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Résumé

Ce travail est consacré a 1'étude phytochimique et ’activité antioxydante de deux
plantes médicinales appartenant a la famille des Lamiaceae : « Satureja calamintha et

Ajuga iva ».

L’extraction par Soxhlet des différentes parties de 1’espéce Satureja calamintha et de
la partie aérienne de 1’espéce Ajuga iva, nous a permis de préparer huit extraits.
L’analyse qualitative de ces extraits par chromatographie sur couche mince (CCM)
montre leur richesse en métabolites secondaires (composés terpéniques,
flavonoides...).

La détermination de la quantité des polyphénols totaux par la méthode de Folin-
Ciocalteu a montré que, pour chaque partie de plante, I’extrait acétate d’éthyle est plus
riche en polyphénols que I’extrait éthanolique.

L’¢étude phytochimique de ’extrait acétate d’éthyle partie feuilles de 1’espéce Satureja
calamintha, en utilisant les différentes techniques chromatographiques (CC et CCM),
a permis d’isoler et purifier deux composés.

Grace aux réactions de caractérisations des flavonoides, ainsi que 1’analyse par
spectrophotométrie UV-Vis, nous avons pu montrer que ces composés sont des
flavonoides.

L’évaluation de I’activité antioxydante, par la méthode de piégeage du radical libre
DPPH, des extraits acétate d’éthyle et éthanolique des deux especes étudiées ont
montrés que tous ces extraits possedent un pouvoir antioxydant important.

En fin, I’¢tude de I’effet de synergisme entre les différents extraits de I’espece Satureja
calamintha, ainsi qu’entre les extraits des deux plantes étudi¢es a été €galement

démontrée.

Mots clés :
Satureja calamintha, Ajuga iva, Activité antioxydante, dosage des polyphenols,

spectrophotométrie UV-Vis, Activité antioxydante synergique.



Abstract

This work aimed to the phytochemical study and the antioxidant activity of two
medicinal plants which belong to the Lamiaceae family: "Satureja calamintha and
Ajuga iva".
Extraction by Soxhlet of the different parts of the Satureja calamintha species and the
aerial part of the Ajuga iva species allowed us to prepare eight extracts. The qualitative
analysis of these extracts by thin layer chromatography (TLC) shows their richness in
secondary metabolites (terpenes, flavonoids...).
Total phenolic contents were determined using the Folin-Ciocalteu method, showed
that for each plant part; the ethyl acetate extract is richer in polyphenols than the
ethanolic extract.
From the flavonoids characterization reactions, as well as the UV-Vis
spectrophotometry analysis, we have been able to show that these compounds are
flavonoids.

The evaluation of the antioxidant activity, by the DPPH free radical scavenging method,
of the ethyl acetate and ethanolic extracts of the two species studied, showed that all
these extracts have an important antioxidant power.
In the end, the study of the synergistic effect between the different extracts of the
species Satureja calamintha, as well as between the extracts of the two studied plants

has also demonstrated.

Keywords
Satureja calamintha, Ajuga iva, antioxydant activity, détermination of total phenolic

content, UV-Vis spectrophotometry, Synergistic antioxydant activity.
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Introduction générale

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces
plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des
parfums et dans les préparations culinaires. La valorisation de ces ressources naturelles
végétales passe essentiellement par I’extraction de leurs huiles essentielles (HE) et leurs
extraits. Ces dernieres sont des produits a forte valeur, utilisées dans les industries
pharmaceutiques, cosmétiques et agroalimentaires [1].

Ces plantes représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux
métabolites secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure
chimique et ils possédent un trés large éventail d'activités biologiques, tel que 1’activité
antibactérienne et ’activité antioxydante, Cette derniére controlent le niveau des
especes réactives d’oxygene [2] Par utilisation des molécules antioxydantes naturelles
ou synthétiques.

