalonnages de 1’acide gallique (PPT) et de la quercétine

(Fv), respectivement (Annexe)

Les résultats de la quantification des poly phénols et des flavonoides sont rapportés

dans le tableau ci-dessous :

Tableau 8.Dosage des poly phénols et des flavonoides des extraits éthanolique et aqueux
d’Ephédra alata et d’Ajugaiva

Ephédra infusé 37.57+0.767 37.44+ 0.831

Ephédra alata Ephédra décocté 39.03 £0.464 35.18+0.365

(Tiges Ephédra éthanolique 49.56+ 0.498 52.66 £ 0.452
feuillées)

Graines infusé 34.66 + 0.097 15.21 £0.692

Graines Graines décocté 41.94 £ 0.988 26.64 +0.452

Ephédra alata Graines éthanolique 36.84 £ 0.183 36.52 +£0.475

Ajuga iva infusé 45.08 + 0.864 34.01 £0.741

Ajugaiva Ajuga iva décocté 51.39 £0.955 25.75+£0.362

Ajuga iva éthanolique 30.39 + 0.427 39.33 £ 0.956

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode colorimétrique adaptée
de Singleton & Ross (1965) avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont
exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de la matic¢re végétale seche (mg
EAG/g), en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de

I’acide gallique.
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Figure 2. Histogramme des teneurs en polyphénols Ces valeurs représentent les moyennes
des trois répétitions

Les résultats du dosage des polyphénols totaux sont illustrés par la figure 1 ou la
teneur la plus élevée est obtenue par la décoction de la plante d’4juga: 51.39+ 10.95 mg
EAG/g d’extrait, suivi par I’infusion : 45.08 + 0.86 mg EAG/g d’extrait. Alors que I’extrait
éthanoliquede la partie aérienne d'Ephedraalata présente (49.56+ 0.4 mg EAG/ g d'extrait).

Messadia (2017) a trouvé aussi que la teneur la plus élevée est obtenue par la
décoction d’Ephédra : 58.37+ 2.31 mg EAG/g MS suivies par l'infusion: 28.95 + 1.67 mg
EAG/g MS. Des valeurs ¢levées ont ¢té enregistré par Al-Rimawi ez al. (2017) de 101.2
+0.9 mg EAG/g pour I’extrait éthanolique EtOH (80%), et En comparant nos résultats de la
plante d’4juga a ceux des travaux antérieurs, en les trouve meilleur que ceux de Bediaf
(2017), pour les extraits aqueux qui présentent des teneurs relativement treés faible entre
25,18 etl15,60 mg EAG /g Extrait, selon les régions, comparant aux extraits éthanoliques qui
ont des teneurs assez ¢levées entre 63,45 et 45,69 mg EAG/g Ex selon les régions d’étude.

Le dosage des flavonoides a été réalisé par une méthode spectre photométrique, dont la
quercitrine considérée comme controle positif a permis de réaliser une droite d’étalonnage,
d’ou on a calculé la teneur en flavonoides des différents extraits des feuilles de myrte qui est

exprimée en mg équivalent de quercitrine par gramme de maticre végétale seche (mg EQ/g).
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Figure 3. Histogramme des teneurs en flavonoides. Ces valeurs représentent les moyennes
des trois répétitions.

D’aprés I’histogramme illustré ci-dessus, nous avons observé des teneurs en
flavonoides dans les extraits éthanolique d’éphédra alata dans les deux parties des tiges
feuilletés et graines et dans la planted’Ajugaiva, elles représentent des valeurs de 52.66 +
0.45 mg EQ/g, 36.52 + 0.47 mg EQ/g et 39.33 + 0.956 mg EQ/g respectivement. Les teneurs
les plus basses ont été obtenues avec I’infusé aqueux des graines d’Ephedra a 15.21 +
0.69mg EQ/g, L’étude faite par Belmimoun (2015) a montré que I’extrait aqueux des
feuilles a une teneur en FVT égale a 7,256+0,57 mg EQ/g qui n’est pas similaire a notre
résultat (25.7+ 0.089 mg EQ/g). Pour I’extrait éthanolique, les travaux faits par Kanoun
(2011) et Belmimoun (2015) ont montrés des teneurs en FVT de I’ordre (6,56 +0,57 et
22,423+0,12 mg EQ/g), qui sont inférieures a celle de notre étude (37.3+ 0.173 mg EQ/g).

