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Résumé :

Ce travail porte sur I’étude de la composition chimique de I’huile essentielle de Ajuga iva
ainsi que la détermination de son activité antioxydante et antimicrobienne. L’analyse de
Phuile essentielle d’Ajuga iva a été effectuée par CG/SM. La composition chimique est
dominée par des composés oxygénés (88,46%) avec le « 2-méthoxy-4-vinylphénol » et le
compose « 4-méthyle-3-penten-2-one » comme produits majoritaires.

L’activit¢ antioxydante de I’huile essentielle d°4juga iva a été déterminde par la méthode au
DPPH. Les résultats ont montré que I’huile essentielle d’Ajuga iva présente un fort pouvoir
antioxydant dii notamment 4 la présence de composés phénoliques.

L’activité antimicrobienne de I’huile essenticlle a été évaluée sur quatre souches bactériennes
(deux souches Gram — et deux souches Gram +), deux levures et deux champignons & "aide
de la méthode de diffusion des disques. Les tests d’activité ont montré que "huile essentielle

est dotée de propriétés antibactériennes et antifongiques.

Mots clés: Huile essentielle, 4juga iva, 2-méthoxy-4-vinylphénol, activité antioxydante,

activité antimicrobienne.



Summary:

This work concerns the study of the chemical composition of the essential oil of 4juga iva
and the determination of its antimicrobial and antioxidant activities. Analysis of the essential
oil of 4juga iva was carried out by GC / MS. The chemical composition is dominated by
oxygenated compounds (88.46%) with the "2-methoxy-4-vinylphenol” and compound "4-
methyl-3-penten-2-one" as the major product. The antioxidant activity of the essential oil of
Ajuga iva was determined by the DPPH method. The results showed that the essential oil of
Ajuga iva has strong antioxidant properties due mainly to the presence of phenolic
compounds.

The antimicrobial activity of oil essentially communication was evaluated on four bacterial
strains (two strains Gram - and Gram + two strains), two yeasts and two fungi using the disk
diffusion method. The activity tests have shown the essential oil has antibacterial and

antifungal properties.

Keywords: Essential oil, 4juga iva, 2-methoxy-4-vinylphenol, antioxidant activity,
antimicrobial activity.
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« Les plantes semblent avoir €té semées avec profusion sur la terre, comme les
étoiles dans le ciel, pour inviter 'homme par Patirait du plaisir et de la
curiosité a ’étude de la nature. »

Jean Jacques ROUSSEAU

La biodiversité naturelle de notre planéte représente une source inépuisable pour
I’ndustrie pharmaceutique, agroalimentaire et chimique, on compte actuellement, plus de
300 000 especes végétales sur notre plancte, et ce nombre ne cesse d’augmenter au fil du
temps [1]. Depuis son apparition sur terre, ’homme a entretenu d’étroits rapports avec le
monde végétal. Les plantes ont toujours fait partie de son alimentation puisqu’il ne lui est pas
physiologiquement possible de se nourrir exclusivement de produits animaux. Mais en
complément cette approche nutritionnelle fondamentale, 1’étre humain a certainement su trés
tot utiliser sous divers formes des plantes spécifiques pour soigner la maladie [2] (qu'il
s’agisse de maladies bénignes, thume ou toux, ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou
la malaria) [3]. La médecine par les plantes se développa au fil des siécles et des cultures.
Hippocrate préconisait voici 2500 ans: « que ton aliment soit ton reméde ». Les plus
anciennes traces €crites remontent a la Chine, a 1’Inde, a la Mésopotamie et a I’Egypte
ancienne. Le papyrus Ebers, daté de quelques 1600 ans avant J.-C., outre les méthodes de
diagnostic, présente environ 800 préparations a base de plantes et de minéraux [2].

En fait, Une plante médicinale est un végétal doué d’un effet thérapeutique sur
I’organisme sans étre toxique a dose normale. Nombre de plantes d’usage traditionnel n’ont
pas encore fait I’objet de recherches scientifiques approfondies. Notre connaissance des
véritables vertus des plantes reste donc trés fragmentaire. Souvent la limite entre plante
médicinale et toxique s’avére floue, car pour soigner, le végétal doit avoir un effet manifeste
sur I’organisme - bénéfique a dose modéré mais potentiellement dangereux en cas d’abus. En
outre, 1a médecine sait mettre a profit des plantes franchement dangereuses : ainsi, la digitale,
a Porigine du plus célebre médicament pour le cceur, peut s avérer mortelle, méme a faible
dose. De ce fait, le terme général de plante médicinale recouvre donc un large éventail de
végétaux allant de plantes parfaitement comestibles a de véritable tueuses dont il faut se
méfier a tous prix. [2]. Environ 35 000 especes de plantes médicinales sont connues ; dont les
deux tiers proviennent de cueillette dans la nature. Plusieurs milliers sont actuellement

menacées d’extinction, ce qui est le cas du Harpagophytum, car I’extraction de sa racine aux
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vertus anti-inflammatoires, largement appréciée contre les thumatismes, détruit la plante. En
Namibie, des projets d’exploitation durable sont en cours, mais bien d’autres végétaux
n’auront pas cette chance [2].

Un nombre croissant de remédes végétaux est disponible sur Ie marché et ces derniers doivent
étre évalués. Par ailleurs, le développement sans précédent de 1’automédication & entrainer
quelques accidents avec des plantes apparemment aussi bénignes que le sénegon ou la
germandrée, et d’autres, plus exotique tels I’éphedre ou le kava-kava. En méme temps que
grandit 1’intérét populaire pour la médecine par les plantes, se développe dans les milieux
scientifiques un curieux phénomeéne de suspicion envers les végétaux [2].

Il faut noter que l'action de la phytothérapie qui est une médecine symptomatique sur
l'organisme dépend de la composition des plantes. Au fil des siécles, I'extraction et I'usage des
principes odorants des plantes se sont développés, notamment par les civilisations arabe, qui
leurs attribuent avant tout un usage religieux.

La notion de principe actif et le développement de la chimie organique qui permit de
synthétiser dans de nombreux cas les substances considérées comme responsables de ”activité
des végétaux bouleversa rapidement la médecine par les plantes. En effet, de nombreux
composés volatils sont aujourd’hui des ingrédients courants des préparations pharmaceutiques,
dans ce cadre les sesquiterpénes ont montré des activités pharmacologiques remarquables
contre les maladies comme le cancer [3]. Les principes isolés présentaient 1’avantage d’étre
facilement dosables, d’agir de fagon énergétique et de pouvoir étre produits en grande
quantité. Ainsi se développa la puissante industrie pharmaceutique, tandis que les plantes
médicinales jugées peu actives et peu fiables, étaient écartées de la thérapeutique en place. 1l
fallut cependant constater que les principes actifs isolés et les molécules de synthése
provoquaient des effets secondaires que n’avait habituellement pas le végétal utilisé¢ dans son
intégrité [2].

Ces demniéres années, I’essor remarquable de la phytothérapie a provoqués une
augmentation mmportante de la demande, prés de 80 % des habitants de notre planéte n’a pas
acces a la pharmacie « moderne ». Dans de nombreux pays, la majorité de la population,
toujours croissante, a donc recours aux végétaux pour se soigner [2]. De plus, 1'efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux
infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments

et leurs résistent de plus en plus [4].



Ces plantes médicinales constituent donc une source intéressante de nouveaux composés dans
la recherche de molécules bioactives, qui sont d’une importance capitale pour le
developpement et la mise au point de médicaments essentiels.

Beaucoup d’espéces importantes du genre Ajuga sont utilisées en médecine populaire
africaine et asiatique, elles ont fait 1’objet de plusieurs études scientifiques. A notre
connaissance, aucune étude ou peu d’études ont été réalisées sur les huiles essentielles de ce
genre, ¢’est pourquoi nous nous sommes intéressés a I’étude chimique et ’activité biologique
de I"huile essentielle de 'espéce 4juga iva. Ce choix est basé sur divers criteres, parmi eux,
Pemploi de I’espéce végétale en médecine populaire (traditionnelle), et la diversité des

composés chimiques qu’elle renferme.

Notre mémoire est réparti en trois chapitres :
- Synthese bibliographique.
- Etude chimique de I’huile essentielle d’4juga iva - extraction et analyse.

- Activités anti-oxydante et antimicrobiennes de I’huile essentielle d’Ajuga iva.
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1. Introduction

L’espece Ajuga iva appartient a I'une des plus importantes familles du regne végétal : les
Lamiacées, ces derniéres appartiennent a 1’ordre des Lamiales connus pour leur matiére de
réserve constituée d’oligosaccharides (au lieu d’amidon) [1]. Ce sont des plantes herbacées,
des sous arbrisseaux [5], trés rarement des arbres (Hypris) [6], cosmopolites [1], mais avec
une prépondérance des régions méditerranéennes et rares dans les régions arctiques et en
haute montagne [7].

Cette famille compte plus de 7200 espéces a travers environ 240 genres qui sont classées
en sept sous-familles: Ajugoideae Kostel, Lamioideae Harley, Nepetoideae (Dumort.) Luerss.,
Prostantheroideae Luerss., Scutellarioideae (Dumort.) Caruel., Symphorematoideae Bngq. et
Viticoideae Briq. [8]

Le clade des 4jugoideae regroupe les genres Clerdendrum, Teucrium, Trichostema, Ajuga
et les genres apparentés [5].

En fait le mot Ajuga dérive du mot latin : g (privatif) et jugum, joug = corolle sans levre
supérieure développée. En allemand : Giinsel, en anglais : bugle, en italien : bugula.