L’utilisation des molécules antioxydantes de synthése est actuellement remise en cause
de raison des risques toxicologiques potentiels. Les antioxydants de syntheses les plus
couramment utilisés sont le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene
(BHT) [3].

Cependant, ces antioxydants de synthese sont suspectés étre responsables de dommages
au foie et d’induire certains cancers [4]. Par conséquent, le développement et
I’utilisation d’antioxydants plus efficaces d’origine naturelle sont souhaités. Pour cela,
de nouvelles sources végétales d’antioxydants naturels sont recherchées [5].
L’objectif de notre travail est de déterminer 1’activité antioxydante des extraits de deux
plantes médicinales « Satureja calamintha et Ajuga iva » appartenant a la famille
« Lamiaceae », I’une des familles la plus importante dans la flore Algérienne et la plus
utilisée par les thérapeutes traditionnels, et 1’étude de I’effet de synergie. Pour cela,
deux aspects principaux sont vis€és dans cette étude. Le premier est d’ordre
phytochimique basé principalement sur I’extraction, la quantification des composés
phénoliques, la détermination de la composition chimique des extraits par
chromatographie sur couche mince et la séparation de métabolites secondaires par

chromatographie sur colonne. Le second aspect concerne 1’évaluation de 1’activité



antioxydante des extraits par la méthode de piégeage du radical libre DPPH, ainsi que
I’étude de I’effet de synergisme de différentes combinaisons.

Ce mémoire est subdivisé en deux parties ;

La partie théorique est consacrée a une étude bibliographique sur les deux plantes
étudiées.

La partie expérimentale contient deux chapitres; le premier renferme [’étude
phytochimique et le dosage des polyphénols totaux, tandis que le deuxieme aborde
I’¢étude de I’activité antioxydante des extraits et I’effet de synergisme.

En fin, nous terminerons par une conclusion générale qui résume 1’ensemble des

résultats obtenus.



I. Présentation de la famille des Lamiacées

La famille des Lamiacées ou Labiées est une importante famille de plantes
dicotylédones, elle est répartie sur I’ensemble de la surface de la plancte, bien qu’elles
soient plus présentes en climats tempérées et surtout dans le pourtour méditerranéen
[6].

Les Lamiacées comprennent environ 258 genres et 6970 especes [7]. Cette famille est
caractérisée par la présence des tiges généralement quadrangulaires a leur base et tres
ramifiées, des feuilles pétiolées et opposées. Aussi les inflorescences, situées a I’aisselle
des feuilles supérieures, elles sont fréquemment condensées en glomérules et souvent
simulent autour de la tige un verticille de fleurs, celui-ci est irrégulieres [8].

Les plantes de cette famille contiennent une tres large gamme de composés chimiques
comme les terpénoides, les iridoides, les polyphénols, les flavonoides, les stérols et les
diterpenes [9-13]. Les huiles essentielles et les courtes chaines des terpénoides sont
responsables de I’odeur et la saveur caractéristique des Lamiacées [14].

Plusieurs especes de cette famille sont utilisées comme diurétique, anti-diarrhéique,
cicatrisante, antiseptique [15], anti-inflammatoire, antibactérienne, antivirus et

antioxydant [16].

II. Apercu bibliographique sur le genre Satureja

I1.1. Description botanique du genre Satureja

Le nom « Satureja » vient du mot latin ”satura” c’est-a-dire pot a fleurs (ornemental).
Il existe environ 200 especes d'herbes et d'arbustes sont remarquables par leur odeur
forte et aromatique, qui rappelle celle de la menthe [17]. Ce genre est caractérisé par
des parties aériennes ayant un gout distinctif et peuvent étre ajoutées a plusieurs
préparations culinaires ou utilisées en médecine traditionnelle, pour traiter diverses

affections.
I1.2. Distribution de genre Satureja
Ce genre est largement distribué dans la région de la Méditerranée, I’ Asie et I’ Amérique

Sous des climats tempérés [18].