Par contre, la teneur en flavonoides pour 1’extrait aqueux d’Ajugaivaobtenue dans
notre étude a été largement supérieur a celle enregistré par Bougandoura (2011) (0,629 mg

EQ/g extrait) et Beddazekri et Ghemam (2017) (7,37mg EQ/g extrait).

Des résultats semblables sont trouvés par Ibragic et Sofic (2015), ont montré que 1’extrait
méthanolique des rameaux feuillés d’Ephedraalatad’ Allemagne a révélé des teneurs en
polyphénols et en flavonoides élevées que la notre, elles sont d’ordre de 53.3 mg EAG/g MS
et 2.8 mg EQ/MS respectivement. Aussi par Jaradat et al., (2015) sur les extraits

méthanoliques de Palestine qui présente une teneur en polyphénols et en flavonoides d’ordre
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de 47.62 mg EAG/g MS et 54.66 mg EAC/g MS respectivement, ces valeurs sont proches

de nos résultats.

Alors que Nasar et al., (2019) ont trouvé des valeurs supérieures de 117.01 + 0.78
ug EAG/mg pour les polyphénols et 20.7 £0.21 ug QE/mg pour les flavonoids dans 1’estrait
aquexd Ephédra alata.

Il est difficile de comparer nos résultats avec ceux des travaux intérieurs, car 1’utilisation de
différentes méthodes d’extraction, des courbes d’étalonnage (cathéchine, quercétine) et les

parties des plantes étudiées, réduisent la fiabilité de la comparaison entre les études.
VIL.5.Activité antioxydante

L’évaluation de pouvoir antioxydant de nos extraits a été¢ déterminé par deux méthodes : le

piégeage de radical libre DPPH et I’ABTS.
VI.5.1. Evaluation de activité antioxydant de DPPH

Dans notre travail nous avons étudié 1’activité antioxydante des différents extraits des
deux plantes afin de préjuger et localiser la fraction possédant le plus fort pouvoir

antioxydant.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes a partir desquelles nous
pouvons déterminer les pourcentages d’inhibition (PI%) obtenus en fonction des
concentrations utilisées, ainsi la valeur de la concentration inhibitrice (ICso) de chaque
extrait. Les pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations utilisées pour les différents extraits sont représentés dans les graphes ci- apres

Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations utilisées pour les différents extraits éthanolique et aqueux.
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Les résultats du pouvoir antiradicalaire obtenus pour différentes concentrations des
extraits ajugaiva déterminés sur le DPPH montrent que le pourcentage de réduction

augmente en fonction de la concentration des extraits. Ainsi, on constate que I’extrait

Figure 6.Pourcentage d’inhibition d’Ajugaiva
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¢thanoliquedes tiges feuillés d ’Ephédra possede une activité anti-radicalaire supérieure aux

extraits aqueux décocté et infusé.
» Calcul des ICso

La concentration inhibitrice médiane (ICso) est inversement liée a la capacité
antioxydante d'un composé, car elle exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer
la concentration du radical libre a 50%. Plus la valeur d’ICso est basse, plus l'activité
antioxydante d'un composé est élevée (Pokorny et al., 2001). Les ICso de chacun des

différents extraits ont été déterminées. A partir des courbes des taux d’inhibition (figure).

