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Résumé

L’objectif de ce travail est 1’étude chimique de I’huile essentielle de I’espece
Ajuga Iva subsp pseudoiva, et la détermination de son activité antimicrobienne.

L'extraction de l'huile essentielle d’Ajuga Iva Subsp pseudoiva a été effectuée par
entrainement 4 la vapeur d’eau. L'huile essentielle obtenue a €t€¢ ensuite analysée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM). Vingt
quatre constituants ont €té identifiés dont les composés majoritaires sont :

le Phytol (16, 96%), le 1-Allyl-2, 3-dimethoxy-4, le 5-methylenedioxybenze (9.98%), le 2-
Methoxy-4-vinylphenol (9.96%), le 4-methyl-3-Penten-2-one (6.52%).

L'activité antimicrobienne de I'huile essenticlle a été également testée sur cing souches
Bactériennes : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoneae, Proteus mirabilis et 1a levure Candida albicans par la méthode de diffusion sur

la Gélose et par détermination des zones d’inhibitions. Les résultats obtenus ont montré que

I’huile essentielle posséde un bon pouvoir antimicrobien vis-a-vis de ces souches.

Mots clés: Ajuga Iva subsp pseudoiva, huile essentielle, composition chimique, activité

antimicrobienne.



Abstract

The objective of this work is the chemical study of the essential oil of 4juga Iva subsp
pseudoiva species, and determination of its antimicrobial activity.

The extraction of essential oil of 4juga Iva Subsp pseudoiva was carried out by steam
distillation. The essential oil obtained was then analyzed by gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC / MS). Twenty-four constituents were identified whose major
components are: the phytol (16.96%), the 1-Allyl-2, 3-dimethoxy-4, S-methylenedioxybenze
(9.98%), the 2-the Methoxy-4-vinylphenol (9.96%), the 4-methyl-3-penten-2-one (6.52%).
The antimicrobial activity of the essential oil was also tested on five bacterial strains:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoneae,
Proteus mirabilis and the yeast Candida albicans by the diffusion method on gélose and by
determining the inhibition zone. The obtained results showed that the essential oil possesses a

good antimicrobial power towards these strains.

Keywords: Ajuga Iva subsp pseudoiva, Essential oil, antimicrobial activity, Chemical
components.
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Introduction

Les huiles essentielles ont, a toute époque, occupé une place importante dans la vie quotidienne des
hommes qui les utilisaient autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture ou méme se soigner.
La connaissance des huiles essentielles remonte & fort longtemps puisque 'homme préhistorique
pratiquait déja, a sa maniére, l'extraction des principes odorants des plantes. Il plongeait, dans un
méme récipient rempli d'eau, des plantes odorantes et des pierres briilantes.

La vapeur dégagée entrainait les molécules volatiles, puis le tout était recueilli 4 l'aide d'une peau
d'animal dont l'essorage donnait quelques gouttes dhuile essentielle [1].

Au fil des siécles, l'extraction et l'usage des principes odorants des plantes se sont développés,
notamment par les civilisations arabe et égyptienne, qui leur attribuent, avant tout, un usage
religieux [2]. Progressivement, ces huiles essentielles se sont faites connaitre pour leurs vertus
thérapeutiques et deviennent alors des remédes courants des médecines traditionnelles.

L’Algérie est riche en plantes aromatiques et médicinales susceptibles d’étre utilisées dans
différents domaines (pharmacie, parfumerie, cosmétique, agroalimentaire) pour leurs propriétés
thérapeutiques, organoleptiques et odorantes ou encore pouvant étre utilisées comme source
d’isolats pour les hémi-synthéses [3]. Ces plantes aromatiques sont donc a ’origine des produits &
forte valeur ajoutée (huiles essentielles, extraits, résines...) qui se présentent presque toujours
comme des mélanges complexes dont il convient d’analyser la composition avant leur éventuelle
valorisation. Les techniques d’analyse & la disposition de l’expérimentateur d’aujourd’hui,
permettent, dans la grande majorité des cas, de réaliser ce travail de routine. Cependant,
Iidentification de certains constituants, est parfois délicate et I’utilisation de plusieurs méthodes
d’analyse complémentaires s’avére non seulement utile mais nécessaire. Les huiles essentielles,
préparées par hydro distillation du matériel végétal, en sont une bonne illustration. [4].

Le genre Ajuga appartient & ’'une des familles les plus importantes du régne végétal, qui est la
famille des lamiacées. Il a fait I’objet de plusieurs études & cause des propriétés thérapeutiques de
la majorité des espéces appartenant a ce genre.

Notre travail entre dans ce cadre et porte sur I’étude chimique de I'HE d’Ajuga Iva subsp pseudoiva
issue de la région de Damous (wilaya de tipaza), il est répartit en trois chapitres:

Synthése bibliographique sur les espéces appartenant au genre Ajuga.

Etude chimique de I’espéce Ajuga Iva subsp pseudoiva.

Tests d’activités antimicrobiennes.
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Introduction

Ajuga dérive du mot latin : a (privatif) et jugum, joug = corolle sans 1évre supérieure développée.

En allemand : Giinsel, en anglais : bugle, en italien : bugula.

Les plantes du genre Ajuga ont fait ’objet d’intérét pour de nombreuses raisons et spécialement
pour leurs vertus médicinales. Ces demiéres sont utilisées en médecine populaire africaine et
asiatique [5], elles trouvent divers utilisations médicinales dans le systéme autochtone de la
médecine [6], elles sont trés répandues & travers le monde [7], ce qui explique les nombreuses

études qui leur sont consacrées.

Ces espéces présentent une importance médicinale et économique [8], elles sont utilisées comme
agents diurétiques [5,9], anthelminthique [10], anti-tumorale [8,10], comme reméde contre la fiévre
[5,9, 11, 12], contre les maux de dents et contre la dysenterie et I’hypertension [5, 9, 12], comme
astringent pour les plaies gonflées [13], comme fébrifuge pour le mal d’estomac [13], la diarthée [8,
11, 13], la fiévre thumatismale [8, 13], les piqures d’insectes [11, 13], les troubles oculaires [11, 13]
ainsi que les maladies de la vessie [11, 13], elles sont aussi utilisées comme analgésique, pour
dissoudre les caillots de sang [11], ainsi que pour le traitement des maux de gorge, I’inflammation
et les maladies infectieuses, le diabéte, et la gastrologie [12]. Dans la médecine populaire, elles sont
employées dans le traitement de I’asthme et la malaria [8].

Les feuilles, les tiges et les graines sont officinales. Le jus de feuilles fraiches est enduit sur les
brulures, les coupures et des tumeurs, et appliqué comme des fomentations chaudes contre les
cancers [11]. .
Le genre Ajuga a montré un large spectre des activités biologiques et pharmacologique, 1l
présente des activités antifongique [5,10], antibactérienne [5,8], antimicrobienne [5,10],
antihypertenseur [5], anti-plasmodial [5], hypoglycémique [5, 10] et anti-appétissant pour les larves
et les insectes [5, 12].
Beaucoup d’études sur les espéces du genre Ajuga ont montré la présence de composés actifs tels
que les stérols glucosidiques qui sont anti-leucémiques, des ecdystéroides qui présentent un effet
hypoglycémique, des diterpénes néo-clerodanes qui sont antibactériens [5] et d’autres composés qui

ont un effet cardiotonique, stimulant, et/ou utilisés comme antidote pour les toxicités hépatiques [5].



I. Systématique et taxonomie du genre 4juga

Le genre Ajuga appartient & ’ordre des Lamiales. 11 est constitué de plantes dicotylédones.