I1.3. Travaux antérieurs sur le genre Satureja



De nombreux travaux ont été réalisés sur le genre Satureja dont les auteurs avancent la
présence des huiles essentielles [19], des flavonoides [20], des tannins, des acides
phénols (acide rosmarinique, acide caféique) et des saponines [21].

Le genre Satureja qui appartient a la famille des lamiacées est caractérisé par sa richesse
en huile essentielle. L’étude de la composition chimique des huiles essentielles de la
partie aérienne de Satureja calamintha et Satureja alpina récoltés en Maroc a permis
de déterminer la teneur la plus élevée en huile essentielle 1,60 % pour Satureja
calamintha et 1,24 % pour Satureja alpina. Les huiles essentielles de Satureja
calamintha sont caractérisées par la présence du p-cymene (20,9 %), du y-terpinene
(18,7 %) et du thymol (34,9 %) comme principaux constituants chimiques, alors que
les huiles essentielles de Satureja alpina sont formées en majorité par le limonene (11,9
%), 1'isomenthone (7,3 %), le néomenthol (6,5 %), la pulégone (25,1 %), la carvone
(18%) et I'acétate de thymol (15,3 %) [22].

\_/
HO O HO//I/, A
p-cymeéne gamma-terpinéne Thymol Isomenthone  Néomenthol
O O/KO
o}
Pulégone Carvone Acétate de thymol

Par ailleurs, I’étude de la composition chimique de I’huile essentielle de satureja
calamintha (L.) Scheele du Maroc, a montré que les constituants chimiques principaux

de cette huile essentielle sont le bornéol (34.52%), manoyloxide (3.78%) [23].

H O/////,

Bornéol Manoyloxide



D’autre part, Fransisco et al 1988 ; [24] ont pu isolé deux flavones lipophiles, 5,6,4'-
trihydroxy-7,8,3'-triméthoxyflavone ~ (thymonine) et le  5,6,4'-trihydroxy-
7,3'diméthoxyflavone, a partir des tissus superficiels des feuilles de 24 genres

appartenant a la famille des Lamiaceae y compris le genre Satureja.

R=0CH; (thymonine)
R o R=H (5,6,4'trihydroxy7,3'diméthoxyflavone)

L’étude menée sur I’especes Satureja hortensis récolté en Romanie a montré qu’elle
contient une quantité importante d’acide rosmarinique, ainsi que des aglycones libres

comme la lutéoline [20].

OH
OH
HO 2
j@/\)‘\O
HO

Acide rosmarinique

En outre, Gohari et al 2010 ; [25] ont pu isoler quatre flavonoides a partir de la partie
aérienne de D’espéce Satureja atropatana Bonge : le 5,6,4'trihydroxy-7,8,3'-
triméthoxyflavone  (thymonine), la lutéoline, le 5,6’,3’trihydroxy-7,8,4'-
triméthoxyflavone et le 5,6-dihydroxy-7,8,3',4'tetraméthoxyflavone.

OH O
5,6',3'trihydroxy-7,8,4'-triméthoxyflavone 5,6-dihydroxy-7,8,3',4'tetraméthoxyflavone

I1.4. Propriétés biologiques du genre Satureja
Les recherches récentes sur le genre Satureja est trés poussées en raison de leurs
effets bénéfiques dans la phytothérapie et leurs diverses propriétés biologiques

permis ces propriétés biologiques on cite :



- L’activité antimicrobienne a été montré dans les études biologiques effectuces
sur les huiles essentielles des especes : Satureja calamintha, Satureja hortensis,
Satureja thymbra, Cette activité est due principalement a la présence du thymol,
du carvacrol et de 1'alpha-terpinéol [26,27].

- L’¢tude de D’activité biologique de I’huile essentielle des especes Satureja
spinosa L, Satureja parnassica subsp. Parnassica Boiss, Satureja thymbra et
Satureja montana a montré que ces HE possedent une activité insecticide [28].