Les résultats obtenus montrent que [’extrait éthanolique (E¢) de tiges feuillées
d’Ephédra présente un effet antioxydant plus important vis a vis du radical DPPH. En effet,
La concentration inhibitrice piégeant 50 % du radical DPPH (ICso p) est de 1,52 mg/ml. Pour
les extraits aqueux par infusion des graines d’Ephedra Gi et d’4juga Ai, ont révélé la
meilleure propriété de piégeage du radical DPPH, avec une valeur de Clso de 1.81 mg/ml et
2.51 mg/ml, respectivement, plus importante que les extraits éthanoliques et les décoctés des

graines d’Ephedra Gi et d’Ajuga iva.

La comparaison de ces valeurs avec celle de I’antioxydant standard, I’acide
ascorbique(0.85mg/ml), nous a permis de déduire que le pouvoir antioxydant de 1’ensemble

des deuxextraits testés est moins importante que celui de 1’acide ascorbique.
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Figure 7.Histogramme représentant les valeurs des ICso des extraits et standards obtenus
par le test DPPH.
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La présente étude démontre que I’effet scavenger de I’extrait brute est dose
dépendant, ce qui suggere que cette activité est liée a la quantité des polyphénols présente
dans I’extrait. Cette hypothése est confirmé par plusieurs chercheurs (Agbor et al., 2007;
Hodzic et al., 2009). Les composés phénoliques sont des antioxydants a propriétés redox
qui leur permettent d'agir comme agents réducteurs, donneurs d'hydrogene et désactivateurs
d'oxygene singulet, et aussi le rendement et l'activité antioxydante des extraits naturels

dépendent du solvant utilisé pour I'extraction.

Les résultats de Mighri ef al, (2019). ont révélé dans I’extrait méthanolique
d’Ephédra de la région de Sabria-faouar (kebili, Tunisia), une valeur de Clso égale a 0.33

mg/ml, une capacité supérieure a celle de nos résultats avec 1’extrait éthanolique.

L’étude réalisée sur la méme espéce d’Ephédra de la région de Cisjordanie
(Palestine), par Kmail ez al., (2017) a montré une Clso d’ordre 440 ug/ml. Jaradat et al,
(2015). ont révélé dans un extrait méthanolique préparé par macération, une Clso est de

I’ordre 16.03 pg/ml contre le standard Trolox utilis€ comme controle positif (Clso =3.6

ug/ml).

La différence de résultats est due au protocole utilisé, ce qui rend la comparaison

difficile.

Les résultats montrent que la valeur d’ICso que nous avons obtenus est inférieur par
rapport aux études réalisées par Hariri et Ouis (2016) qui a trouvé 512 pg/ml pour I’extrait
méthanolique d’A.ivade Mascara, et celui de Medjeldi et al., (2018) ICso de 0,43 = 0,03 mg
/ mL et en proche de Khodja ez al. (2014), ICso égale a 1,168 mg/ml, extraits méthanoliques
d’A.iva récoltée a Béjaia donc A. iva posséde un pouvoir antioxydant puissant. Ce qui indique

I'efficacité de nos extraits.

Des études phyto-chimiques sur 4. ivaont révélé la présence de plusieurs flavonoides,
Composés polyphénoliques, tanins, terpenes et stéroides (Houghton et Raman, 1998).
Ellecontient aussi des ecdysones, iridoides, et d’autres substances comme 1’ajuga rine
(Halimi, 2004). Plusieurs de ces composés sont connus pour posséder une puissante activité
antioxydant. Certains de ces constituants ont déja été isolés de cette plante (Ben Jannet e?
al,, 1999). Par conséquent, l'activité antioxydant observée peut étre due a la présence

simultanéede ces constituants.
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D’apreés les résultats de 1’activité antioxydant de 1’extrait éthanolique d’ 4juga iva, on
déduit que les antioxydants contenus dans les extraits, notamment les composés phénoliques
et les flavonoides (El Hilaly et al., 2004 ; Halimi, 2004). Etaient capables de piéger les

radicaux libres et de réduire les oxydants.
VI.5.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS :

L’addition d’un antioxydant a une solution de radical cation ABTSe+ decouleur
bleu/vert entraine sa réduction et la décoloration de la solution. Cette activité estévaluée en
mesurant 1’absorbance a 734 nm et en déterminant la concentration inhibitrice a 50% (Clso)

de différents extraits en comparaison avec le standard (Acide ascorbique).