Tl comprend environ 20 familles et plus de 17800 espéces [14]. Parmi ses principales familles, on
distingue les Lamiacées (du genre Lamium, Lamier).

Ces derniéres sont des plantes herbacées, des sous-arbrisseaux [15], trés rarement des arbres
(Hyptis) [16], cosmopolites [14]. Elles présentent une grande diversité. On peut distinguer de
nombreuses espéces économiques importantes par leurs huiles essentielles ou par leur usage
condimentaire. Cette famille se caractérise par une structure bilabiée de la fleur (d’ot le nom donné
par les premiers botanistes Labiée) [15] et une section carrée de la tige qui en font d’elle une famille
homogéne (une labiée est extrémement facile a reconnaitre) [14].

La famille des Lamiacées compte plus de 7200 espéces 4 travers environ 240 genres, qu sont
classées en sept sous-familles: Ajugoideae Kostel, Lamioideae Harley, Nepetoideae (Dumort.)
Luerss., Prostantheroideae Luerss., Scutellarioideae (Dumort.) Caruel, Symphorematoideae Briq et
Viticoideae Briq. [17].

Parmi ces sous-familles, on distingue les Ajugoideae qui sont considérées comme
monophylétiques en raison de leurs drupes & quatre noyaux, de leur style caduc et des grains de
pollen a columelles de I’exine ramifiées 4 granulaires. Ce clade renferme : Clerdendrum, Teucrium,

" Trichostema, Ajuga et les genres apparentés [15].

Les plantes de ce genre sont surtout caractérisées par la corolle dont la lévre supérieure est a
peine développée, trés courte et plus ou moins échancrée au sommet : la 1&vre inférieure de la
corolle est assez allongée et divisée en trois lobes dont le médian est en forme de coeur renversé. Le
calice est & 5 dents. Le tube de la corolle est pourvu en dedans d’un anneau en poils. Les 4 étamines
ont leurs filets paralléles et font saillie au dessous de la courte lévre supérieure ; les anthéres ont
leurs deux loges écartées 1’'une de I’autre & angle droit. Les 4 parties du fruit sont arrondies au
sommet, sans poils, & surface ridée en réseau. Ce sont des plantes plus ou moins poilues, & fleurs

bleues, bleuatres, purpurines, rosées, jaunes, rarement blanches [18].

1.1 Position systématique du genre Ajuga
Phylum : Plantae

Embranchement : spermaphyte

Sous/ Embranchement : angiospermes
Ordre: lamiales A
Famille: lamiaceae

Genre: Ajuga
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1.2 Localisation et distribution des espéces appartenant au genre Ajuga

Plus de 100 espéces, incluant 50 variétés et sous especes du genre Ajuga, sont inégalement

phique

distribuées dans le monde entier [7]. A travers notre recherche bibliographique, nous avons

répertorié les espéces citées dans le tableau 1.

Tableau 1 : Espéces appartenant au genre Ajuga et leurs localisations

Ordre | Famille | Genre Espéces Localisation Référence
A. bracteosa Pakistan, inde [11,37]
. Turquie (Anatolie), sud
A chamaepitys declla Br(etagne, autres 26. 27
partie de I’Europe [26,27]
(France), Afrique,
Moyen-Orient, Asie de
I’Est, Hawai, Espagne.
Liban, Jordanie,
A. chia Amman, Eurasie [42,27,30]
A. decumbens Chine, Japon [20, 43, 44]
Région
A méditerranéenne, Nord [18,5,9, 36, 19,
. va 5 R .. 34, 45,31, 46,
de I’ Afrique (Algérie, 35]
Maroc)
A. lupulina Chine, [62,47]
A. macrosperma Inde [41]
A. nipponsis Chine, Japon, Corge, [48.27]
Lamiales | Lamiaceae | Ajuga makkino Taiwan i
A. parviflora Pakistan, [6, 10, 49, 50]
A. pseudoiva Tunisie, [51, 52]
A. pyramidalis USA [53, 54]
A. relicta Turquie [55]
A. remota Kenya [56, 57,32, 40]
Europe (Grande-
Bretagne, Pays de
Galles, Espagne,
République tchéque, le
nord de I’Amérique,
A. reptans I’ouest de I’Asie, le nord
efcipat; Europe [27, 28, 58, 59]
Méditerranée, la
Turquie, 1'Asie Mineure,
I'Afrique du 'Tran,
Hawai, la Corée
A. salicifolia Ty 7
A. turkestanica Ouzbékistan, [21]
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1.3 Etude chimique des espéces du genre Ajuga

Plusieurs travaux de recherche ont été menés sur de nombreuses espéces du genre Ajuga. Elles
portent sur I’étude chimique et celle de ’activité biologique.

I’étude chimique des espéces du genre Ajuga a permis D’isolement des diterpenes neo-clerodane
[19, 20], des ecdystéroides [20], des iridoides glucosilés [19,20] et des withanolides [19]. Les trois
premiéres classes sont potentiellement bioactives. Elles ont montré une activité chemo-préventive
contre le cancer [21]. Concernant les huiles essentielles nous avons constaté a fravers notre
recherche bibliographique I’absence de travaux dans ce sens.

Les principaux métabolites concernent : les stéroides, les terpénoides, les flavonoides, les dérivés de

la quinone et les composés glucosidiques.

1.3.1 Les stéroides

Les stéroides sont des composés qui contiennent le noyau perhydrocyclopentanophénanthréne. Iis
comprennent une grande variété de composés naturels parmi lesquels se trouvent les stérols
proprement dits, les acides biliaires, les hormones sexuelles, les hormones corticosurrénales, les
glucosides cardiotoniques, les sapogénines, quelques alcaloides et d’autres groupes mineurs.

Dans le genre Ajuga, nous avons noté que les stéroides se trouvent sous forme de deux classes :

1.3.1.1 Ecdystéroides

Les ecdysteroides sont une classe de stéroides biologiquement actifs [22]. Ces composés apparentés

3 ecdysone (=2B,3B, 14a, 22&25-pentahydroxy-SB-cholest-7-én-6-one) sont caractérisés par un

-

enchainement 6-céto-7.8-déhydro et une polyhydroxylation [23].

Figure 1 : Structure de base des ecdysteroides
Le squelette carboné des ecdystéroides ressemble 4 celui du cholestérol : quatre cycles
caractéristiques A, B, C et D et une chaine latérale en position C-17. La différence est que le noyau

de 1a molécule ecdystéroide comporte un chromophore 7-éne-6-one et un OH en position a sur le C-

14.



De nombreuses et différentes variations peuvent étre remarquées ; en ce qui concerne les

phytoecdystéroides isolés du genre 4juga, on distingue:
- Laprésence d’un hydroxyle en position B surle C-2
- Rare présence d’un groupement hydroxyle sur le noyau stéroide en C-5 et C-11, et d’un
groupement OXO en C-1.
- Une conjugaison avec des sucres est fortement observée.
- Le nombre d’atomes de carbone varie entre 29 et 41.
- Une variation dans la chaine latérale (chaine latérale linéaire ramifiée, présence d’un cycle
tétrahydrofurane, chaine latérale osidique, chaine complexe ...)
Les principaux ecdysteroides isolés des espéces d’Ajuga sont regroupés dans le tableau 2. Leurs

structures sont présentées dans la planche 1, (voir annexe).