- L’activité anti-inflammatoire de 1’huile essentielle de 1’espéce Satureja
hortensis [29] et de I’extrait hydroalcoolique de I’espéce Satureja khuzestanica
a été démontré par Amanlou et al., [30].

- L’activité anticancéreuse de I’huile essentielle de I’espece Satureja intermedia
[31] et de I’extrait méthanolique de I’espéce Satureja macrantha a été
également démontrée. Cette activité est due a la présence des terpénoides [32].

- Cetkovi¢ et al 2007., [33] ont montré que I’extrait éther de pétrole de I’espece
Satureja  montana L.subsp. Kitaibelii présente une bonne activité
antimicrobienne.

- Parailleurs, Mchedlishvili et al 2005., [34] ont montré que les flavonoides isolés
a partir de Satureja hortensis ont des propriétés hypolipidémiques.

- En fin I’¢tude de I’extrait méthanolique de 1’espece Satureja bachtiarica, a une
activité antioxydante déterminée par la méthode de piégeage du radicale libre

de DPPH [35].

ITI. Apercu bibliographique sur ’espéce Satureja calamintha

IIL.1. Présentation de ’espéce Satureja calamintha :

L’espece Satureja calamintha appartient a la famille Labiatea, est tres répandue dans
la région méditerranéenne. Cette plante est connue pour ses utilisations médicinales
comme stimulante, tonique, antiseptique et antispasmodique [36]. Elle est aussi utilisée

dans diverses recettes culinaires et comme infusion [37].



Chapitre I : Synthese bibliographique

II1.1.1. Classification dans la systématique botanique :

Reégne Plantea
Embranchement Spermaphytes
Sous Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones

Ordre Lamiales

Famille Labiées

Genre Satureja
Espece S. calamintha

Nom vernaculaire : Nabta, Sarriette, tourete.

II1.1.2. Description botanique

Satureja calamintha est une plante vivace et annuelle atteint une taille de 30-40 cm au
parfum mentholé, tres ramifiée depuis la base. Elle a des feuilles lancéolées et pointues
a leur extrémité. Les tiges sont plus ou moins velues. Les fleurs, de couleur blanche a

mauve, insérées a I’aisselle des feuilles, fleurissent de juillet a septembre [38].

Figure 01 : Photos de Satureja calamintha.

I11.1.3. Distribution géographique :
Satureja calamintha est une espece de plantes vivaces a fleurs. Originaire d'Afrique du
Nord (Algérie, Maroc, Tunisie), Asie tempérée : (Turquie, Russie, Arménie) et en

Europe (Italie, France, Espagne).




I11.2. Propriétés biologiques de I’espéces Satureja calamintha :

Satureja calamintha a une grande faveur populaire en Algérie et au Maroc comme
remede contre la toux, I’indigestion et les infections respiratoires bénignes. Cette plante
expectorante, stomachique, tonique posséde des propriétés antiseptiques,
antispasmodiques et carminatives.

Les especes de Satureja sont utilisées également comme des désinfectants puissants et
comme des agents odoriférants dans les parfums [39].

En outre, certains auteurs déclarent que Satureja calamintha est une plante aromatique,

utilisée comme stimulante, fébrifuge, sudorifique [40], rafraichissante [41].

I11.3. Travaux antérieurs sur I’espéce Satureja calamintha :

De nombreux travaux qui ont été réalis¢ sur I’espéce satureja calamintha ont montrés
la richesse de cet espece en métabolites secondaires tels que les terpenes et les huiles
essentielles [42], les triterpenes [43] et les flavonoides[44].

Une étude da la composition chimique de I’HE de satureja calamintha provenant du
Maroc, montre que cette plante est riche en 1,8-cinéole (42,94%), le B-phellandréne
(11,39%) et le pinocamphone (9,88%) avec une forte proportion de monoterpenes

(76,09%) par rapport au sesquiterpenes (7,29%) [42].