Ce sont des plantes plus ou moins poilues, a fleurs bleues, bleudtres, purpurines, rosées,
Jaunes, rarement blanches [9]. On a décrit environ 50 especes de ce genre distribuées dans les

deux régions tempérées des deux hémisphéres [10].

2. Systématique et taxonomie de Pespéce Ajuga iva
2.1 Dénomination de l ‘espece Ajuga iva

- Nom scientifigue : Ajuga iva

- Synonyme : Teucrium iva L.

- Nom vernaculgire: en frangais: Bugle, Ivette-musquée, Ivette-de-Narbonne,
Arthétique. En anglais : Musky-Bugle, Herb-Ivy, Herb-Ive. En italien - Iva, Iva moscata
]

- Nom local arabe : Chendgoura [11].

- Nom local berbére : touf et-toulba [11]




2.2 Classification botanique de I’espéce Ajuga iva

Phylum : Plantae
Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe: Euasterids
Ordre: Lamiales

Famille: Lamiaceae
Sous-famille : Ajugoideae
Genre : Ajuga

Espéce : Ajuga iva

3. Description de I’espéce Ajuga iva Schreb

C’est une petite plante, ordinairement velue-blanchatre, souvent 4 odeur musquée, de 5 a
20 cm, elle croit dans les endroits arides, sur les vieux murs, les coteaux pierreux, au bord des
champs dans la région méditerranéenne. Ses fleurs purpurines s’épanouissent depuis le mois
de mai jusqu’au mois d’octobre. Les feuilles, qui sont de 5 a 10 fois plus longues que larges,
n’ont pas de pétiole, et sont enticres ou avec quelques dents vers le haut (trés rarement
profondément divisées), plus au moins velues. C’est une plante vivace, a tiges étalées,
rameuses, ligneuses vers leur base, a rameaux couchés et redressés. La plante se perpétue par
des bourgeons qui naissent a la base des tiges ligneuses. Quelquefois, la corolle et les
ctamines ne se développent pas et cependant ces fleurs produisent des fruits 4 graines bien

conformées, donc leurs stigmates ont été pollinisés par le pollen d’autre fleurs [9] (Figure 1).
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Figure 1 : Planche représentant de la plante entiére de
Ajuga iva

4. Distribution de ’espéce Ajuga iva

D’aprés un itinéraire d’un voyage botanique en Algérie, exécuté en 1856 dans le sud des
provinces d’Oran et d’Alger, Emest Cosson a cité Ajuga iva parmi la liste de plantes
observées aux environ de Djelfa et dans les montagnes voisines [12].

Quelques années plus tard, Bénédict Pierre Georges Hochreutener a cité Ajuga iva comme
circumméditerranéen dans son livre [13].

En fait cette plante ne s’éléve pas a une grande altitude sur les montagnes, elle est trouvée

en région méditerranéenne [9], au Sud de I’Europe [11], en Afrique du nord, et aux Iles

Canaries [9].

S. Propriétés pharmacologiques et biologiques des espéces du genre Ajuga

Le genre Ajuga a montré un large spectre des activités biologique et pharmacologique, il
présente des activités antifongique [14,15], antibactérienne [14, 16], antimicrobienne [14,15],

antihypertenseur [14], anti-plasmodial [14], hypoglycémique [14, 15] et anti-appétissant pour
les larves et les insectes [14, 16].



Il est utilis¢é en médecine populaire comme agents diurétique [14,17], anti-tumorale
[15,16], comme remeéde contre la fievre [14, 17-19], contre les maux de dents et contre la
dysenterie et I’hypertension [14, 17, 19], contre la diarrhée [16, 18, 20], la fievre
thumatismale [16, 20], les piqures d’insectes [18, 20], ainsi que les maladies de la vessie [18,
20], on note aussi son emploi dans le traitement de Pasthme, et la malaria [16], ainsi que
d’autres utilisations.

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, et les diterpénes néo-clerodanes qui sont antibactériens
[14].

En ce qui conceme la Ajuga iva, elle est utilisée en meédecine traditionnelle algérienne
pour le traitement du diabéte, et est connue a avoir des activités anti-inflammatoire,
antifongique, antimicrobienne et anthelminthique [21], elle est utilisé au Sahara dans du miel
ou de I’eau contre la fievre [22]. Son domaine d’utilisation s’élargit jusqu’au Maroc ot elle
est utilisée comme anthelminthique contre les désordres intestinaux, et présente un effet

hypoglycémique et des effets vasodilatateurs [17].

6. Etude chimique des espéces du genre Ajuga

Le genre 4juga a fait I’objet de nombreuses études chimiques, nous reprenons a la suite les
principaux travaux réalisés sur les extraits, les décoctés ainsi que les huiles essentielles

obtenues & partir des espéces du genre Ajuga.

6.1 Techniques utilisées dans _la_préparation d’extraits et huile essenticile du_genre
Ajuga
Les extraits lipidiques ont été préparé par solvant, environ 80% de ces extractions ont été

effectuées avec le méthanol [10, 15, 20, 23-37] ou I’éthanol [18, 38-40] a température

ambiante, nous avons constaté toutefois que certaines extractions ont été réalisées avec des
solvants organiques peu polaires comme 1’acétone [41- 44], le dichlorométhane [45], ou par
un mélange de solvant tel que 1’éther de pétrole- diéthyl éther- méthanol [46].

Des techniques d’extraction plus élaborées ont été également utilisées dans la préparation

d’extraits a partir du genre Ajuga, dans ce cadre nous citons I’extraction assistée aux ultrasons

' avec comme solvant le dichlorométhane [47].

Contrairement aux extraits lipidiques qui ont fait ’objet de beaucoup de travaux, nous

avons noté la rareté de travaux expérimentaux sur les huiles essentielles des espéces



appartenant a ce genre. L’huile essentielle de Ajuga orientalis obtenue par hydro-distillation
utilisant un appareil de type Clevenger a fait I’objet d’une étude chimique et elle a montré
comme produit majoritaire : germacrene-D (24.2%), f-cubebene (18.3%), S-caryophyllene
(16.9%) and a-cubebene (5.3%). [48].

Certains travaux ont utilisé la décoction comme méthode d’extraction [14, 17, 21, 49-52],
cette méthode consiste a placer la plante dans de I’eau froide et de porter ’ensemble 2

ébullition.

6.2 Métabolites secondaires isolés des espéces du genre Ajuga

Les études effectuées sur les espéces du genre 4juga ont permis d’isoler plusieurs COmpOsES,
on distingue en particulier des diterpénes neo-clerodane [25, 49], des ecdystéroides [25], des
wridoides glucosilés [25, 49] et des withanolides [49]. Les trois premiéres classes sont
potentiellement bioactives, elles ont montré une activité chemo-préventive contre le cancer
[10].
6.2.1 Les stéroides

Les stéroides contiennent ou sont dérivées du systéme cyclique perhydro-1,2-
cyclopentenophenanthrene et se retrouvent dans une variété de différentes sources marines,
terrestres et synthétiques [53]. En premiére approximation, on peut estimer qu’il n’y a pas de
différence fondamentale entre les triterpénes et les stéroides, ces derniers pouvant étre regardé
comme des triterpénes tétracycliques qui ont perdu, au minimum, trois méthyles et par ce fait
ne constituent pas un assemblage d’unités isopréniques. En fait, on doit prendre en compte la
biosynthése pour séparer les deux groupes [53].

Le passage d’un squelette en C30 a un squelette en C27 ou moins, c'est-a-dire, aux
stéroides, implique au minimum une déméthylation progressive en C4 et en C14. On note
également une rupture du cyclopropane et un déplacement de la double liaison engendré par
cette rupture [53].

Peu de stéroides végétaux, en dehors des sapogénines et des hétérosides cardiotoniques, ont
un réel intérét thérapeutique. Sur un plan strictement phytochimique, on peut mentionner

Iexistence des ecdystéroides [53].

6.2.1.1 Ecdystéroides

Les ecdysteroides sont une classe des stéroides biologiquement actifs [33]. Ces composés

apparentés a 1’ecdysone (=2(,3p, 14a, 22R,25-pentahydroxy-5B-cholest-7-én-6-one) sont



caractérisés par un enchainement 6-céto-7,8-dé¢hydro et une polyhydroxylation [53] (Figure
2).
Du point de vue biosynthétique, les ecdystéroides dérivent du lanostérol via le cholestérol et

I’ecdysone (Figure 3).

Figure 2 : Structure chimique d’un ecdysteroide

IIs sont isolés de nombreuses espéces du régne animal qui appartiennent a l'embranchement
Protomia, par exemple, les insectes, les vers et les arthropodes, ainsi qu'une variété différente
d'espéces végétales [54].
Un ecdysteroide exerce divers effets pharmacologiques parmi eux des effets bénéfiques pour
les humains comme I’abaissement du taux de cholestérol et la glycémie pour les diabétiques
[33].
Le squelette carboné des ecdystéroides ressemble a 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 la molécule ecdystéroide comporte un chromophore 7-éne-6-one et un OH en
position a sur le C-14 [53]. Notons que les ecdystéroides isolés a partir d'animaux sont
considérés comme zooecdysteroides et ceux isolés de plantes sont appelées’
phytoecdysteroides [54].
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 sur le 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’atome de carbone varie entre 29 et 41.

- Une vanation dans la chaine latérale (chaine latérale linéaire ramifiée, présence d’un

cycle tétrahydrofurane, chaine latérale osidique, chaine complexe ...)