1.3.1.2 Les withanolides

Les withanolides sont des composés appartenant 4 la classe des stéroides. IIs sont considérés
comme un monopole des plantes de la famille des Solanaceae; il n’y a que quelques rapports sur
leur isolement des organismes marins et des membres des Taccaceae et des Leguminosae [6].
Deux composés withanolides isolés & partir des especes du genre Ajuga ont montré un bon docking

vis-a-vis de I"inhibiteur cholinestérase [24].

CH—CH;

Figure 2 : structure de base des withanolides

Les composés withanolides isolés des espéces du genre Ajuga sont regroupés dans le tableau 03.

Leurs structures sont rassemblées dans la planche 2, (Voir annexe).
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Tableau 2: Ecdystéroides isolés A partir des espéces du genre Ajuga ainsi que leurs

propriétés physiques.

Composés
Numéro | o o Propriét
e dela R R1 Nom é | Espooes
référence Structure Des produits isolés physiqu
es
OH - 20-hydrox ecdysone, 20E -
1 H - Ajugasterone C i
OH H cyasterone
2 Qac H cyasterone 22-acélate - A
[48] o 0 ) nipponsis
22-dehydrocyasterone Makino
3 i ) 22-Dehydrocyasterone 2- -
glucoside
4 ) ) Ajugacetalsterone 4
5 - - Ajugacetalsterone B -
oH Me
E&Me [a 25
= D
. Reptanslactone 4 17
Me
OH s
OH
/S/E\EMe - Reptansiactone B [al
+3
s o
0
A
22] 6 reptans
OMe
Me 28
? - [a]"p
% sendreisterone +22
OH
Me
o]
Mo PF 275-
o I 277
Me -
24- dehydroprecyasterone
gi,‘ 1 Yy precy [a 275D
_+_




Chapitre 1 : Synthése bibliographique

M
OH © Breviflorasterone PF 268-
Me 270
R
2 o [a 25D
o} +15
[ 0]2 °p
H Ajugasaliciosides A +8.4
7 —
beta-D fal' o
elyosyl Ajugasaliciosides B +16.5
A.
[al*’p - e
7] H Ajugasaliciosides C 13.6 | Selicifolia
8 20
[a]"p-
gl;;f;gl Ajugasaliciosides D 166
[a 20 _
9 - Ajugasaliciosides E 135
PF 192
H ajugasalicigenin I [a]"D
+5.7
10 PF 243
Beta glycose ajugasalicioside F L 3 b~
A
salicifolia
7] 11 } ajugasalicioside G PF 187
[aF"-
8
: . PF 154
12 ) ajugasalicioside H [a -
13.2
13 ) (24S)-24-ethylcholesta-5,25-
[55] diene-11a-hydroxy-1-one ) A relicta
14 ) (24S)-24-ethylcholesta- 5,25-
diene-7a- hydroxy-3-one -
15 Ajugacetalsterone C A
[41] 16 Breviflorasterone macrospe
] rma var.
17 Ajugacetalsterone D breviflora




Tableau 3 : Withanelides isolés des espéces du genre Ajuga ainsi que leurs propriétés

1: Synthése bibliographique

physiques.
Composés
Numeéro _
Numéro Radicaux _ ‘
de del Nom du Propnétés Espéce
ela
référence - R composé pligsiqas
S
.. [a]p +70.5° .
[6] 19 OH ajugin A. parvifiora
(}28H3806
L a°p +120°
H ajugin A [al"
Q8H3806 .
1491 a4 A parviflora
21 H ajugin B P
CasHaoOs
[o]”p +123°
22 H ajugin C CasH3s0,
. parviflora
[a]°p +74° o
23 H ajugin D C23H4003
R=033
24 ] ) [a]ZlD +1250
OH Ajugin E
CasHix0; .
[10] WP 57 A. parviflora
25 OH Ajugin F P
C28H4106
M Bracteosin [o] b +37°
e
26 A CosHi07
coop | Brcteosin | [oF o +145°
[11] B CasHaOs A. bracteosa
. [af'D +29
27 = Bracteosin
C CoH404
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1.3.2 Les terpénes
Les terpénoides sont la classe la plus répandue et la plus importante des métabolites secondaires

isolés des organismes végétaux [25]. Dans la famille des Lamiaceae, les terpénoides et
spécialement les diterpénoides sont les plus dominants des métabolites secondaires, ces derniers
sont isolés spécialement a partir des extraits de dichlorométhane ou d’acétone [26]. Les diterpénes
dérivent de leur précurseur aliphatique qui est le géranyl-géraniol.

L3.2.1 Diterpénes neoclerodanes

Les diterpénes rencontrés dans ce genre sont principalement des diterpénes lactoniques de la série
du neoclerodane, leur identification s’est faite sur la base des méthodes d’analyses, principalement

1la RMN mono- et bidimensionnelle, ainsi que la spectrométrie de masse et I’infrarouge.

Figure 3 : noyau clerodane

Beaucoup de ces composés possédent un ester 2-methylbutyrique sur le C-3, un hydroxyle sur le C-
2 et un groupement CH,-OAc sur le C-5; la stéréochimie au niveau du H2, H3 et HS a été
déterminée par comparaison avec quelques diterpénes neo-clerodanes déja isolés a partir des
especes d’Ajuga comme le Ajugapitin et le 15-ethoxy-14-hydroajugapitin , et en tenant compte de
la grande constante de couplage (J=9.8Hz) entre le H2 et le H3 ; de ce fait, les groupements en C2
et C3 seront orientés respectivement en a et B [23].

La présence d’un cycle oxirane en (C-4)-(C-17) au lieu d’une double liaison en C-4, est trés
remarquée. Elle a été élucidée par méthodes spectroscopiques [19].

Une étude par cristallographie des RX a confirmé que les deux cycles a six chainons sont dans des
conformations chaise. Ceci a été confirmé en prenant compte de leurs valeurs des angles de
valences qui sont proches de ceux de la forme chaise du cyclohexane [20].

On note également une variation dans le radical R. La plus observée est la présence d’'un cycle
hexahydrofurofurane sur le carbone 9. Sa présence a été confirmée par RMN-H' [19]. Ce
groupement cyclique présente des conformations enveloppe et plane [20]. Les diterpéniques de
type neo-clerodane isolés des espéces d’4juga et quelques propriétés physiques, sont regroupés

dans le tableau 4. Leurs structures sont rassemblées dans la planche 3, (Voir annexe).
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Chapitre I : Synthése bibliographique

1.3.2.2 Les iridoides

Ce sont des monotrpénes caractérisés par un squelette cyclopenta [c] pyranique, parfois désigné par
le terme d’iridane (cis-2-oxabicyclo-[4,3,0]-nonane). Certains auteurs limitent méme leur définition
3 la seule notion de « méthylcyclopentane » ; ils tirent leur nom de celui des fourmis du genre
Iridomirmex 3 partir desquelles furent isolés des composés impliqués dans les mécanismes de
défense propres a ces insectes [23]. IIs sont produits et utilisés par les plantes comme un moyen de
défense contre les herbivores ou contre linfection par des micro-organismes. Pour les humains et
autres mammiféres, les iridoides sont souvent caractérisés par un goiit amer, ils sont toxiques pour
les herbivores, sont des mono-terpénes bio-synthétisés de I'isopréne et sont souvent intermédiaires
dans la biosynthése des alcaloides [27]. La stéréochimie au niveau du carbone chiral C-8 a été
déterminée du point de vue biosynthétique [60]. Les iridoides ont généralement dix atomes de
carbone. Dans la majorité des cas, le carbone C-11 est absent. Cependant on trouve une exception
ou il est inclu dans un groupement carboxylique.