Les résultats sont les suivantes :

Pourcentages d’inhibition du radical libre ABTS en fonction des différentes

concentrations utilisées pour les différents extraits éthanolique et aqueux.
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Figure 8. Courbe des pourcentages d’inhibition d’Ephédra alata (Tiges feuillés)
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Figure 9. Courbe des pourcentages d’inhibition d’Ephédra alata (graines)
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Figure 10.Courbe des pourcentages d’inhibition d’4juga iva)
» Calcul des ICso

La concentration inhibitrice médiane (ICso) est inversement liée a la capacité
antioxydante d'un composé, car elle exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer
la concentration du radical libre a 50%. Plus la valeur d’ICso est basse, plus l'activité

antioxydante d'un composé est ¢levée (Pokorny et al., 2001).

Les résultats obtenus montrent que I’extrait éthanoliquedes feuilles d’Ephédra Ei,
représente la meilleure capacité de piégeage des radicaux libres ABTS" en comparaison avec
les deux autres extraits aqueux par infusion ou décoction qui apparaissent a de faibles
valeurs. En effet, La concentration inhibitrice piégeant 50 % du radical ABTS+ (ICso) est de
0.82mg/ml,et 0.85mg/ml, respectivement pour les extraits éthanoliques Ei des feuilles et des
graines de I’ Ephédra. Nos résultats indiquent que 1’éxtrait décocté d’4juga est le plus élevé
par présente d’une activité de piégeage du radical libre ABTS, par rapport a 1’extrait

éthanolique et I’extrait par infusioen,

Les Clso des extraits et de standard ont montré que le standard possede un potentiel de

piégeage du radical ABTS" le plus important qui est estimé par une Clso (0.36 mg/ml).
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Figure 11.Histogramme représentant les valeurs des IC 5o des extraits et standards obtenus
par le test ABTS

Des travaux précédents de Chelli et Zenad (2018) effectués sur Ephédra alata de
I’ Algérie ont révélés que I’extrait éthanolique de la partie aérienne a rapporté une valeur de

Clso de 49.74 pg/ml faibe contre une ICso BHT 1.81pg/ml

Nos résultats montrent une efficacité plus faible par rapport a I’étude (Senhaji ez al.
2020) P’extrait méthanolique d’4jugaiva représente la capacité antioxydante de 27.33 g
TE/g extrait. Il présente le taux le plus élevé (62.19 = 0.45 mg TE/g extrait) en comparaison
a ’extrait aqueux (49.72 + 0.24 mg TE/g extrait) (Fettach et al., 2019).

Selon Vangalapati et ses collaborateurs, (2014), plusieurs composés phénoliques
tels que les flavonoides, les tanins, les coumarines et les procyanidines présentent une
activité anti-radicalaire dose-dépendante. Les caroténoides sont utilisés comme des agents
antioxydants supplémentaires et les terpénoides jouent €également un réle important dans la

défense contre les radicaux libres (Govindarajan et al., 2005).

VI1.6.L’activité anti —inflammatoire

Les graphiques montrent les résultats de l'activité anti-inflammatoire In vitro des
extraits aqueux et éthanoliques des feuilles et des graines d'éphédra, et les feuilles Ajuga,
qui sont représentés dans 1'évaluation des taux d'inhibition de la dénaturation Protéine bovine
sérine albumine (BSA) a différentes concentrations. Les absorbances sont mesurées a 416

nm. Les tests ont été réalisés en triplet.
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Figure 12. Activité d'inhibition de la dénaturation des protéines de 1'albumine sérique

bovine des extraits d'Ephedra alata et d’Ajuga iva

Les résultats de la présente étude ont montré que les extraits aqueux et éthanoliques de
graines et de feuilles d'Ephédra alata et d'4juga iva présentent un effet anti-inflammatoire

important.