Des exemples d’ecdystéroides isolés du genre Ajuga sont représentés sur la figure 4.
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Figure 3 : Voie de biosynthése des ecdystéroides
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Figure 4 : Quelques ecdustéroides isolés des especes du genre Ajuga
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6.2.1.2 Les withanolides

Les withanolides sont des lactones stéroidiens C-28 [54], ils sont considérés comme un
monopole des plantes de la famille des Solanaceae [23]. Lls sont caractérisés par un squelette
type ergostane, la chaine du coté C17 se transforme en un cycle lactonique a six membres
(Figure 5). Les withanolides et les ergostanes connexes sont les seuls stéroides naturels
obtenus a partir d'une méme famille et qui ont des représentants a la fois avec des onentations
a- et B- de la chaine C17 [54].
Il n’y a que quelques rapports sur leur isolement des organismes marins et des membres des

Taccaceae et des Leguminosae [23].

CH~—CHs
Me

Me

Figure 5 : Structure chimique du Withanolide

Deux composés withanolides « Bracteosin A, C » (figure 6) 1solés a partir des especes du

genre Ajuga ont montré un bon « docking » vis-a-vis de I’inhibiteur cholinestérase [55].

Figure 6 : Structure chimique du Bracteosin A (2 gauche) et Bracteosin B (4 droit)

-12.



6.2.2 Les terpénes

La chimie des terpenes a vue le jour grice a Wallach, son travail sur ’essence de
térébenthine marque le début de la chimie moderne des substances naturelles.
En 1887, il proposa pour la premi¢re fois, la notion de squelette isoprénique qui présente
I'unité de base de toute structure terpénique : unité isoprénique (Cs) (2-méthyle-1,3-
butadiéne) par conséquent les terpénoides sont classés comme : mono — sesqui — di- ses- tri et
tétra- terpénoides ayant respectivement : 2, 3, 4, 5, 6 et 8 résidu d’unité d’isopréne [56].

Les terpenoides sont la classe la plus répandue et la plus importante des métabolites
secondaires isolés des organismes végétaux [56].
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 [44].

Les diterpénes dérivent de leur précurseur aliphatique qui est le géranyl-géraniol.

6.2.2.1 Diterpénes neo-clerodanes

Les diterpenes rencontrés dans ce genre sont principalement des diterpénes lactoniques de la
série du neo-clerodane (Figure 7), leur identification s’est faite sur la base des méthodes

d’analyses, principalement la RMN mono- et bidimensionnelle, ainsi que la spectrométrie de

masse et I’infrarouge.

Figure 7 : Structure chimique d’un
Clerodane

Les clérodanes appartiennent aux squelettes des diterpénes labdaniques (Figure 8)
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géranyl-géranyl-PP

Clerodane

Figure 8 : Voie de biosynthese du noyau clérodane

Beaucoup de ces composes 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 H5

a été déterminée par comparaison avec quelques diterpenes neo-clerodanes déja isolés a partir
des espéces d’4juga comme le Ajugapitin [57] et le 15-ethoxy-14-hydroajugapitin [58], 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 o et B [49].

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 [49].

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 proche de ceux dela forme chaise du cyclohexane [86].

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 était confirmée par RMN-H' [49], ce
groupement cyclique présente des conformations enveloppe et plane [86].

Plus de 50 diterpénes neo-clerodane étaient identifiés dont Ajugarin I isolé des

espéces Ajuga reptans et Ajuga remota (Figure 9)
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Figure 9 : Structure chimique de
Ajugarin I



6.2.2.2 Les iridoides
Les iridoides sont une classe de métabolites secondaires trouvée dans une grande variété
de plantes et chez certains animaux [59]. Ce sont des monoterpénes caractérisés par un
squelette cyclopenta[c]pyranique, parfois désigné par le terme d’iridane (cis-2-oxabicyclo-
[4,3,0]-nonane) (Figure 10). Certains auteurs limitent méme leur définition & la seule notion
de «méthylcyclopentane » [53]. IIs sont bio-synthétisés de lisopréne et sont souvent

intermédiaires dans la biosynthése des alcaloides [59].

Figure 10 : Structure chimique
d’un Iridane

Ils existent d’habitude dans la nature sous la forme glucosidique, cependant on peut les
trouver mais rarement comme un aglycone [60].

Le groupe (plus de 500 structures connues) comprend majoritairement des hétérosides
d’iridoides (>300), des hétérosides de séco-iridoides (>100) et des composés non
hétérosidiques (>100) [53].

Les iridoides tirent leur nom de celui des fourmis du genre Iridomirmex a partir desquelles
furent isolés des composés impliqués dans les mécanismes de défense propres a ces insectes
[53], ils sont trouvé dans plusieurs plantes médicinales et peuvent étre responsable pour
certains de leur activités pharmaceutiques (activité cardiovasculaire, hypoglycémique, anti-
inflammatoire, anti-oxydante et hypo-lipidique.) [60].

On remarque que les iridoides sont préférentiellement élaborés par des gamopétales :
Dipsacales, Gentianales, Lamiales, Scrophulariales, ce qui en fait d’eux des marqueurs
chimiotaxionomiques intéressants [53]. IIs sont produits et utilisés par les plantes comme un
moyen de défense contre les herbivores ou contre I'infection par des microorganismes. Pour
les humains et autres mammiferes [53, 60], les iridoides sont souvent caractérisés par un gofit
amer, ils sont toxiques pour les herbivores.

La stéréochimie au niveau du carbone chiral C-8 a été déterminée du point de vue

biosynthétique [61]. Les iridoides ont généralement dix atomes de carbone. Dans la majorité

RED



des cas, le carbone C-11 est absent, cependant on trouve une exception ou il est inclus dans un
groupement carboxylique.

Les variations structurales observées sont nombreuses. On note que le méthyle normalement
porte 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 de la majorité des iridoides glucosides.

Ces derniers isolés jusqu'a présent ont un groupe Sa-méthyle et un 9 B-hydrogéne en
commun [61].

6.2.2.3 Diterpéne glucosidique

Un diterpene glucosidique (ajugaside A) a été isolé a partir d’4juga decumbens, sa structure

ctablie par RMN a été confirmée par hydrolyse acide [25] (Figure 11).

CH,OH

0. CH,OH
OH

OH

Figure 11 : Structure chimique
de Ajugaside A

6.2.3 Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux. Presque toujours
hydrosolubles, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles, tel est le cas des flavonoides jaunes, des anthocyanosides rouges, bleus ou violets.
Quand ils ne sont pas directement visibles, ils contribuent a la coloration par leur réle de
copigment.

Dans certains cas, la zone d’absorption de la molécule est située dans le proche ultraviolet : la
« coloration » n’est alors pergue que par les insectes qui sont ainsi efficacement attirés et
guidés vers le nectar et donc contraints a assurer le transport du pollen. IIs sont également
présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques des feuilles, assurant ainsi

la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement ultraviolet [53].
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6.2.3.1 Anthocyanines

Le terme anthocyane, initialement forgé pour désigner la substance responsable de la
coloration des fleurs du bleuet (grec : anthos : fleur, kuanos : bleu) s’applique & un groupe de
pigments hydrosolubles responsables de la coloration rouge, rose, mauve, pourpre, bleue ou
violette de la plupart des fleurs et des fruits [62]. Ces pigments existant sous la forme
d’hétérosides (les anthocyanosides) et leurs génines (les anthocyanidols) sont des dérivés du

cation flavylium (Figure 12), ce qui souligne I’appartenance de ces molécules au vaste groupe

des flavonoides au sens large [53, 54, 62].
OH
2 )
HO O
99
Z OH

OH

Figure 12 : Structure chimique d’un
Anthocyane

Is jouent un réle écologique majeur dans la pollinisation et la dispersion des graines grace a
leur couleur vive qui attire les insectes et les oiseaux. [53, 54]. Leur fort pouvoir colorant et
I’absence de toxicité en font d’eux des colorants naturels susceptibles de remplacer, dans
"industrie alimentaire, les colorants synthétiques [53, 54]. Ce sont de puissants antioxydants
car ils peuvent augmenter la durée de conservation des aliments dans lesquels ils sont ajoutés
[62]. Leur intérét thérapeutique est pratiquement limité au domaine vasculaire [53]. Une
molécule d’anthocyanine constitue un organe ou aglycone anthocyanidine qui, dans son état

naturel est glucosilée par un ou plusieurs sucres différents [62].

6.2.4 Dérivés de la quinone
Les quinones sont des composées oxygénés qui correspondent a I’oxydation de dérivés
aromatiques et qui sont caractérisées par un motif 1,4-dicétocyclohexa-2.5-diénique (para-
quinone) (Figure 13) ou, éventuellement par un motif 1,2-dicétocyclohexa-3,5-diénique
(ortho-quinone) [53]. o)

o)

Figure 13 : structure chimique de =3
la para-quinone



IIs ont deux propriétés physiques remarquables: 1'odeur et la couleur. En général, les 1,2-
quinones sont éclatantes de couleur, allant de I'orange au rouge, tandis que les 1,4-quinones
sont  généralement plus légers, clest-a-dire du jaune a I’orange  [54].
Les quinones sont issues de 1’oxydation de phénols, on peut aussi s’attendre 3 trouver le motif
quinonique dans différentes classes de métabolites secondaires. Cest ainsi que ’on connait
quelques flavonoides-quinones et d’assez nombreuses quinones 2 squelette terpénique. Dans
ce dernier groupe, les mieux connues sont les quinones diterpéniques a squelette abiétane
caractéristique des Lamiacées [53]. Ils jouent des roles variés et importants dans les systémes
biologiques. Chez les insectes, ils sont utilisés a des fins de défense, et les membres de la
famille de la vitamine K, qui sont fondés sur le 2-méthyl-1,4-naphtoquinone, sont des agents
de la coagulation sanguine [54]. Bien qu'ils soient présents dans tous les tissus vivants et sont
au ceeur de la vie elle-méme, une grande quantité reste  apprendre sur leurs roles biologiques.
Il faut mentionner que des quinones de divers degrés de complexité ont des activités
antibiotiques, antimicrobiennes et anticancéreuses [54].