1.8-cinéole Béta-phéllandréne Pinocamphone

D’autres travaux effectués sur I’extrait hydroalcoolique de I’espece Satureja
calamintha récolté en Italie, ont permis d’isolé et d’identifié par la chromatographie
liquide couplée a la spectroscopie de masse LC/SM, 20 composés dont les composés
majoritaires sont : 1’acide rosmarinique, 1’acide salvianolique, I’acide quinique et

I’acacétine [45].



HO

HO Acide salvianolique

OCH;

Ho\\\\\\

OH
Acide quinique Acacétine

L’analyse chimique des I’huiles essentiels de I’espeéce satureja calamintha récolté en
Annaba et Jijel Algérie a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée a
la spectroscopie de masse GC/MS, les principaux composants identifiés pour ces deux
huiles essentielles sont respectivement: 1’oxyde de pipéritone (54,71 et 22,26%), le
cyclohexanone,2-(1-méthyléthylidene) (20,32 et 9,37%) et la Menthone (5,97 et
26,46%) ; la pulégone (14.04%) a été identifiée seulement pour 1’huile essentielle

Satureja calamintha de Jijel [46].

(0]

Oxyde de pipéritone  cyclohexanone,2-(1-méthyléthylidéne) Menthone Pulégone

L’¢tude de la composition chimique de I’huile essentielle de 1’espece Satureja
calamintha ssp.sylvatica, récoltée a Jijel a montré la présence de la pulégone (11,6%),et

de I’isopulégone (66,5%) comme composants majoritaires [47] .



o Ox f
Pulégone Isopulégone

D’autre part, ’analyse GC et GC-MS de huile essentielle de ’espece Satureja
calamintha récolté El-Affroun (Blida) a permis d’identifier 26 composés dont la
pulégone (39.5%), le neo-menthol (33%) et I’isomenthone (19.6%) représentent les

composants majoritaire [48].

o) ’ H O//,//’I

Pulégone Néomenthol Isomenthone

Une autre étude effectuée sur 1’huile essentielle de I’espece Satureja calamintha récolté
a Jijel en avril 2017 a montré la présence des composés majoritaires : 1’isopiperitone
(26,34 %), 1a Pulégone (22,03 %), la Menthone (20,60 %), la Piperitenone (10,44 %),
le Germacrene (7,21 %) [49].

ST

Isopipéritone Pulégone Menthone  Piperitenone Germacrene

En fin ’analyse GC et GC-MS de I’espéce Satureja calamintha collecté au mois d’aout
2016 dans la région de Constantine, a conduit a I’identification de 38 composants, dont :
I’isomenthone (10.43%), la Pulegone (35.66%), la Limonéne (6.25%), I’oxyde de Cis-
Piperitone (9.96%)et la Piperitone oxide (21.60%) [50].
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Pulégone Isomenthone Limonéne oxyde de Cis-Piperitone Piperitone oxide

IV. Apercu bibliographique sur le genre Ajuga

VI.1. Description botanique du genre Ajuga

Le genre Ajuga appartient a la famille des labiées avec plus de 300 especes différentes
[51].

Le nom Ajuga vient du mot latin *’Jugum’’ : joug. Avec le suffixe ’a’’, du fait que la
corolle est dépourvue de levre supérieure. Iva, est un ancien nom féminin latin qui est
utilisé pour la premiere fois pour cette plante [52]. Le genre Ajuga comprend environ

40-50 especes herbacées annuelles et vivaces [53].

VI.2. Distribution du genre Ajuga

Le genre Ajuga est tres répandu dans les régions tempérées des deux hémispheres [54]
et il est largement distribué dans les Territoires les plus froides d'Europe, d'Asie,
d'Australie et d'Afrique [55]. Ce genre est commun dans la région Méditerranéenne et

tres répandue dans les foréts de Tell algérien ou on trouve Ajuga iva.