Les variations structurales observées sont nombreuses. On note que le méthyle, normalement
porté par le carbone C-8, peut étre plus ou moins oxydé : hydroxy-méthyle, époxyde.
Certains d’entre eux présentent un hydroxyle porté par le carbone C-1. Ce dernier peut étre engagé
dans une liaison hétérosidique avec ’hydroxyle porté par le carbone anomérique du D-glucose dela
majorité des iridoides glucosides. Ces demiers isolés jusqu'a présent, ont un groupe 8a-méthyle et

un 9 B-hydrogéne en commun [28].

iridane

Figure 4 : Squelette iridane

Le tableau 5 regroupe les iridoides glucosidiques isolés des espéces d’A4juga. Leurs structures sont

données dans la planche 4, (Voir annexe).
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Chapitre I : Synthése bibliographique

Tableau 5 : Iridoides glucosidiques isolés des espéces du genre Ajuga.

. Composé
Numéro . :
de N Rodicans Propriétés Espéce
s de Nom du composé pric P
référence R R1 po physique
structure
23] 48 - - Ajureptoside - A. reptans
AC H Reptoside -
[43, 28] 49 A. reptans
A. decumbens
H OH Harpagide -
[43, 65, A. reptans
60,28] 49 AC OH 8-acetylharpagide - A. remota
A. decumbens
7-0-6"-0-
[51] 50 H - malonylcachinesidi - A. pseudoiva
c acid
51 - - 6.8- -
diacetylharpagide
6.8-
[56] diacetylharpagide A. remota
52 - - 1-0-(2B,3B- -
diacetyl-B-
glucoside)
1.3.2.3 Diterpénes glucosidiques

Un diterpéne glucosidique (Ajugaside A) a été isolé a partir d’4juga decumbens. Sa structure
établie par RMN a été confirmée par hydrolyse acide [20].

L )
Figure 5 : structure de ’Ajugaside A
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Tableau 6: Anthocyanines glucosidiques isolés des espéces du genre Ajuga.

Numéro
de
référence

Composé

Numéro
de
structure

Radicaux

R1

R2

R3

R4

Nom du composé

Espéce

[58]

53

OH

OCH3

malonyl

delphinidin 3-(p
coumaroylferuloyl)
sophoroside-5-
malonylglucoside

OH

OCH3

OCH3

malonyl

delphinidin 3-
(diferuloyl)sophoroside-5-
malonylglucoside

OH

OCH3

OCH3

delphinidin 3-
(diferuloyl)sophoroside-5-
glucoside

cyanidin 3-(di-p-
coumaroyl) sophoroside-5-
glucoside

A. reptans

[58, 53]

53

OCH3

malonyl

cyanidin 3-(feruloyl-p-
coumaroyl) sophoroside-3-
malonylglucoside

A. reptans
A
pyramidalis
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Chapitre I : Synthése bibliographique

L4 Activités biologiques des espéces du genre Ajuga

1.4.1 Activité antimicrobienne et antioxydante

L’activité antioxydante et la capacité de piégeage des radicaux libres ont été étudiées pour la

premiére fois sur I’extrait aqueux, du méthanol et du chloroforme de I’espéce Ajuga chamepitys.

Les résultats de cette étude montrent que ces extraits peuvent étre utilisés comme source
d’antioxydants naturels ainsi que pour la stabilisation des aliments contre la dégradation par
oxydation. Du point de vue de I’activité antimicrobienne, les trois extraits ont montré des activités
contre les bactéries Gram négatif mais aucune activité n’est apparue contre celles des Gram positif.
Les résultats obtenus indiquent que 1'4juga chamepitys est une source potentielle d’antioxydants
[8]. Par contre aucune activité microbienne de 1’espéce Ajuga chia n’a été apportée [30]. L’extrait
d’djuga iva a développé une importante activité antioxydante [31]. Des tests d'activité
antibactérienne sur 1’extrait méthanolique d’4juga remota ont été effectués par des essais de

diffusion de disques et ont montré de résulats positifs [32].
L.4.2 Activité insecticide

Une activité insecticide a été constatée sur les extraits méthanoliques bruts d’especes Ajuga reptans
récoltées dans différents stades de croissance végétale avant et aprés floraison. Les extraits ont
montré une grande efficacité insectécidale [12]. L’extrait acétonique d’4juga pseudoiva a montré
une forte inhibition contre S. littoralis [33]. L’extrait éthanolique brut d’Ajuga iva et Ajuga
pseudoiva a une activité insecticide contre quelques Lepidoptera [34].

1.4.3 Activité hypoglycémique et autres

L’administration par voie orale de I’extrait aqueux d’4juga iva a des rats diabétiques a montré une
diminution des niveaux de glucose dans leur plasma, ce qui se traduit par une activité
hypoglycémique [19, 31, 35]. Le traitement par 4juga iva a montré aussi une diminution du taux de
cholestérol [31, 36], des triacylglycérols, ainsi qu’un abaissement des concentrations de 1’oxyde

nitrique, des carbonyles, et des caroténoides chez les rats [31].

L4.4 Activité anti-inflammateire
Les tests d’activité anti-inflammatoire d’djuga remota et Ajuga bracteosa ont été effectués en
utilisant les essais COX1 et ont donné des résultats positifs [32, 37].
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Chapitre I : Synthése bibliographique

L.4.5 Activité cytotexique

Quelques stérols glugosidiques isolés de 1’extrait méthanolique des parties aériennes d’4juga
salsifolia ont montré des activités cytotoxiques contre quelques cellules humaines leucémiques qui
sont évaluées comme des cellules cancéreuses [38], et contre des cellules sanguines humaines
(PMBC) [7]. Les mémes tests ont été effectués sur quelques stérols stigmastanes. Il n’y a qu'un
parmi ces derniers, qui a montré une activité contre ces cellules leucémiques [38].

1.4.6 Activité agoniste et antagoniste

1 y a un intérét considérable dans I’identification de nouveaux récepteurs d’ecdystéroides agoniste
et antagoniste. ELbrecht et al(1996) ont reporié que le 8-O-acetylharpagide isolé a partir d’4juga
reptans, est un faible ecdyseroide agoniste. Cependant le 8-O-acetylharpagide a montré une activité
agoniste dans les cellules d’essaies biologiques de la D. melanogaster B11 [39].

L.4.7 Activité antifongique

Cette activité a &té effectuée par des essais de diffusion de disques [40]. Les extraits d’éther de
pétrole et méthanolique d’Ajuga remota ont montré une activité antifongique contre les
champignons dermatophytes [40], ce qui confirme son utilisation traditionnelle pour les traitements
des maladies de la peau [40].

1.4.8 Etude de la toxicologie

Le résultat de I’étude de toxicité de 1’espéce Ajuga Iva sur des souris et des rats, a montré qu’elle
est sans danger [5].

L4.9 Activité anthelminthique

L’extrait d’Ajuga macrosperma var. breviflora posséde une activité anthelminthique contre
Ascaridia galli, un ver rc;nd de volaille [41].

1.4.10 Activité anti-appétissante

L’activité anti-appétissante a été étudiée sur 1’extrait acétonique obtenu & partir des feuilles de
I’espéce Ajuga pseudoiva. Les résultats obtenus étaient positifs et I'extrait a montrer une grande
activité anti-appétissante [33].
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Chapitre 11 : Etude chimique de espéce Ajuga Iva subsp pseudoiva

Introduction

Cette partie est consacrée a 1’étude chimique et antimicrobienne de I'huile essentielle d 'Ajuga
Iva subsp pseudoiva, elle comporte trois parties :
1- L’extraction de I’huile essentielle d’4juga Iva subsp pseudoiva par entrainement & la
vapeur d’eau. 4

2- L’étude de la composition chimique de 1’huile conventionnelle par la chromatographie

en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.