La biosynthése des quinones chez les plantes supérieures est caractérisée par la diversité
des voies métaboliques qui permettent aux différents organismes vivants de les élaborer a
partir d’un nombre assez limité de précurseurs : acétate/malonate, mévalonate, phénylalanine
[53].

6.2.5 Autres composés

Parmi toutes les molécules d'alcool organique aromatique le B-phénéthyle alcool (PEA)
est probablement le plus prestigieux aréme chimique dans le monde de la parfumerie, a cause
de son odeur exquise de pétales de rose naturelle. En lutte contre les msectes, le PEA a été
considéré comme un répulsif de moustiques. Notons qu’il a aussi une action bactériostatique
et des propriétés antifongiques, et il a été affirmé comme un agent tensio-actif.

En raison de son faible cofit, sa stabilité et la qualité¢ de son odeur, le PEA est idéalement
adapté pour une utilisation dans les parfums, les barres de savon, ot son utilisation peut aller
Jusqu'a 30 a 50% de la fragrance. La consommation de I'alcool B-phénéthyle ne présente
généralement pas de problémes de santé comme approuvé par I’'US Food and Drug

Administration et le Conseil de I’Europe pour utilisation dans les arémes [54].
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6.3 Travaux antérieurs sur de Uespéce Ajuga iva

Etudes chimigues

Drapres les travaux bibliographiques de M.L. Bondi [39], il semble que les premiéres
études chimiques sur la 4juga iva débutent en 1982, par I’isolement et 1’identification de
quatre diterpénes clérodanes : Ivain I-IV a partir des parties aériennes de Ajuga iva, il note
aussi que dix ans plus tard, Wessner a trouvé sept phytoecdysteroides dans Ia plante entiére (y
compris les racines) d’4juga iva récoltée en Algérie [39], pour la premiére fois, M.L. Bondi a
isolé deux épimeéres : Ivain IV et 14,15-dihydroajugapitin en méme temps a partir de Ajuga
iva, ces deux composés ont montré une bonne activité anti-appétant contre deux espéces de
larves (Spodoptera frugiperda et Spodoptera littoralis) [39].

Drautres études menées ont permis d’identifier divers composés  partir d’4juga iva, il s’agit,
par exemple, des ecdystéroides : Makisterone A, le 20 hydroxyecdysone, le cyasterone et
leurs dérivés. Des iridoides tel que I’Harpagide et le 8-O-acetylharpagide, ainsi que deux
flavonoides comme le naringin et le apigenin-7-O-neohesperidoside. [21].

L’¢tude de I’extrait aqueux de 4juga iva a permis d’isoler et d’identifier des terpénoides et
des flavonoides responsables de I’activité anti-oxydante de cette plante [50].

D’autres auteurs ont évoqué I’existence d’ecdysones et d’ecdysterones dans 4juga iva [49].
Des études phytochimiques ont révélé la présence de flavonoides et de tanins comme
composés majoritaires, alors que les saponines sont vraiment faibles [17].

Etudes biologigues

La plupartmdes décoctés d’4juga iva ont fait I’objet de beaucoup d’études biologiques.
Notons que I’extrait éthanolique brut de 4juga iva a une activité insecticide contre quelques
Lepidoptera [36].

L’administration par voie orale de I’extrait aqueux de A4juga iva a des rats diabétiques a
montré une diminution des niveaux de glucose dans leur plasma, ce qui se traduit par une

activité hypoglycémique [49, 50, 52].

Le traitement par 4juga iva a montré aussi une diminution du taux de cholestérol [50, 21], des
triacylglycérols, ainsi qu’un abaissement des concentrations de I’oxyde nitrique, des
carbonyles, et des caroténoides chez les rats [50].

Des études de toxicité de I’espéce 4juga iva réalisaient sur des souries et des rats administrée

par voie orale a ces animaux ont montré qu’elle est sans danger [14].
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Chapitre II : Extraction et Analyse de ’huile essentielle de 4juga iva

1. Matériel végétal

1.1 Récolte de la plante et séchage

La plante a été récoltée durant le mois de mars et avril 2011 au environ de Soumai et a4 Chréa
(wilaya de Blida) ; sachant que cette région renferme un tapis végétal couvrant prés de 22 673
ha de son territoire soit un taux de boisement de 85% [63].

Aprés un tri grossier sur place, les plantes ont été étalées pour séchage pendant plusieurs jours
a I’extérieur (Figure 14), mais a ’abri de la lumiére directe du soleil.

L’espece Ajuga iva a été identifiée par le Docteur phytothérapeute Mr. Yahia MAHMOUDI.
Egalement, pour des besoins d’expérimentations, une quantit¢ d’environ 4 Kg a été

commandée chez I’herboriste.

Figure 14 : Photo de 4juga iva

1.2 Détermination du taux d’humidité
Le contenu en humidité ou la teneur en ean de la plante a été déterminé par le procédé de
séchage a I’étuve. Un fragment de matiére fraiche est prélevé et pesé, puis soumis a I’étuve
(de 60°C a 100°C) pendant quelques jours, récupérer la matiére végétale seche et Ia pesée
encore une fois. Le taux en humidité est calculé comme suit :
Soit :
my : masse de la plante fraiche.
mg: masse de la plante séche.

H% : taux d’humidité exprimé en pourcentage.
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mMe—MmM
Hithy =~ 3¢ 4070

Sachant que m¢=4.3149 g, et mg=1.2769 g

On peut déterminer le taux d’humidité de I’espece 4juga iva comme étant égal a :

- 4.3149 — 1.2769
0= 4.3149

X100 =704%

H% =70.4%

2. Procédé d’extraction de ’huile essentielle

L’huile essentielle de 4juga iva a été extraite par entrainement a la vapeur d’eau.

Description du montage expérimental : La plante séche est placée dans une ampoule a

décanter au dessus d’un ballon rempli d’eau, sans étre en contact avec cette demiére. On
admet que la vapeur produite par 1’eau bouillante pénétre les tissus de la plante, éclate les
cellules (cause la rupture des glandes sébacées), libére leurs huiles volatiles et les entrainent
avec elle. Ces dernicres sont ensuite refroidies dans un réfrigérant et recueillies dans un
récipient (Figure 15). Etant donné que ces huiles n’ont qu’une solubilité partielle dans 1’eau,
elles vont pouvoir étre séparées par décantation et une extraction liquide-liquide avec I’éther
diéthylique (Figure 16). Le mélange hétéro-azéotropique (eau-huile) se sépare en une phase
organique contenant I’huile essentielle dans 1’éther et une phase aqueuse, cette derniére est
soumise au relargage en ajoutant du chlorure de sodium, aprés filtration, la phase aqueuse est
soumise de nouveau a une extraction liquide-liquide avec de 1’éther diéthylique afin d’épuiser
au maximum I’huile essentielle soluble dans I’ean. Cette opération d’extraction liquide-
liquide est effectuée trois fois, les phases organiques obtenues sont mélangées en une seulé.
La phase organique totale est filtrée sur du sulfate de sodium (Na,SO,) afin d’éliminer toute
trace d’eau. La phase organique filtrée est ensuite distillée a la pression atmosphérique pour
éhminer 1’éther diéthylique. L’huile essentielle récupérée est stockée dans des flacons
hermétiques a 1’abri de 1a lumiére a 4°C.

Les conditions opératoires de ’extraction de I’huile essentielle de 4juga iva par entrainement
a la vapeur d’eau sont présentées ci-dessous :

- Quantité de matiere végétale séche : 60 g

- Volume d’eau : 800 ml

Temps de ’entrainement a la vapeur d’eau : 3h
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Figure 16 : Séparation de I’huile essentielle

=23 «



]

[ 1 * -‘ -‘
| d ; .
3 / H ; SR
Vo] b o T
Vi Lo Gy it
i _‘:_ G: 8] % ‘ -.~
<] * i
| j ! 1
I i L £
4 y ]:-—_‘: i ¢
{11 2_ Sl 3 j_.} 7,
Bl

1 : Transfert de 'hvdrolat dans I"amponle a décanter.

[ &S]

: Ajout de I'éther disthvliaue.
3 : Une bonne agitation puis laisser décanter.

4 : Séparation des deux phases.

wh

: Elimination des traces d ean par le sulfate de sodium N2-SO:.
6 :Evaporation de 1" éther diéthvliaue

7 : Récupération de I'huile essentielle.

Figure 17 : Traitement du mélange hétéro-azéotropique eau-huile essentielle

2.1 Calcul du rendement

Le rendement de I’huile essentielle est défini comme étant le rapport de la masse de I’ huile
essentielle obtenue sur la masse de la matiére végétale séche.
Il est donné par la relation :

R% = Myg

X 100
myys

Avec : R % : rendement en pourcentage
mpyg : 1a masse de I’huile essentielle

myys : 1a masse de la matiére végétale seche.

Le rendement en huile essentielle est compris entre 0.01 % et 0.02 %, il a fallu plusieurs
entrainements a la vapeur d’eau pour obtenir une quantité d’huile a analyser. Cette faible
teneur serait probablement due 4 1°age de la plante, a la période de récolte, sans négliger sa

nature. Cependant on a remarqué que I’huile essentielle obtenue a partir des parties aériennes
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fleuries a un rendement moyen de 0.2 %, ceci s’explique par la période de récolte, car les
feuilles doivent €tre récoltés au moment de leur plein développement, mais avant la formation

des boutons floraux.

2.2 Propriétés organoleptigues
L’huile essentielle obtenue est un liquide visqueux, de couleur jaune pale, et doté d’une odeur

caractéristique.