D’aprés les résultats, il semble qu’il y a une relation proportionnelle entre
I’augmentation de la concentration et le pourcentage de la dénaturation de BSA par le

diclofénac et par les deux extraits aqueux et éthanoliques des plantes étudice.

Nos résultats montrent que le pourcentage d’inhibition de la dénaturation du BSA pour
les extraits était inférieur a celui du diclofénac pour toutes les concentrations utilisées. Pour
une concentration de 1 mg/ml le diclofénac a relevé un pourcentage d’inhibition maximale

de la dénaturation du BSA de 96%.

Selon Benarba et al., (2021), indiquent que 'extrait aqueux d'Ephedra alata avait le
pourcentage d'inhibition le plus élevé a 50 pg/ml (99,22 + 0,022 %) encore plus élevé que le
diclofénac sodique standard (97,65 % + 0,440), tandis que I'extrait méthanolique avait une

activité d'inhibition de 89,74 % + 0,60 a la méme concentration.

Alors que les résultats de cet test selon Sheikh et al., (2016) ont montré que inhibition

de la dénaturation de 1'albumine s'est avéré dans l'extrait de feuilles au méthanol.

Tandis que les résultats de Atatra et Bouhdiche (2018) ont montré que Méthode de
dénaturation du sérum bovin a une concentration de 1500 pg/ml I’extrait aqueux d’Ephédra

inhibe tres significativement la dénaturation de SAB avec un taux de 79.97%.
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Pour la plante d’A4jugaiva, d’aprés Benamiraat et al., (2021), I’ICso obtenu pour le
diclofénac, utilis¢ comme molécule de référence, est largement inférieur a celle de I’extrait

aqueux de I’4jugaiva (35,29 £2 ,99 pg /ml contre 630,14 £5,19 ng /ml respectivement).

D’aprés ces résultats, on peut conclure que les extraits aqueux d’Ephédra altaet
d’Ajugaiva possédent une activité anti-inflammatoire par inhibition de la dénaturation
desprotéines. Les deux plantes sont donc capables d’inhiber la production d’auto-antigénes
protéiquesinduisant une réponse immunitaire et participant ainsi a ’entretien de
I’inflammation ce qui a pour incidence de nombreuses maladies inflammatoires notamment

la polyarthrite rhumatoide (Sharma ,2011 ; Habibur et al.,2015).

VI1.7. L’activité anti-microbienne

Tous les extraits éthanoliques et aqueux par infusion et décoction des deux plantes
étudiées, sont non actifs contre toutes les souches bactériennes étudiées (Escherichia Coli,
Staphylococcus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillose cereus). Les champignons (4. niger et
C. albicans) manifestent comme des souches résistantes a la concentration 100 mg/ml des

extraits étudiés.

Des études sur I'E. alataprélevée de la région de Ouargla montrent que le meilleur
pouvoir d'inhibition a ¢été contre S. aureus comparativement a FE.coli et P.
aeruginosa(Chebouat et al., 2014). (Bussmanna et al 2008) utilisent I'extrait éthanolique
d’E.americanadu nord du Pérou a donné des zones d'inhibition de 22mm, 8mm et des MIC

de 32et 64 mg/ml contre la croissance de S.aureuset E.colirespectivement.

Selon Kessal et Bouafia (2003), I'extrait méthanolique de la plante enti¢re de I'E.alata
de la région de Ouargla, a montré des zones d'inhibition de 9.63 mm, 7.31 mm et15.32 mm
pour E.coli, P. aeruginosaet S. aureus respectivement. Les extraits AcOEt etDCM des fleurs
et des feuilles toujours de /'E. alatade la région de Ouargla, ont montréque le meilleur
pouvoir d'inhibition a été¢ obtenu sur S. aureus comparativement a E.coli et P. aeruginosa

(Chebouat et al., 2014).