3- L’étude de I’activité antibactérienne et antifongique de ’huile essentielle.
L’extraction de ’huile essentielle a été réalisée au laboratoire du (département de Chimie de
’Université Saad Dahlab de Blida). L’analyse de 'HE a été effectuée par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse au sein du laboratoire de I’Université
du sud de Toulon Var.

Les tests d’activités microbiologiques ont été réalisés au sein de 1’unité bactériologique du
laboratoire centrale de 1’Etablissement Publique Hospitalier d¢ BOUFARIK sur quelques
germes pathogenes.

I1. Matériel Végétal

I1.1 Choix du matériel Végétal

Les critéres qui nous ont conduits & choisir cette espéce pour 1’étude sont :

Sa place dans la systématique, d’ou elle appartient & la famille des lamiacées qui est

’une des plus importantes familles du régne végétal.

- L’endémicité de I’espéce nous a incité & découvrir la composition de son huile
essentielle.

- Les activités biologiques assignées aux plantes de la famille des lamiacées et
particuliérement le genre Ajuga.

- En Algérie, peu de travaux ont été consacrés a cette plante et sont limités a I’étude de
"activité antimicrobienne des extraits lipidiques.

- Les résultats des études phytochimiques obtenus des autres espéces du méme genre

Ajuga ; richesse en métabolites secondaires stéroides, terpénoides, et flavonoides.

20



Chapitre Il : Etude chimique de l'espéce Ajuga lva subsp pseuova _

IL2 Position systématique de I’espéce Ajuga Iva subsp pseudoiva
Phylum: Plantae _

Division: Spermatophyta (Angiospermae)

Classe: Dicotyledones

Ordre: Tubiflorae

Famille: Lamiaceae / Labiatae

Genre: 4juga

Espéce: Iva

Sous Espéce : pseudoiva

Auteurs : Robill & Castagne

I1.3 Description botanique

Nom commun (Arabe): Chendgoura, (Berber): Taftelba, (Frangais): fausse Ivette.

Bugle, (Anglais): Herb ivy.

Ajuga iva subsp pseudoiva (chendgoura) est une petite plante vivace de 8 a 20 cm a tiges
vertes rampantes et velues, florifére pratiquement dés la base [65].

Les feuilles sont vertes, de longueurs 14 & 25 mm, denses et couvertes de duvets. Ces
dernidres sont linéaires, lancéolées, entiéres ou finement dentelées, tres hispides.

Les fleurs sont jaundtres a I’intérieur de la fleur, il existe quatre étamines liées a quatre

carpelles noirs. Les graines sont marrons [65].

-
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Chapitre Il : Etude chimique de l'espéce Ajuga Iva subsp pseudoiva

(®) ©

(A) La plante entiéere,
(B) Les feuilles et les fleurs,
(C) La fleur.
Figure 7 : Photos d’Ajuga Iva subsp pseudoiva.
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Chapitre Il : Etude chimique de I'espéce Ajuga Iva subsp pseudoiva

I1.4 Présentation et situation de la zone d’étude
I1.4.1 Localisation géographique
La commune de Damous se situe dans la périphérie Ouest de la wilaya de Tipaza. Couvrant
une superficie de 112 km. L’altitude varie entre zéro (niveau de la mer) et 909 m (Sud de la
commune). Elle est limitée :

» Au Nord par la mer Méditerranée ;

> Au Sud par les wilayas de Ain Defla et Blida ;

> A D'Est par la wilaya d’Alger, caractérisée par une forte pression

d’urbanisation ;

> A 1’Ouest par la wilaya de Chlef.
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Figure 8 : Situation géographique de la région de récolte (Damous)
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I1.4.2 Milieu physique
11.4.2.1 Géomorphologie
La ville de Damous est située au pied de la montagne. Nous sommes 14, dans la zone
montagneuse constituée de plusieurs Djebels parmi lesquels nous citerons :
> Le djebel Nador qui culmine & 905m & Sidi Moulay Abdelkader.
> Le djebel Er Rof qui atteint 851m & Koudiat Lawa. il ya également d’autres djebels
tels que le djebel Boukerdous et Taksebt.
I1.4.2.2 Données climatiques
Le climat qui domine dans cette région est du type méditerranéen c'est-a-dire tempere sec et
assez chaud en été, doux et humide en période hivernale.
> L’amplitude thermique, soumise & 'influence de la mer, est faible.
> La température moyenne mensuelle est d’environ 12°C.
> Les périodes d’enneigement et de gel sont trés rare vu la proximité de I'influence
maritime.
» Les vents les plus fréquents sont orientés Nord-Est et Ouest.
11.4.2.3 L hydrogéologie
Du point de vue hydrogéologique, la région de Damous a une pluviométrie assez séquente
entre 400 et 600 mm par an de ce fait, la constitution géologique des sols de la commune peut
étre divisé en deux zones :
> Zone perméable : composée essentiellement de crétacé supérieur (argiles schisteuses,
du cénomanien calcaires béchiques et poudingues), d’alluvions d’oueds, (galets,
graviers Sableux). Cette zone est située au Sud et ’Est de ’agglomération chef lieu, au
centre de la commune et au sud (djbel Boukerdes). Les lits d’oueds (Damous et
Harbil) renferment également des potentialités aquiféres.
> Zone imperméable : se sont des sols du crétacé supérieur (marmes et clac marneux) et
de I’albien (argiles schisteuses et schistes noir tres compacts). Cette zone est située au
centre de la commune (douar Roff au Sud Ouest et s’étant jusqu’au Nord Est du

territoire communal (douar beni Zioui en passant par Tahanout).
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IL.5 Conservation
La plante fraichement récoltée, est soumise a un tri manuel a fin d’éliminer les organismes

nuisibles capables de contaminer la nature chimique de 'huile essentielle. On effectue
ensuite un ringage a I’eau douce et un séchage al’ombre dans un endroit propre, sec et aéré.
A Iétat sec, les feuilles et les tiges sont conservées dans des sacs propres. Il faut noter
qu’avant le lavage, une quantité de la plante a été utilisée pour la mesure du taux d’humidité.
IL.6 Détermination du taux d’humidité
Le taux d’humidité de la plante a été déterminé par le procédé de séchage a I’étuve [66]
Soit :

> mg: le poids de la matiére végétale fraiche

> m, : le poids de la matiére végétale seche.

» H% : le taux d’humidité exprimé en pourcentage

[H% — (mg—my) fmex 100J

117 Extraction et analyse de ’huile essentielle d’Ajuga Iva subsp pseudoiva :

I1.7.1 Principe de Pextraction par entrainement a la vapeur d’eau

La technique dextraction de I'huile essentielle utilisant l'entrainement des substances
aromatiques grice a la vapeur d'eau, est de loin la plus utilisée a I'heure actuelle. La méthode
est basée sir l'existence d'un hétéro azéotrope de température d‘ébullition inférieure aux
points d'ébullition des deux composés, l'huile essentielle et l'eau, pris séparément. Ainsi, les
composés volatils et I'eau distillent simultanément a une température inférieure & 100 °C sous
pression atmosphérique normale. En conséquence, les produits aromatiques sont entrainés par

la vapeur d'eau sans subir d'altérations majeures [67].

I1.7.2 Procédé d’extraction

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisée par entrainement a la vapeur d’eau.