2.3 Propriétés physico-chimiques

L’examen physique réalisé sur ’huile essentielle de 4juga iva est ’indice de réfraction.

Ce dernier a ét¢ mesuré a I’aide d’un réfractométre de type ABBE, a une température de
24.8 °C.

Le produit étalon pour la réfractométrie servant a ajuster le réfractometre est ’eau distillée,

cette derniere présente un indice de réfraction égal 4 1.3342 nD 4 24.2°C.

En ce qui concerne notre huile essentielle, elle a présenté un indice de réfraction égal a
1.4936 nd 2 24.8 °C.

3. Analyse de Phuile essentielle

L’identification des constituants d’une huile essentielle est une opération délicate nécessitant
Iutilisation, I’adaptation et le perfectionnement des techniques d’analyse, ainsi que la mise en

ceuvre d’une méthodologie d’analyse rigoureuse.

3.1 Analyse par spectroscopie In [rarouge a transformée de Fourier (FTIR)
3.1.1 Principe

Les scientifiques ont longtemps utilisés 1’absorption infrarouge comme un moyen d’établir et

de chercher la structure des molécules.

Les spectrométres a transformée de Fourier pour ’infrarouge ont comme avantages une
sensibilité, une résolution et une vitesse d’acquisition des données particulierement élevées
(un spectre complet peut étre relevé en moins d’une seconde). Ces avantages sont compensés
par la complexité des appareils et leur cout élevé [64].

3.1.2 conditions opératoires et résultats

Un spectrometre de type JASCO FTIR-4100 a été utilisé pour l'obtention des spectres IR de
Ihuile essentielle de Ajugaiva. Une cellule discontinue avec une fenétre en KBr a été utilisée.

Les bandes d'absorption sont données en longueur d'onde entre 4000 et 700 cm™.
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Dans ces conditions, le spectre infrarouge obtenu pour I'huile essentielle d’A4juga iva est

donné par la figure 18a.
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Figure 18 : (a) Spectre infrarouge de I’huile essentielle d°4juga iva, (b) Spectre infrarouge obtenu 2 partir de la
base de donné NIST du 2-methoxy-4-vinylphenol
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La bande 4 3116 cm™ est caractéristique d’un vinyl et/ou d’un R;-C=CH, en plus ¢’est une
bande spécifique des élongations C-H aromatique, en remarque aussi la présence d’un alcool
aromatique confirmé par la bande 4 1250 cm™. Les bandes a 3116, 2928, 1423 et 1250 cm-!
nous informent sur la présence d’un acide carboxylique. La bande 2928 cm™ met en évidence
la présence des liaisons C-H alcane.

Ce spectre IR nous a permis de confirmer I’abondance (produit majoritaire) du composé
2-méthoxy-4-vinylphenol dans ’huile essentielle rapporté par ’analyse de chromatographie
en phase gazeuse, car, en examinant les deux spectres IR (spectre IR de 1’huile essentielle
d’Ajuga iva (figure -16-) et le spectre IR du produit majoritaire le 2-méthoxy-4-vinylphenol
obtenu & partir de la base de donnée NIST (figure -17-)) nous constatons une grande

similitude.

3.2 Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse (CG/SM)
3.2.1 Principe

Pour I’analyse de I’huile essentielle de 4juga iva, nous avons mis en ceuvre la méthode
chromatographique (CG/SM).

La CPG est la technique de séparation la plus utilisée dans le domaine des huiles essentielles,
car elle permet d’effectuer I’individualisation des constituants a partir d’échantillons de
’ordre du milligramme voire du microgramme. Les progres technologiques réalisés dans le
domaine des colonnes capillaires, des phases stationnaires et des détecteurs (FID) ont
contribué a rendre la CPG incontournable pour 1’analyse des huiles essentielles [65].

En ce qui concemne la spectrométrie de masse, elle est utilisée depuis de nombreuses années
pour I’€lucidation de la structure de composés organiques simultanément avec d’autres
techniques spectroscopiques comme I’infrarouge ou la résonance magnétique nucléaire.

Le développement important de la spectrométric de masse dans I’1dentification des
constituants des aromes et les huiles essentielles a été rendu possible grace au couplage de la
chromatographie en phase gazeuse directement avec la spectrométrie de masse.
Simultanément il devenait possible d’obtenir un spectre de masse interprétable pour des
quantités de substance qui allaient du microgramme au nano gramme. Ainsi, grice a cette
innovation importante, la spectrométrie de masse est devenue la technique la plus sensible

pour obtenir des données importantes sur la structure de compos€s organiques inconnus.
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3.2.2 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 30 m

d’un diamétre de 0.25 mm et une épaisseur du film de 0.25 pm.

- Un potentiel d’ionisation du spectrometre de masse égale a 70 eV.

- Le programme de température du four est : 90 (3”) a 240 (10°) a raison de 3°C/min

puis jusqu’a 280°C a raison de 10°C/min

- Gaz vecteur He.

- Imjection en mode Split : 1/90.

- Les échantillons de I’huile essentielle sont dilués dans I’ AcOEt a 1%.

3.2.3 Résultats et discussions

L’identification est effectuée en se basant sur les banques de données spectrales de 1’appareil

(NBS75k.1, Wiley7n.l). L’identification par une base spectrale consiste a comparer le spectre

de masse du produit avec celui du méme produit de cette base, cette comparaison est donnée a

un certain taux de similitude. Dans notre cas tous les produits ont été identifies a un taux de

similitude de plus de 90%.

Nous tenons a rappeler que NBS75k est une banque comprenant les spectres de masse de plus

de 75000 molécules, et celle de Wiley7n comprend plus de 250000 molécules.

Le tableau -1- présente les composés chimiques identifiés et non-identifiés a partir de ’huile

essentielle de Ajuga iva.

Tableau 1 : Composition chimique de 1’huile essentielle d’4juga iva

Temps de
Ordre ] ) % de 1’air du
) rétention Nom du produit Formule
d’élution pic
(mn)

1 2,1 4-méthyl-3-penten-2-one CeH100 23,1
2 2,4 4-hydroxy-4-methyl-2-pentanone CeH 120, 5,6
3 2.5 3-hexen-1-ol CeH;20 0,08
4 2,6 NI 0,1
5 3.9 1-Octen-3-ol CsH;60 2,7
6 42 3-octanol CgH;50 0,1
7 4.9 NI 0,08
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8 6,1 NI 0,2
9 6,3 3,5-dimethyl-2-cyclohexen-1-one CsH;,0 0,9
10 6,5 Linalool C1oH;50 2,8
11 6,7 NI 0,1
" 6.8 4,5-dihydro-5,5-dimethyl-4- CoHuN, 3.3
isopropylidiene-1H-Pyrazole
13 7,1 NI 0,1
14 7,5 NI 0,08
15 7,7 NI 0,1
16 8,7 Acide heptanoique CH;,0, 0,2
i 95 2-hydroxy-3-propyl-2-cyclopenten-1- CeHO,s 0.07
one
19 10,0 2,3-dihydro-benzofurane CsHgO 5,9
20 10,4 4-vinylphenol CsHgO 0,5
21 11,3 Geraniol CioH;50 0,3
22 12,2 Acide nonanoique CoH130, 0,5
23 13,4 2-methoxy-4-vinylphenol CoH 40, 41,6
24 13,8 4-vinyl-2-methoxy-phenol CgH;p0, 0,08
25 13,9 NI 0,2
26 14,8 Eugenol Ci0H120, 0,2
27 15,0 NI 0,1
28 15,6 NI 0,1
29 15,9 NI 03
30 16,2 NI 0,5
31 17,9 NI 0,1
(E )-6,10-dimethyl-5,9-undecadien-2-
32 18,5 CisH2,0 0,2
one
33 18,6 NI 0,06
34 19,7 NI 0,3
35 19.8 trans-beta-Ionone Ci3Hy00 0,3
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36 20,4 NI 0,08
37 20,5 NI 0,5
Dihydroactinidiolide (5,6,7,7a-
38 20,7 tetrahydro-4,4,7a-trimethyl-2(4H)- Ci11Hi602 0,4
benzofuranone
39 20,9 NI 0,4
40 21,0 NI 0,2
41 21,6 NI 0,06
42 22.5 Megastigmatrienone Ci3H;50 0,2
43 22.7 NI 0,4
44 228 |NI 0,4
45 23,1 Megastigmatrienone Ci3H;50 1,4
46 23,5 NI 0,2
47 23,7 NI 0,3
48 243 NI 0,2
49 247 Megastigmatrienone Ci3HiO 0,9
50 253 Jasmonate de méthyle Ci3H005 0,9
51 25,6 dihydro methyl jasmonate C3H205 0,2
52 26,4 Z-beta-ocimene CioHis 0,1
53 27,0 NI 0,3
54 28.5 2-methyl-octadecane CioHaio 0,09
55 296 |NI 0,03

L’huile essentielle de 4juga iva n’est pas complexe comme la majorité des huiles essentielles.
L’analyse de cette huile par CG/SM nous a permis d’identifier 26 constituants représentant
93.41% de la composition chimique de cette huile : deux composés hydrocarbonés et 23
composés oxygénés ainsi qu'un composé azoté. Cette premicre analyse met en évidence une
composition plus riche en composés oxygéné (88.46%) qu’en composes hydrocarboné
(7.69%).

La majorité des constituants repérés sur le chromatogramme, sont présents en faible

proportion ou a I’état de trace et nombre d’entre sortent en méme temps (méme pic)‘
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Les produits majoritaires sont : 2-methoxy-4-vinylphenol (1) (41,64%), 4-méthyl-3-penten-2-
one (2) (23.12%), 2,3-dihydro-benzofurane (3) (5.97%), 4-hydroxy-4-methyl-2-pentanone 4)
(5.6%), 4,5-dihydro-5,5-dimethyl-4-isopropylidene-1H-Pyrazole (5) (3.3%), Linalool (6)
(2.86%), 1-Octen-3-0l (7) (2.69%) , Megastigmatrienone (8) (1.42%).