Bouguettaya et Dehamnia (2019) a indiqué que Dextrait aqueux de
I'Ephedraalataalendaprésente un effet inhibiteur sur les deux champignons testés A.nigeret

C. albicansavec des diamétres de 12 mm a la concentration de 100 mg/ml.
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Selon Makni et al., (2013), les extraits méthanoliques d'4. ivade la Tunisie ont
présenté desactivités antibactériennes et antifongiques prometteurs que les extrairts aqueux,
ou, les zones d'inhibition de I'extrait méthanolique entre 05 mm a 27 mm pour les gérmes
(B. cereus, E. coli, P. aeruginosaet S. aureus) a une concentration de 30 mg/ml, et arrivant

a 10mm contre 4. nigerdans ‘extrait méthanolique.

D'autres données montrent que l'extrait d'4.iva d’Algérie est potentiellement une
bonne source d'agents antimicrobiens et démontre l'importance de ces plantes dans la
médecine (Bouabdelli ez al., 2012). Une étude éthnopharmacologiques a révélé que la plante
Ajuga a des importantes activités antibactériennes, ces activités sont liées a leur contenu en
composés actifs, tels que /’ajuga, pyrine A, la bractéonine A, la lupuline C et les iridoides

qui ont une large gamme d'activité biologique et pharmacologique (Zerroug et al., 2011).

En effet, la membrane externe de I'enveloppe cellulaire des bactéries GRAM négatif

semble constituer une barriére efficace a haut niveau de résistance (Nikaido, 1994).

Par conséquent, ’activité biologique d’une plante naturelle est en relation directe et en
corrélation avec sa composition chimique. Il est assez difficile d'attribuer I'effet

antimicrobien a un seul essaye en vue de la pénurie de milieu de culture dans laboratoire.
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Conclusion

Conclusion générale

Les plantes médicinales sont la source de la majorité des antioxydants naturels et elles
restent encore sous exploitées dans le domaine médicale. Dans I’industrie pharmaceutique, le
développement de nouveaux médicaments a base d’antioxydants d’origine naturelle doit étre a

I’ordre de jour.

Dans ce contexte, L’objectif de notre travail était d’évaluer les propriétés antioxydantes,
anti-inflammatoire antibactériennes et antifongique /n vitro de différents extraits de deux

plantes Ephédra alata alenda (tiges feuillées et graines) et Ajuja iva.

L’étude phytochimique a permis de mettre en évidence la présence des métabolites
secondaires suivante : les alcaloides, tanins, terpanoides, saponosides, Anthraquinones,
mucilages et quinones dans la partie arienne de Ephédra alataalenda et des terpénoides,
anthocyanes et phénols aussi les tanins, flavonoides alcaloides, quinones, saponines, sucres
réducteurs et les amines sont présents dans /’Ajuga iva. Ces métabolites secondaires ont une

grande valeur importante vis-a-vis le stress environnemental ou le stress oxydatif.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux, des flavonoides totaux dans les
extraits analysés montre que tous les extraits sont riches en ces composés. Le taux le plus €levé
est enregistré dans l’extrait décocté d’Ajuga iva (51.39 mg EAG/g) suivie par l’extrait
éthanolique d’Ephédra alata (49.56 mg EAG/g) qui a enregistré un taux de 52.66 mg EQ/g des

flavonoides.

Le pouvoir antioxydant des extraits aqueux et éthanoliques d’Ephédra alataalenda
(feuilles et graines) et d’4juga ivaa été évalué in vitro par deux méthodes complémentaires ;
DPPH, ABTS ° 7, cette évaluation a montré que les deux plantes étudiées présentent des
propriétés antioxydantes remarquables, plus importante dans les extraits des feuilles d’Ephédra
parraport aux autres extraits. Les Capacités antioxydantes révélées in vitro peuvent étre liées
directement a la richesse de cette partie de plante en polyphénols et flavonoides Les résultats

ont révélé que aussi que les extraits polaires sont les extraits les plus actifs.