Une masse de 60 g de la matiére végétale seche (feuilles et tiges découpées en petits
fragments) est mise dans une ampoule placée au dessus d'un ballon rempli au (2/3) d’eau
distillée. Les vapeurs formées traversent la plante et font éclater les cellules, les poches et les
poils sécréteurs, entrainant avec elles I’huile. Aprés condensation et liquéfaction, I’huile
surnage 1’eau par la différence de densiteé.
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IL7.2.1 Traitement et récupération de I’huile essentielle

Le traitement de I’hydrolat obtenu lors de I’entrainement a la vapeur d’eau (I’huile et I’eau)
est réalisé dans une ampoule a décanter en utilisant I’éther diéthylique. Le mélange se sépare
en deux phases, une phase organique qui contient 1’huile essentielle solubilisée dans

1’éther diéthylique et une phase aqueuse contenant l’eau et quelques traces d’HE. Cette
demiére subit 4 nouveau une extraction avec ’éther diéthylique dans le but de récupérer le
maximum d’huile essentielle. L’extraction liquide-liquide est réalisée trois fois. Les phases
organiques obtenues sont mélanggées en une seule phase, cette derniére est filtrée sur le sulfate
de sodium anhydre utilisé alors comme desséchant. La phase organique filtrée subit une
distillation au rotavapeur a une température de 35°C afin d’éliminer I’éther diéthylique.
L’huile essentielle obtenue est mise dans un flacon propre et conservé au frais. Le flacon est

pesé au préalable avant d’introduire I'HE afin de calculer le rendement en HE.

I1.8 Calcul du rendement
Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse de ’huile

essentielle extraite et la masse de la plante utilisée. Le rendement est exprimé en pourcentage

et calculé par la formule suivante :

FR(%) =mye / My X 10(ﬂ

Considérons :

» myg : la masse de I’huile essentielle en gramme.
» my : la masse de la matiére végétale en gramme.

» R :lerendement de ’huile essentielle en pourcentage.
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1 : Bain marie.
2 : Ballon de 1000 ml.
3 : Ampoule a décanter de 1000 ml

4 : Réfrigérant.
5 : Elévateur.

6 : Bécher de récupération

Figure 9 : Montage d’entrainement a la vapeur d’eau utilisé pour I’extraction de Phuile
essentielle d’Ajuga Iva subsp pseudoiva.
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TL9 Analyse de la composition chimique de Phuile essentielle par chromatographie en

phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

L’analyse de la composition chimique de notre huile essentielle a été réalisée par la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. L’identification des
différents composés de I'huile essentielle est effectuée en se basant sur les banques de
données spéctrales Wiley 7n.1 et NBS 75k.1 avec un taux de similitude égale a 90%.

Nous tenons & rappeler que la NBS 75k.1 est une banque comprenant les spectres de masse

de 75000 molécules. Celle de Wiley 7n.1 comprend 250000 molécules.

11.9.1 Conditions opératoires

L’analyse est effectuée sur un chromatographe HP-6890 couplé a un spectrometre de masse

HP 5972, dans les conditions suivantes :

- Une colonne capillaire de type HP1 (polydimethylesiloxane 100%), de longueur 30m
d’un diamétre de 0.25 mm et une épaisseur du film de 0.25 ym.
- Un potentiel d’ionisation du spectrométre de masse égale a 70 eV.

- Le programme de température du four est :

210°C (10 min)

3°C / min
90°C (10 min)

- Gaz vecteur He.
- Injection en mode Split : 1/90.

- Les échantillons de I'huile essentielle sont dilués dans 1’AcOEt a 1%.
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11.10 Résultats et discussion de I’étude chimique

11.10.1 Taux d’humidité

Les plantes terrestres sont connues pour leur richesse en eau. Le taux d’humidité moyen
obtenu dans cette analyse est de 68.67%. C’est un taux d’humidité qui représente les 2/3 de la

masse de la plante d’4juga Iva subsp Pseudoiva.

31.33% MS

. Eau

MS

68.67%

Figure 10 : La teneur en humidité de la plante Ajuga Iva subsp pseudoiva

I1.10.2 Propriétés caractéristiques de P"HE d’Ajuga Iva subsp pseudoiva
I’évaluation des propriétés organoleptiques constitue généralement une partie des études
visant & analyser les facteurs qui affectent la qualité de I’huile essentielle. L’analyse a été
effectuée en observant et en inhalant directement I’huile essentielle.
Dans cette étude, trois critéres sont considérés pour évaluer la qualité organoleptique de
’huile essentielle :

» L’odeur

» La couleur

» L’aspect
Les propriétés organoleptiques de Ihuile essentielle d’4juga iva subsp pseudoiva obtenu par

entrainement a la vapeur d’eau, sont données par le tableau 7.
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8 6.86 3,5,5-Trimethyl-2-cyclohexen-1- CoH140 047
one
9 9.24 (+) a- terpineol Ci0H;30 0.11
10 10.07 2,3-dihydro-benzofurane CsHsO 292
11 13.28 2-Methoxy-4-vinylphenol CoH100, 9.96
12 2487 1-Allyl-2,3-dimethoxy-4,5- C12 Hi404 9.98
methylenedioxybenzene
13 26.26 B. Tumerone CisH20 0.21
14 27.41 o bisabolol C;5Hy60 0.46
15 28.54 6-Hydroxy-7-methyl-9- CoH;405 0.01

oxabicyclo[3.3.1]

nonan-2-one

16 31.42 Acide tetradécanoique Ci14H2502 1.86

17 32.14 Octadecane C18H38 0.27
18 33.28 6,10,14-trimethyl -2- CisH360 4.46
Pentadecanone
19 35.71 1-chloro-octadecane Cy13H37Cl 0.45
20 35.95 1,2,3-trimethyl-Cyclohexane CoHjs 0.25
21 39.37 acide tridecanoique Cy3Hp602 0.12
22 40.05 acide n-Hexadecanoique Ci6H32,0, 0.02
23 41.46 Tetrahydro-3-furanmethanol | CsHi002 0.01
24 4531 Phytol CoHyO 16.96

Le profil chromatographique est présenté dans la figure 11.
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Chapitre II : Résultats et discussion de I'étude chimique

11.10.4.1 Discussion de la composition chimique de PHE d’4juga Iva subsp pseudoiva :
L’examen du tableau 7 montre que la composition de I’HE est dominee par des composés
oxygénés et leurs dérivés (37.71%), tel que :

» 4-methyl-3-Penten-2-one.

» Benzaldéhyde.

> l-octen-3-ol.

» 2-Methoxy-4-vinylphenol.

> 1-Allyl-2,3-dimethoxy-4,5-methylenedioxybenzene.
Les terpénes sous forme de mono, sesqui et diterpénes représentent plus de (17.75%), il s’ agit
notamment du :

> Linalol.

» «- terpineol.

» a-bisabolol.

» B- Tumerone.

> Phytol.
La composition de ’huile essentielle révele également la présence d’une série d’acides gras
saturés  allant de D'acide tridécanoique & I’acide hexadécanoique avec une fraction
représentent (2.007%). Les acides gras identifiés sont :

» L’acide tridécanoique.

» L’acide tétradécanoique.

» L’acide n-Hexadecanoique.
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IT1.1 Tests d’activités antimicrobiennes
IIL1.1 Lieu de travail
Notre travail est réalisé au niveau de 'unité de bactériologie du laboratoire central de
1’Etablissement Publique Hospitalier d&¢ BOUFARIK.

II1.1.2 Matériel microbien

Des souches bactériennes de références (ATCC) et pathogénes ainsi que les levures, ont fait

I’objet de notre étude.