Composition chimique de I'huile
essentielle d'Ajuga iva

Composés
Composés oxygénés
hydrocarbonés 47%
8%
Composés 2-methoxy-4-
azotés vinylphenol
4% 41%

Figure 19 : Illustration en secteurs de la composition chimique de I’huile

essentielle
OH (o) o]
O\ /“\)\
(2): 4-methyl-3-pentene-2-one
(3): 2.3-dihydrobenzofurane
X HO,
(1): 2-methoxy-4-vinylphenol|
Pt g
S © [
/ (4): 4-hydroxy-4-methyl-2-pentanone
N
\N
H (6): Linalool
(5): 4,5-duhydro-5,5-dimethyl-
4-isopropylidene-1H-pyrazole
/ /
OH
W 9
(7): 1-octen-3-ol (8): Megastigmatrienone

Figure 20 : Structure chimique des composés majoritaires
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Chapitre II : Activités antioxydante et antimicrobiennes de 1’huile

essentielle de Ajuga iva

Partie 1 : Activité antioxydante de I’huile essentielle de Ajuga iva

III. 1.1 Introduction

Les propriétés anti-oxydantes des huiles essentielles sont depuis peu massivement étudiées.
Le stress oxydatif, qui survient lors de déséquilibres entre la production de radicaux libres et
d'enzymes anti-oxydantes, est en relation avec 'apparition de maladies telles que I'Alzheimer,
l'artériosclérose et le cancer. Une fagon de prévenir ce stress oxydatif qui endommage et
détruit les cellules est de rechercher, dans l'alimentation, un apport supplémentaire de
compos€s antioxydants (vitamine C, a-tocophérol, etc....).

Les huiles essentielles de cannelle, muscade, clou de girofle, basilic, persil, origan et thym
possedent de puissants composés antioxydants. Le thymol et le carvacrol sont les composés
les plus actifs. Leur activité est en relation avec leur structure phénolique car les composés de
ce type ont des propriétés oxydo-réductrices et jouent ainsi un role important en neutralisant
les radicaux libres et en décomposant les peroxydes. L'activité anti-oxydante des huiles
essentielles est également attribuables a certains alcools, éthers, cétones, et aldéhydes
monoterpéniques: le tinalool, le 1,8-cinéole, le géranial, le citronellal, la menthone et

quelques monoterpenes: a-terpineéne, y-terpinéne... [3]

II1.1.2 Estimation du pouvoir antioxydant par la méthode au DPPH

Le test de piégeage des radicaux libres par la méthode du DPPH a été réalisé pour 1'évaluation
de l'activité antioxydante de notre huile essentielle.

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est une molécule contenant un radical libre stable.
La présence dun antioxydant [qui peut donner un électron au DPPH et donc le piégé]
provoque une diminution de l'absorbance du DPPH 4 517 nm. [66, 67].

Cette variation de l'absorbance est suivie par spectrophotométrie ultraviolette (Spectrométre
UV-Visible, UV-1605, Shimadzu, Japon).

Comparé a d'autres méthodes, I'analyse de DPPH a beaucoup d'avantages, tels que la bonne
stabilité, une sensibilité crédible, la simplicité et la faisabilité.

Les résultats de l'analyse par DPPH ont été présentés de plusieurs maniéres. La majorité

d'études expriment les résultats par la valeur du IC50, définie comme étant la quantité
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d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration initiale de DPPH de 50%. Cette

valeur est déduite graphiquement [68]

I11.1.3 Préparation des solutions

4 mg de DPPH ont été pesé exactement et déposé dans une fiole jaugée de 100 ml. Le
méthanol a été ajouté jusqu'au trait de Jauge. Aprés une bonne agitation, la solution de
DPPH est stockée dans I'obscurité et dans un environnement sec. La solution de DPPH
doit €tre préparée le jour des analyses car ce radical se dégrade 2 la lumiére.

L’huile essentielle a été pesé avec précision (5 mg), et dissoute dans du méthanol (2
ml) pour produire une solution mére de concentration connue 2.5 mg/ml.

Dans 10 tubes a essai, on met 1 ml de méthanol dans chaque tube, on rajoute des
volumes allant de 5 a 100 ul de notre solution mére et en fin 1 ml de la solution du
DPPH préparée ultérieurement, bien agité a I’aide du vortex, et mettre a 1’abri de la
lumiére. On laisse réagir pendant 30 min a température ambiante, puis on note leurs
absorbances a 517 nm.

Un blanc a ét¢ préparé avec 1 ml de méthanol et 1 ml de DPPH.

La vitamine C a été utilisée comme standard antioxydant a des concentrations de 0.5,
1,3,4,5,6 pg/ml.

Cette opération est répétée trois fois, les résultats sont la moyenne de 3 expériences

menées en paralléle.

L'équation du taux de piégeage des radicaux libres est donnée comme suit -

1% = AbSB '—AbSE % 100
0 AbSB

Avec : 1 % : Taux de piégeage des radicaux libres

Absg: Absorbance du blanc

Absg : Absorbance de I’échantillon

II1.1.4 Résultats et discussions

L’activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Pour notre

huile essentielle nous avons employé la méthode au DPPH, ce radical libre présente une

coloration violet foncé, mais lorsqu’il est piégé par des substances antioxydantes, la forme

réduite confere a la solution une coloration jaune pale. Le virage vers cette coloration et



I'intensité de la décoloration dépend de la nature, la concentration et la puissance de la

substance antioxydante.

O.N

O.N
R
N—N NO; +R —m N—N NO,
O,N ol
Forme radicalaire du DPPH
(violet) Forme piégé du DPPH
(jaune)

a- Huile essentielle Ajuoa iva

Le tableau -2- regroupe les résultats de 1’expérience effectuée dans le but de déterminer le

taux de piégeage du radical libre DPPH.

Tableau 2 : Variation du taux de piégeage en fonction de I’absorbance pour les différentes
concentrations de I’huile essentielle

Concentration | Viemano
Tube Vue (ul) | Vppey (ml) AbSsiy Loy %
(mg/ml) (ml) '

1 0,00625 1 5 1 0,458 19,22
2 0,0125 1 10 1 0,3765 33,59
3 0,025 1 20 1 0,18 68,25
4 0,0375 1 30 1 0,0535 90,56
5 0,05 1 40 1 0,026 95,41
6 0,0625 1 50 1 0,023 95,94
7 0,075 1 60 1 0,0205 96,38
8 0,0875 1 70 1 0,021 96,30
9 0,1 1 80 1 0,0185 96,74
10 0,125 1 100 1 0,018 96,82
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Figure 21 : Evolution de I’activité antioxydante en fonction de la concentration : couleur
violet (Synonyme de non activité), jaune (synonyme d’activité

Activité antioxydante de I'huile essentielle d'Ajuga iva
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Figure 22 : Variation du taux de piégeage du radical DPPH par I’huile essentielle
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La figure -19- représente le taux de piégeage des radicaux libre en fonction de la
concentration en mg/ml. L extrapolation a permis de déduire la ICs; de I’huile essentielle

et qui correspond a 0.018 mg/ml.

b- Vitamine C :

Le tableau -3- regroupe les résultats obtenus :

Tableau 3 : Variation du taux de piégeage en fonction de 1’absorbance pour les différentes
concentrations de la vitamine C

Comcentration A — Vorpu
Tube Viice (ul) Abspey Loy %
(mg/ml) (ml) (ml)
1 0,0005 1 5 1 0,459 21,49
2 0,001 1 10 1 0,348 40,56
3 0,003 1 30 1 0,076 86,90
4 0,004 1 40 1 0,035 94,02
5 0,005 1 50 1 0,031 94,70
6 0,006 1 60 1 0,029 95,05

rd

Activité antioxydante de la vitamine C
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Figure 23 : Vanation du taux de piégeage du radical DPPH par la vitamine C
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Le ICso de la vitamine C est égale a 0.0014 mg/ml, cette valeur est déduite graphiquement.
En comparant les résultats obtenus, on remarque que la valeur du ICsp de la vitamine C
représente le 1/12 de celle de notre huile essentielle, ce résultat parait trés intéressant, surtout
en le comparant avec d’autres études (dans les mémes conditions), sur I’activité antioxydante
de certaines huiles essentielles obtenue 3 partir d’espéces végétales de la famille des

Lamiaceae (Tableau 4).

Tableau 4 : valeurs des ICs;, de certaines huiles essentielles

Espéce ICso (mg/ml) Référence

HE Salvia tomentosa 0.15 [69]

HE Pistacia atlantica 13.91 [70]

HE Marrubium globosum 1.203 [71]

HE Satureja cuneifolia 0.0651 [72]

HE Thymus caramanicus 0.263 [73]

HE coriandrum sativum 0.24 [74]
Notre HE (4juga iva) 0.018 -

Comparaison entre les ICs :

IC50 (mg/ml)

IC50 (mg/ml)

Figure 24 : Comparaison du ICs, de quelques huiles essentielles
Il faut noter que I’activité antioxydante de I’huile essentielle d’4juga iva est due 4 la présence
de composés phénoliques, surtout le 2-methoxy-4-vinylphenol, qui présente un pourvoir

antioxydant tres élevé. [75].
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Partie 2 : Activités antimicrobiennes de I’huile essentielle Ajuga iva

III. 2.1 Introduction

Les anciennes civilisations utilisés les plantes aromatiques et les épices dans les
préparations alimentaires non seulement pour la saveur qu’elles apportent mais également
pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques, ils utilisent les effets bénéfiques
des composés volatils des huiles essentielles pour soigner les pathologies courantes.
Prenant I’exemple de 'origan, le thym, le romarin ou alors le clou de girofle qui sont
fréquemment utilisés comme ingrédients alimentaires, leur huiles essentielles ont toutes
une particularité commune : elles sont riche en composé phénolique, comme I’eugénol, le
thymol, et le carvacrol. Ces derniers présentent une forte activité antibactériennes, ils ont
un effet antimicrobien contre un large spectre de bactéries : Escherichia coli, Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica...