Pour I’activité anti-inflammatoiredes différents extraits des deux plantes, des résultats
considérables de 96% et 83% pour le test d’inhibition de la dénaturation de la protéine
I’albumine bovine SAB, présenter par I’extrait aqueux par décoction des graines d’Ephédra et
I’infusé des feuilles de la méme plante. Les extraits d’4juga a montré aussi un effet important

dans le test d’inhibition de la dénaturation des protéines SAB.
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L’activité antimicrobienne a été évaluée sur six germes a savoir : E. coli, P. aeruginosa,
B. cereus, S. typhymurium, A. niger, C. albicanspar la méthode de diffusion sur disque. Les
résultats obtenus ont montré que tous les extraits aqueux et éthanoliques des deux parties
d’Ephédra et d’Ajuga n'avaient pas une activité antibactérienne contre les quatre bactéries
¢tudiées dans la concentration de 100 mg/ml, elles n'ont pas aussi affecté la croissance de 4.
niger, C. albicans.

A travers les résultats obtenus de cette étude, nous pouvons conclure que 1’Ephédra
alataalendaetl’ Ajuga Iva posseédent une variabilité de la composition chimique importante pour
traiter les différentes maladies, elles pourraient étre utilisé dans le domaine pharmaceutique et
médical.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiére étape dans la
recherche de substances de source naturelle biologiquement active. Il serait donc intéressant de
mener une enquéte détaillée sur les extraits démontrant d’autres activités, d’identifier et
caractériser les especes chimiques ou les composés responsables des activités biologiques in

vitro : et in vivo.
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Annexe n°1 : Réactifs de caractérisation

» Bouchardate : 2g de I’iode bisubliné (12) +2 g de KI ajusté al00de 1’eau distillée

» Tampon phosphate : On dissout 2g dechlorure de sodium (Na Cl), 0,05g de Chlorure
depotassium (K Cl), 0,36 gd'hydrogénophosphate disodique (Na2HPO4), 0,06 g
dedihydrogénophosphate de potassium (KH2PO4) dans 200 ml d'eau distillée. Le pH a
étéajusté a 6,3 en utilisant de I’HCI (1 N) et mélange le volume a 100 ml avec 1'eau
distillée.

» Liqueur de Fehling

- Solution A : 35 g Cu 4+ 500 ml Eau distillée + 5 ml H2 4. Laisse refroidir et compléter a

unlitre avec 1 eau distillée.

- Solution B : 150 g Sel de Seignette + 500 ml Eau distillée. Refroidir et ajouter 300 ml

delessive non carbonaté et compléter a un litre avec | eau distillée.
Annexe n°2 :

= Préparation des extraits :

- Préparation d’extrait éthanolique :

Figure : préparation de I’extrait éthanolique (Macération 24h ; Filtration ;

Evaporation au Rotavapeur (45°C) ; extrait éthanolique).



Annexes

Préparation d’extrait aqueux par decoction :

40g de la ]

matiere veégétale [ Eau bouillie ]

Figure : Protocole d’extraction aqeux

Annexe n° 3 : Screening phytochimique

Figure : Screening phytochimique des extraits de ajuga iva
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Figure : Screening phytochimique des extraits d’éphédra (graines)
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Figure : Screening phytochimique des extraits d’éphédra (graine)
Annexe n°4 : Repiquage des souches bactériennes et antifongique :

e Annexe n°4 : Les courbes d’étalonnages

~
0,6 -
g 05 - y=0,011x +0,03
504 - R2=10,999 —&— Absorbance
'*E 0,3 -
202 - —— Linear
<01 - (Absorbance)
0 T T 1
0 200 400 600

Concentration (ng/ml)

Annexe 02 : Droite d’étalonnages de 1’acide gallique (moyenne + SD).
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y =0,036x + 0,287

& Absorbance

Absorbance
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Annexe 03 : Courbe d’étalonnages de la quercitrine (moyenne + SD)

Annexe n°S : Repiquage des souches bactériennes et antifongique :
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Figure : Repiquage des souches antifongique
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