Les bactéries pathogénes et les levures ont été isolées a partir de produits pathogéniques, au

sein de 1’unité de bactériologie clinique du laboratoire centrale de I’Etablissement Publique

Hospitalier d¢ BOUFARIK (Tableau 9).

Les souches de références sont fournies par le laboratoire d’antibiothérapie et d’hygiene de

’institut Pasteur d’ Alger agrée par I’OMS (Tableau 10).

Tableau 9: Les différents micro-organismes pathogénes utilisés dans notre étude

Souches

Les Bactéries Gram -

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Proteus mirabilis

Klebsiella pneumoneae
La Bactérie Gram + Staphylococcus aureus
Les Levures Candida albicans
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Tableau 10: Les souches de références utilisées dans notre étude

Chapitre 111 : Activités antimicrobiennes

Seouches Gram ATCC
Escherichia coli ATCC 25922
ATCC DES GRAM - -
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 25923
+

Remarque : Par faute de moyens nous n’avons pas pu faire le test ATCC sur la levure

Candida albicans.

I11.1.2.1 Milieux de cultures

Les milieux de cultures utilisées au cours de la réalisation de ce travail sont présentés dans

(Le tableau 11).

Tableau 11 : Les milieux de cultures utilisés dans notre étude.

Milieux de cultures Milieu utilisé pour les tests antibactérien
et anti fongique
- Gélose nutritive - Milieu de Muller Hinton
- Gélose Hektoen

Gélose au sang frais

Gélose au sans cuit

Milieu Sabouraud-choramphénicol
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Chapitre 111 : activités antimicrobiennes

112 Etude qualitative de I’effet antibactérien et antifongique de I’huile essentielle par
la méthode de diffusion sur milieu solide « Méthode de Vincent »
IIL.2.1 Principe
Cette méthode consiste 4 mettre en évidence une éventuelle activité antimicrobienne de
1’huile essentielle d ‘ajuga iva subsp pseudoiva, en la mettant en présence des germes testés.
Des disques absorbants stériles sont imprégnés d’une quantité d’huile essentielle, et déposés
sur une gélose inoculée avec les souches testées. La diffusion de cette huile essentielle dans la
gélose, va permettre I’inhibition de la croissance des germes, tout au tour des disques, dans le
cas d’une éventuelle activité antimicrobienne positive, qui se traduira par une auréole claire et
distincte autour du disque appelée : halo ou zone d’inhibition.
La lecture des résultats aprés incubation, est faite par la mesure des diamétres des zones
d’inhibition obtenues pour chacune des souches.
La méthode est validée par le fascicule de Standardisation de L’antibiogramme a L’échelle
nationale Selon les recommandations de L’OMS, fournis par NCCLS (National Commitee for
Clinical Laboratory Standards. Son principe est tiré du ftitrage des antibiotiques (test
d’antibiogramme).
I11.2.2 Technique
La méthode que nous avons utilisée, est 1’ensemencement par écouvillonnage préconisé par
NCCLS (National Commitee for Clinical Laboratory Standards) et recommandé par I’OMS.
Milieu
- Gélose Muller-Hinton (MH) (bactéries non exigeantes) ; coulée en boite de pétri sur
une épaisseur de 4 mm.
- Les géloses sont séchées avant I’emploi.
Inoculum
- A partir d’une culture pure de 18h sur milieu d’isolement, racler 4 I’aide d’une anse
de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
- Bien décharger ’anse dans 5 & 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%.
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne. Son opacité doit étre équivalente a 0,5
Mc Farland.
- L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’1l est trop faible, ou bien de
1’eau physiologique stérile s’il est trop fort.
- L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de
I’inoculum.
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Ensemencement
- tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.
- L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de
le décharger en maximum.
- TFrotter ’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
séries.
- Répéter ’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.
Dans le cas ou 1’on ensemence plusieurs boites de pétri, il faut recharger I’écouvillon a
chaque fois.
Dépbts des disques
- A I’aide d’une pince stérile, prélever & chaque fois un disque stérile (de 06 mm de
diameétre). Ce dernier est imbibé de I’huile essentielle d 'Ajuga iva subsp pseudoiva, en
mettant seulement en contact le bout du disque, celle—ci va étre absorbée
progressivement jusqu’ & imprégnation totale du disque.
- Déposer les disques sur la surface de la gélose.
- Laisser diffuser sur paillasse pendant 30 min.
Incubation
- 24 heures 4 37°C pour les bactéries.
- 48 heures a 25°C pour les levures.
Lecture
- Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibition & 1’aide d’un pied a
coulisse métallique, & I’extérieur de la boite fermée.
- Comparer ces résultats aux valeurs critiques des ATCC.

- Classer la bactérie dans I’une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistante.
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Chapitre III : Résultats des activités antimicrobiennes

I1L.3 Résultats et discussion des tests d’activités antibactérienne et antifongique
II1.3.1 Résultats

L’étude du pouvoir antibactérien et antifongique de I'huile essentielle d’4juga Iva subsp
pseudoiva a été effectuée par la méthode de disque absorbant ou méthode de diffusion sur
la gélose « méthode de Vincent». La mesure du diamétre des zones d’inhibition permet
de déterminer ’activité antimicrobienne de I’huile essentielle in vitro.

Les résultats qualitatifs de I’huile essentielle conventionnelle sur les bactéries pathogenes

sont donnés dans le (tableau 12)

Tableau 12 : Activité antibactérienne de I’huile essentielle sur les souches pathogénes

Souches Gram Diameétre d’inhibition
(mm)
Escherichia coli - 18
Pseudomonas aeruginosa - 14
Staphylococcus aureus + 15
Proteus mirabilis - 22
Klebsiella pneumoneae - 19

Les résultats qualitatifs du pouvoir antibactérien de I"huile essentielle d’4juga Iva subsp
pseudoiva sur les souches pathogénes étudiées, sont présentés dans les figures (12-13-14-

15-16)

Figure 12 : Activité antibactérienne de I’huile essentielle d’4juga
Iva subsp pseudoiva contre I'Escherichia coli
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Figure 13 : Activité antibactérienne de Phuile essentielle d’Ajuga Iva
subsp pseudoiva contre la Pseudomonas aeruginosa

Figure 14 : Activité antibactérienne de P’huile essentielle d’ajuga
Iva subsp pseudoiva contre la Proteus mirabilis

Figure 15 : Activité antibactérienne de ’huile essentielle d’4juga

Iva subsp pseudoiva contre la Staphylococcus aureus

Figure 16 : Activité antibactérienne de Phuile essentielle d’Ajuga
Iva subsp pseudoiva contre la Klebsiella pneumoneae

39



Les résultats des diamétres obtenus dans le tableau sont représentés sous forme
d’histogramme.

25

20

15

10

Diamétres des zones d'hinbition

Escherichiacoli  Pseudomonas Staphylococcus Proteus Kiebsiella
aeruginosa aureus mirabilis pneumoneae

Figure 17 : Représentation graphique des diameétres des zones d’inhibition (en mm) de
Vhuile essentielle d’Ajuga Iva subsp pseudoiva sur les différentes souches bactériennes
pathogénes testées.

Selon la disponibilité des souches bactériennes de référence au sein de 'unité de bactériologie
clinique de laboratoire centrale de I’Etablissement Publique Hospitalier d¢ BOUFARIK on a
comparé trois souches, Deux a Gram () qui sont ’Escherichia coli et la Pseudomonas
aeruginosa et 'autre & Gram(+) qui est la Staphylococcus aureus dans le but de faire une
étude comparative entre les diamétres d’inhibition obtenus avec les souches pathogenes et
ceux obtenus avec les souches ATCC.