Avec I’émergence des microorganismes pathogénes résistants aux antibiotiques, les huiles
essentielles antibactériennes présentent une sérieuse alternatives a la médecine des
antibiotiques contre les pathologies infectieuses d’origine bactériennes (bactéries
endocanalaires, microflore vaginale) ou/et d’origine fongique (les dernatophytes).
D’autres familles de composés présentent aussi des propriétés antibactériennes
intéressantes : certains alcools, algéhydes et cétones monoterpéniques (géraniol, linalol,
menthol, camphre, carvone...), des phénylpropanes (cinnamaldéhydes) ainsi que des
monoterpenes (y-terpinenes, cymeénes. ..)

Aujourd’hui apres avoir été délaissé un temps soit peu par la médecine, le potentiel
thérapeutique des huiles essentielles et de leurs constituants volatils est reconsidéré et les
¢tudes qui leurs sont consacré abondent dans la littérature scientifique. Les industries
pharmaceutiques sont trés intéressées par les propriétés de ces huiles d’autant plus qu’il
s’agit d’aromatisant naturels. De ce fait, beaucoup de chercheurs a travers le monde
¢tudient leur potentiel entant qu’agent de conservation. Dans les domaines phytosanitaires
et agroalimentaires, les huiles essentielles ou leurs composés actifs pourraient également
étre employé comme agent de protection contre les champignons phytopathogeénes et les
microorganismes envahissant la denrée alimentaire.

Etant donnée la grande complexité de la composition chémotypique des huiles
essentielles, malgré de possibles synergies, certains auteurs préférent étudier ’effet d’un
compose 1solé pour pouvoir ensuite le comparer a I’activité globale de I’huile. Ainsi
Pactivité fongistatique des composés aromatiques semble étre lide a la présence de

certaines fonctions chimiques, pour cela 12 composés aromatiques ont été testés vis-a-vis
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de huit souches pathogénes pour ’homme Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Microsprum canis et 5 Trichophyton spp . Les résultats ont montré que les phénols sont
plus antifongiques et que les aldéhydes testés. Les groupements méthoxy, a I'inverse, ne
semblent pas apporter a ce type de molécules une fongitoxicité significative.

Pour finir, il faut noter que de trés nombreuses drogues a huiles essentielles sont réputées
efficaces pour diminuer ou supprimer les spasmes gastro-intestinaux, il est fréquent
qu'elles stimulent la sécrétion gastrique, et empéchent la formation de gaz digestif car
elles sont carminatives. Ces effets bénéfiques divers expliquent sans doute que la
médecine populaire et les thérapeutiques «douces» et de «terrainy fassent un trés large
usage de ces drogues [76].

111.2.2 Milieu de culture

e Le milieu de culture utilisé pour la culture est celui préconisé par Shirling et Gottlieb
[77] (Milieu ISP2 (International Sterptomyces Project)). Sa composition est la suivante :
Dans un ballon de deux litres on pése 4 g de I’extrait de levure, 10 g de I’extrait de malt, 4 g
de glucose ainsi que 20 g d’agar, sans oublier 0.2% de Tween 80. Le tout est solubilisé dans
un litre d’eau distillée. Le pH du milieu avant la stérilisation est égal a 7,2. La stérilisation du
milieu est réalisée a I’autoclave pendant 20 min a 120°C.
I11.2.3 Préparation des pré-cultures
Des flacons contenant de 1’eau physiologique stérile sont ensemencés par des germes cibles
puis incubés pendant 24 h pour les bactéries et 48 h pour les champignons. Chaque pré-
culture (bien agité a 1I’aide d’un vortex) est ajoutée a un flacon contenant le milieu de culture
ISP2 en surfusion. Ce milieu est coulé dans des boites de Pétri stériles.

111.2.4 Mode opératoire

Lors des tests antibactériens et antifongiques par la méthode des disques imprégnés, ceux-ci
doivent étre stérilisés aux rayons UV avant d’étre déposés aseptiquement a la surface du
milieu de culture.

Pour cela, nous avons imbibé des disques de 9 mm de diamétre par 2 pg, 1 pg et 0.5 pg
d’huile essentielle, puis nous les avons stérilisés sous UV (a 254 nm) pendant 45 min.

Les disques sont déposés aseptiquement a 1’aide d’une pince stérilisé au bec Bunsen dans des
boites de Pétri contenant le milieu ISP2 (a 10 g/1 d’agar) préalablement ensemencé par le
microorganisme cible. Pour permettre une bonne diffusion de 1’huile essentielle d’4juga iva
dans le milieu et inhiber momentanément la croissance du germe test, les boites sont placées a
4°C pendant deux heures, puis incubées a 30°C durant 24h pour les bactéries et 48h pour les

champignons. Dans le cas d’une éventuelle activité antibactérienne ou antifongique positive, le
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résultat se traduira par une auréole claire et distincte autour du disque appelée

d’inhibition.
La lecture

Les germes teste

- halo ou zone

des résultats se fait en mesurant le diametre de 1’auréole de I'inhibition.

s qui ont €té retenues pour ce travail proviennent du Laboratoire de

Recherche sur les Produits Bioactifs et 1a Valorisation de 1a Biomasse. 11 s’agit de deux Gram

négatifs et deux Gram positifs, deux champignons et deux levures.

Les souches utilisées sont regroupées dans les tableaux -5- et -6-:
Tableau 5 - Références et pathologie des bactéries Gram (+) et Gram (-) utilises

r Référence des 4
Germes tests Pathologie
souches
Bacillus subtilis ATCC 6633 Non pathogeéne
Gram (*) Non pathogene
Micrococcus luteus ATCC 9314 )
Contaminant naturel
Infection urinaire te de plaie,
Escherichia coli ATCC 10536 o o
Gram (-) septicémie, méningite néonatale
Salmonella enterica CIP 81.3 gastroentérites
Tableau 6 : Références et pathologie des champignons et 1évures utilisés
Référence des )
Germes tests Pathologie
souches
Pathogéne : maladies des
Fusarium culmorum F3288 céréales, des herbes (fusariose),
Champignons infections chez 'homme
Mucor ramannianus NRRL 1829 Mucoromycoses opportunistes
Saccharomyces
o ATCC 4226 Non pathogeéne
cerevisiae
Levures
_ . Pathogéne : responsable
Candida albicans IPA 200 d'infections superficielles aussi
’ bien que systémiques

_40 -



Figure 25 : Dépét de I'huile essentielle sur les Figure 26 : Chambre UV.
disques.

Figure 27 : Stérilisation des disques Figure 28 : Milieu de travail stérile.
imprégnés d’huile essentielle.

I11.2.5 Résultats et discussions

L’étude du pouvoir antibactérien et antifongique d’huile essentielle d’4juga iva 4 été effectuce par
un test appelé « Aromatogramme » qui est une méthode de diffusion sur gélose ou méthode des
disques absorbants.

Le diamétre des zones d’inhibition nous permet d’estimer la résistance ou la sensibilité des
différents germes testés de ’huile essentielle. Selon Chifundra et al. [78] nous avons :

- Souche sensible : diamétre d’inhibition compris entre 0 et 9 mm.

- Souche peu sensible : diamétre d’inhibition compris entre 10 et 15 mm.

- Souche sensible ou intermédiaire : diameétre d’inhibition compris entre 16 et 20 mm.

- Souche trés sensible : diamétre d’inhibition supérieur a 20 mm.

11 faut noter que la méthode des disques ne fournit que des informations qualitatives (ou semi-
quantitatives, grice aux courbes de concordance, NdI) sur la sensibilité ou la résistance d'une

souche. I existe des méthodes quantitatives permettant de mesurer les concentrations
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minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) dun composé vis-a-vis d'une souche

spécifique. [79]

Les résultats qualitatifs du pouvoir antibactérien et antifongique de ’huile essentielle 4juga iva

sur les souches étudiées sont représentés dans les Tableaux -7- et -8- respectivement.

- Résultat du test antibactérien de I’huile essentielle d’Ajuca iva :

Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau -7-

Tableau 7 : Zones d’mhibition des bactéries obtenues avec ’huile essentielle de 4juga iva

Diamétre de la zone d’inhibition en (mm) y compris le
diametre des disques (9mm)

Bactéries Gram (+)

Bactéries Gram (-)

Numéro Quantité d’huile
du disque | déposée par disque
(ug) Bacillus Micrococcus | Escherichia | Salmonella
subtilis luteus coli enterica
letl’ 2 11 12.7 - 19
2et 2’ 1 - 11.3 - 145
Jet3’ 0.5 - 16 - 12.2

Bactérie Gram (+)

Figure 29 : Aromatogramme de bacillus
subtilis avec I’huile essentielle d’4juga iva.

Figure 30 : Aromatogramme de Micrococcus
luteus avec I’huile essentielle d’4juga iva.
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Bactérie Gram (-)

Figure 31 : Aromatogramme de Salmonella Figure 32 : Aromatogramme
enterica avec I’huile essentielle d’4juga d’Escherichia coli avec I’huile essentielle
iva. d’Ajuga tva.