Les résultats qualitatifs de 1’huile essentielle conventionnelle sur les bactéries de Référence

ATCC sont présentés dans le (tableau 13).
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microbiennes

Tableau 13 : Activité antibactérienne de Ihuile essentielle sur les bactéries de

référence ATCC.
Souches Gram Diamétre d’inhibition
(mm)

Escherichia coli - 17
ATCC

Pseudomonas aeruginosa - 18
ATCC

Staphylococcus aureus + 23
ATCC

Les résultats qualitatifs du pouvoir antibactérien de ’huile essentielle d’djuga Iva subsp

pseudoiva sur les souches référence ATCC étudiées sont présentés dans les figures (18-

19-20).
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Figure 18 : Activité antibactérienne de ’huile essentielle d’Ajuga
Iva subsp pseudoiva contre 1’Escherichia coli ATCC 25922

,» &ram‘m.,.muﬁﬁ¥

Figure 19 : Activité antibactérienne de I’huile essentielle 4 ’Ajuga Iva
subsp pseudoiva contre la Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Figure 20 : Activité antibactérienne de Phuile essentielle d’4juga
Iva subsp pseudoiva contre la Staphylococcus aureus ATCC 25923

Chapitre III : Résultats des activités antimicrobiennes
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Figure 21 : Représentation graphique des diamétres des zones d’inhibition (en mm) de
Vhuile essentielle Ajuga Iva subsp pseudoiva sur les différentes souches ATCC

L’interprétation des deux histogrammes présentés dans les figures (17 et 21) nous a amenés a
constater que :
> Les souches Escherichia coli, Klebsiella pneumoneae et Proteus mirabilis : la valeur
du diamétre mesuré est supérieure a celle de I’ ATCC Escherichia coli 25922.
» Les souches de Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus : la valeur du
diamétre mesuré est inferieur a celles de PATCC Pseudomonas aeruginosa 27853 et
de Staphylococcus aureus 25923.

Concernant I’activité antifongique, une seule levure a été testée qui est candida albicans

Tableau 14 : Activité antifongique de huile essentielle sur la souche pathogene

Candida albicans

Levure Diamétre d’inhibition
(mm)
Candida albicans 27
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I11.3.2 Discussion

On constate un effet inhibiteur de Ihuile essentielle sur le développement des bactéries et des

levures. Cet effet antimicrobien est important pour les souches de Proteus (22 mm>17 mm
de ’ATCCQ).
Nous avons remarqué 1’absence d’une zone appelée <« couronne de résistance >> qui se
développe généralement autour du disque dans le cas ou les colonies continuent a se
multiplier. On peut attribuer le caractére <« assez sensible >>a ces souches vis-a-vis de I’huile
essentielle étudiée. De ce faite, on peut conclure que ’huile semble exercer une activité
« bactéricide > et « fongicide ». En admettant que le diamétre d’inhibition est un bon
indicateur de I’activité bactéricide.
On peut expliquer cette activité antimicrobienne, par la présence de molécules chimiques
telles que :

> Les alcools incluant les phénols.

> Les terpénes qui sont des anti- inflammatoires, dont font partie les sesquiterpénes

qui sont d’excellents antibactériens, et fongicides a large spectre d’action.
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Conclusion

Ce travail est consacré a 1’étude chimique et aux activités antimicrobiennes de T’huile
essentielle de 1’espéce végétale Ajuga Iva subsp pseudoiva. Le choix de cette espéce est basé
sur de nombreux critéres essentiels, parmi lesquels : I’endémicité de la plante et la rareté des
travaux consacrés a cette espéce qui portaient notamment sur 1’étude chimique et les activités
biologiques des extraits lipidiques.

Nous avons constaté que I’entrainement 4 la vapeur d’eau fournit un rendement trés faible par
rapport 4 d’autres espéces; Ceci est probablement dd & sa nature (faibles métabolites
secondaires), le lieu et 1a période de la récolte.

L’analyse de I’huile essentielle par le couplage CG/SM nous a permis  d’identifier la
composition chimique de cette derniére. Elle est constituée principalement de composés
oxygénés, terpénes, d’acides gras et d’autres produits.

Les résultats des tests d’activités antimicrobiennes de I’huile essentielle vis-a-vis des souches
bactériennes : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoneae, Proteus mirabilis et 1a souche fongique : Candida albicans, nous ont
permis de constater que I’huile essentielle d’4juga Iva subsp pseudoiva posséde un pouvoir
antimicrobien vis-a-vis de ces souches. Ce résultat montre clairement que Ihuile essentielle
d’Ajuga Iva subsp pseudoiva est dotée d’un large spectre d’activité inhibitrice sur les micro-
organismes testés.

Cette activité antimicrobienne pourrait étre due & la composition chimique de 'HE qu
contient des alcools, des phénols, ainsi que des sesquiterpénes qui sont d’excellents

antibactériens et fongicides et possédant un large spectre d’action.
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Planche 1: Structures des ecdystéroides isolés des especes du genre Ajuga.
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Planche 2 : Structures des withanolides isolés des espéces du genre Ajuga.
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Suite Planche 2 : Structures des withanolides isolés des espéces du genre Ajuga.
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Planche 3 : structures des diterpénes neo-clerodane isolés des espéces du genre Ajuga
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Suite planche 3 : structures des diterpénes neo-clerodane isolés des espéces du genre Ajuga
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Suite planche 3 : structures des diterpénes neo-clerodane isolés des espéces du genre Ajuga
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Planche 4: Structures des iridoides glucosides isolés des espéces du genre 4juga
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Planche 5 : Structure des anthocyanines glucosidiques isolés des especes d’4juga .
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e Milieux utilisés pour les testes antibactériens et antifongiques:

Milieu Composition Utilisation

-  Extraitdelevure.............. 3g

Gélose Hektoen - Protéase peptone............ 12g
- Lactose.......cccoceienennnnn. 12g
- Saccharose.............onennee 2¢g
- Salicine...........ccoeinininnnn. 2¢g
- Citrate ferrique.............. 1.5¢
- Sels biliaires................... 9¢
- Fuchsine acide............. 0.1g Isol d
- Bleu de promothymol.....0.065g S(t) ’CIIll)Cntt . C'S
- Chlorure de sodium......... S5g CHErOudilblle

S
- Thiosulfate de sodium...... S5¢
= NGO, ¢ vonon smsnss swsmms sum 13g
pH="7.5
Gélose Muller Hinton - Infusion de viande de beeuf
i s déshydratée.................. 300 ro A g
esycraiee £ | Réalisation
- Hydrolysat de caséine...... 17.5g des testes
- Amidonde antibactériens
mais............... 1.5g et
- Agar.............l 13¢g antifongiques
- Eaudistillée............... 1000ml
pH=74




Gélose nutritive

Extrait de viande de
beeuf.......1g
Extrait de
levure..................2¢g

Peptone.........ccooeeievneiininnn

S5g
Chlorure de
sodium...............5g

5g

pH=7.4

Milieu
d’isolement
pour les
germes non
exigeants

Gélose au sang frais

Infusion de cceur et de

muscle........oooviieieenen ..
Bothicone.............ccceeene.
Chlorure de sodium............
GElOSE... v e

pH=74

375¢g

10g

5g
15g

Isolement des
germes
exigeants

Gélose au sang cuit

Peptone de
caséine.......... 7.5¢g
Peptone de
vinade.......... 7.5
Amidon de

TABES. : ; sesvewseves 1g
Phosphate
dipothassique.....4g

Chlorure de sodium....

Isolement des
germes
exigeants