Discussion des résultats :
Un effet inhibiteur de I’huile essentielle sur le développement du Gram négatif Salmonella

enterica et le Gram positif Micrococcus luteus a €té constate, alors que la croissance a eu lieu
normalement dans la boite contenant la bactérie Escherichia C oli.

Nous avons noté ’apparition d’une zone d’inhibition autour des trois disques absorbants dans
le cas de la bactérie Salmonella enterica et Micrococcus luteus.

On peut attribuer le caractere peu sensible de la bactérie Micrococcus luteus vis-a-vis de
I’huile essenticlle étudiée, du moment o le diametre d’inhubition est compris entre 10 et 15
mm.

En ce qui concerne la bactérie Salmonella enterica, on peut dire qu’elle est peu sensible a
sensible vis-a-vis de notre huile essentielle.

En ce qui concerne la Bacillus subtilis, on remarque que notre huile exerce une activité
antibactérienne vis-a-vis de cette souche, étant donné qu’elle présente un halo égal a 11mm, on

peut donc dire que la Bacillus subtilis est peu sensible.
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Résultat du test antifongique de ’huile essentielle d'Ajuga iva :

Tableau 8 - Zones d’inhibition des champignons et levures obtenues avec ’huile essentielle de Ajuga iva

Diameétre de la zone d’inhibition en (mm) y compris le diamétre des

disques (9mm)
Numéro | Quantité d’huile Champignons Levures

du déposée par disque

) Fusarium Mucor Saccharomyces Candida
disque (ng)

culmorum ramannianus cerevisiae albicans

letl® 2 contamination | contamination 13 13.2
2et2’ 1 contamination | contamination - =
3et3 0.5 contamination | contamination - -

Levures.

Figure 33 : Aromatogramme de Candida
albicans avec I’huile essentielle d’4juga iva.

Figure 34 : Aromatogramme de

essentielle d’Ajuga iva.

Saccharoryces cerevisiae avec "huile




Champignons.

Figure 36 - Aromato
ramamiannus avec Thuile essentielle
& Ajuga va.

Figure 35 Aromatogramme de Fusorium
culmarum avec Thuile essenticlle d’Ajugd
iva.

Pour la Candida albicans qui est une levare pathogene pour "homme. Elle présente une
sensibilité pev élevée pour 1’huﬂe' essentielle & Ajuga va, avec un diametre égal 213 2 mm
De méme pour saccharoryces cerevisiae, elle est peu résistante vis-a-vis de motre huile
essentielle.

En ce qui concerne les champignons, une contamination par la bactérie Bacillus subtilis a €
lieu, donc un autre test serait important afin de Jéterminer 12 sensibilite des champignons
étudiés.

En admettant que 1e diametre d’aire d’iphibition est u bon indicateur de lactivite bactéricide,

un travail plus approfondi sur la Jétermination de 1a CMl sera intéressant.
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Les travaux de recherche entrepris au cours de ce mémoire nous ont permis, dans un premier
temps, de mettre en valeur le potentiel pharmacologique et la composition chimique des
espéces du genre Ajuga, en particulier ’espéce 4juga iva.

L’extraction de 1’huile essentielle de 4juga iva nous a permis de constater la pauvreté de cette
espéce en huile essentielle comparativement a d’autres espéces.

Cette huile essentielle n'avait auparavant fait l'objet d'aucune étude biologique et sa
composition chimique n'avait jamais été€ clairement établie.

Gréace a I’analyse chromatographique CG/SM, nous avons pu mettre en évidence la richesse
de cette huile en composés oxygénés, ces derniers sont dominés par le composé 2-methoxy-4-
vinylphenol, qui présente 41 % de la composition de ’huile essentielle.

Ce composé majortaire, s'est révélé étre en partie responsable de 1'activité antioxydante de

l'huile essentielle, car cette derniere a présenté un fort pouvoir antioxydant.

En ce qui concerne I"activité antibactérienne, il découle que 1’huile essentielle de 4juga iva a
un effet plus au moins important sur la bactérie Salmonella enterica, en revanche elle ne
présente aucun effet sur la bactérie Escherichia coli. Pour les tests antifongiques, uniquement
les levures étaient inhibées, elles ont présenté une activité peu sensible vis-a-vis de notre huile

essentielle.

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons dire que 1'objectif premier de ce mémoire a été
atteint.

La composition chimique et 1’activité biologique des huile essentielle des espéces du genre
Ajuga n'ont encore jamais été étudiés ce qui ouvre d'intéressantes perspectives de recherche

pour les années a venir.
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Annexe 1 : Ecdvstéroides isolés des especes du genre Ajuga
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Numeéro P
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référence gxenlt;ro R R1 NOI_ll ) P roprictes
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Annexe 2 : Withanolides isolés des especes du genre Ajuga

Composés
Numéro :
Numéro Radicaux _
de Propriétés Espece
dela Nom du composé ]
référence R physique
structure
g [alp +70.5° _
[18] 19 OH ajugin A. parviflora
CasH3304
20 [a]®p +120°
H ajugin A I
CasH3505
[26] T A. parviflora
o S
21 H ajugin B °
C2sHyyOs
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2 H ajugin C C23H3307
7] R¢=0.45
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23 H ajugin D C23H4003
R#=0.33
2 - [o]5 +125°
OH Ajugin E
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26 C20H4,07
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[20] CaoH 4009
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a +29
27 - Bracteosin C L2
CaHuaO7
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Annexe 4 : Iridoides isolés des espéces du genre Ajuga

Composé
Nlrm}ero de Numéro de Radicaux , Propriétés Espéce
référence Nom du composé )
structure R R1 physique
[61] 48 ) ) Ajureptoside _ A. reptans
AC H Reptoside -
[27, 61] 49 A. reptans
A. decumbens
H OH Harpagide -
[27, 28, A. reptans
83,61] 49 AC OH 8-acetylharpagide - A. remota
A. decumbens
7-0-6_-O-
[32] 50 H - malonylcachinesidic - A. pseudoiva
acid
51 - - 6,8-diacetylharpagide -
[26] 6,8-diacetylharpagide A. remota
52 - - 1-0-(2B,3B-diacetyl-p- -
glucoside)
Rz
' OH
O
O
R1O o
AN
HO2HC 2
HO ; . ° ©
HO
O I
Composé -49- Composé -50-
OH
OH
o)
OH
Composé -51- Composé -52-
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Annexe 5 : Anthocvanines isolés des espéces du genre 4juga

Composé
Numéro ; Radicaux
Numéro 5
réfécri:nce de R R2 R3 R4 Nom du composé Eapecs
structure 1
delphinidin 3-(p
OH | H | OCH3 |malonyl |  coumaroyiferuloyl)
sophoroside-5-
malonylglucoside
delphinidin 3-
OH | OCH3 | OCH3 | malonyl (diferuloyl)sophoroside-5-
malonylglucoside
>4 A. reptans
delphinidin 3-
[84] OH | ocH3 | oca3 H (diferuloyl)sophoroside-5-
glucoside
cyanidin 3-(d1-p-coumaroyl)
H H 4 = sophoroside-5-glucoside
cyanidin 3-(feruloyl-p- A rent
[84, 85] 54 H H OCH3 | malonyl | coumaroyl) sophoroside-5- - reprans
; A. pyramidalis
malonylglucoside
OH
Ry
O
OH E
R‘/ > OH
OH
HO HO ==

(o]
o
HO. -
HO
o
OH
O
R, o
oH
Composé -54- Ry
OH
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Annexe 6 : Dérivés de la quinone isolés des especes du genre Ajuga

; Composé
Numéro Numéro Radicaux . 5
de Double ; Propriétés Espéce
référence de R1 R2 liaison Hord ¢ campose physique
structure
4-Acetyloxy-4- [y 0°
CH,CH; | COCH; (methylenecarboethoxy)- g 5
cyclohexa-2,5-dienone L
4-Acetyloxy-4- [ ]25 0°
CH; COCH; (methylenecarbomethoxy)- g s
cyclohexa-2,5-dienone HATEMS A
[20] 55 4-Hydroxy-4- %00 parvi‘ora
CH,CH, H (methylenecarbomethoxy)- [g] Ii) o
cyclohexa-2, 5-dienone aa
4-hydroxy-4-
CH;, H _methylenecarbomethoxy .- -
cyclohexa-2,5-dienone
0]
5 3 o
|
Rzo CHZ—C—_OR1
I 2'
Composé -55-




Annexe 7 : Phénéthvle alcool glucoside isolés des espece

enre Aju

; Composé
Numéro 7 -
P Numéro Radicaux - s
e d , Propriétés Espece
référence de R1 R2 Nom du compose physique
structure
CH,OH o
OH o) MeO, N 25 5
OH Galactosyl- [o]"p -37.4
o martynoside Cs7Hs5109
OH
o]
[86] 56 MeO SN A. parviflora
H martynoside -
HO'
H H Darendoside B -
CH,OH o B
o
o]
OR, OH OMe
OH o}
CHs
OH oRy Composé -56-
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Annexe 8 : Carte du lieu de récolte de I'espéce djuga iva

- Conditions Futiisation

A- 16



008200 nmoc vm 00 Nwoo n_mm_o mSo 9L00%1 00 NEQ 01008 00'9 0OF <-aunyg

rl..|;<|;...\ A T 000001
6l 000002

00000€
00000
000005
14 000009

00Sz_00YZ_00€Z 0072 00z 0002 00000,
AR ...JH&».~< AW 000008

000006

A aouRpUNGY

/

05 G2 00 5¢ 0S¥e  00%e 05 £¢ 0oee  0§¢¢

17

A-

n s " el P A

\xsz/{\ ;/xx 002 099 009 0S5 00S 09 00V 09€ O0E 097
AR

¢l 01 S