VIL.3. Propriétés biologiques du genre Ajuga

Les plantes du genre Ajuga ont un large spectre d’activités biologiques et
pharmacologiques, qui fournir un soutien expérimental a l'utilisation empirique
ethnopharmacologique de cette plante en médecine traditionnelle, ces activités sont
liées a la présence de différentes composés actives des néo-clérodanes-diterpenes et
diterpénoides, des triterpenes, des stérols, des glycosides iridoides, des flavonoides et
des triglycérides [56].

Tableau 01 : Propriétés biologiques de quelques especes du genre Ajuga.

Espece Activité Référence
Ajuga bracteosa Anti-inflammatoire [57]
Ajuga remota Antidiabétique [58]
Ajuga iva Antivirale [59]
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Ajuga reptans Vasoconstrictrice [60]
Ajuga parviflora Antivirale [61]
Ajuga decumbens Cytotoxique [62]

Ajuga nipponensis Antioxydante [63]

VI1.4. Travaux antérieurs sur le genre Ajuga

Les études phytochimiques ont révélé que les especes du genre Ajuga contiennent
plusieurs composés bioactifs tels que les flavonoides, les diterpenes de type
neoclérodane, les huiles essentielles, les anthocyanes-glucosides, les stérols, les
terpénoide [51].

Une étude menée sur la composition chimique de I’huile essentielle de I’espece Ajuga
chamaepitys récolté a Iran en mai 2008 a conduit a I’identification de : I' a-pinene, le
B- pineéne (9,33%), le 1-octene-3-ol (9,72%) et le germacrene D (7,92%) comme

composants majoritaires [64].

OH
CH,
HsC/\/\)\/
Germacrene D

Alpha-pinéne Béta-pinéne 1-octéne-3-ol

Par ailleurs, 1’é¢tude de la chimique de I’huile essentielle de I’espéce Ajuga bracteosa
récolté en Inde a permis d’identifier 7 composés qui sont : le limonene (18.40%), 1’a-
humulene (15.54%), I’ a-phellendrene (15.54%), le B-myrcene (14.60%), I’elemol
(12.96%), la camphene (12.86%) et le B-Caryophyllene ( 8.16%) [65] .

20 )

Limonéne Alpha-humuléne  Alpha-phellendrene  Béta-myrcene Elemol

12



Camphene Béta -Caryophyllene

D’autre part, 1’analyse chimique par GC/MS de I’huile essentielle de 1’espece Ajuga
chamaecistus récolté en Iran a permis d’identifier § composants majoritaires qui sont :
le Spathulenol (18.0%), le thymol (15.1%), 1’octen-3-ol (14.3%), 1’oxyde de linalool

(11.2%), le Carvacrol (10.8 %), le Dihydromyrcenol (9.5 %), le Linalool (8.8 %) et le
1,8-Cineol (6.9%) [66].

OH
/\/\)\/CHZ />©><
HsC ° HO

Spathulenol Thymol 1-octéne-3-ol oxyde de linalool
OH
OH
‘ 0
OH
Carvacrol Dihydromyrcenol Linalool 1.8-cinéole

L’¢étude menée sur I’espéce Ajuga pyramidalis récolté en Espagne a permis d’isoler de

I’extrait éthanolique un diterpene de type néoclérodane : I’ajugapyrin A [67].

Ajugapyrin A
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En outre, Malakov et al 1998., [68] ont pu isolé deux diterpenes de type néoclérodane

de I’espece Ajuga reptans qui sont : I’ Areptins A et I’ Areptins B.

lliH

aawMe
a\Me

HO

] /§ o /§ %

nc—"° \Ac Ac—° \Ac
Areptins A Areptins B

En fin une autre étude chimique a permis d’isoler trois des diterpénes de type

neoclerodane de I’espéce Ajuga pseudoiva : Havitene A, Havitene B, Havitene C [69].

R2

wliRg

\
R1III|n... i

AN o{
o) R;=OH R,=OMe R;=H

R=H (Havitene A)
0 R=H R;=OH R,=H R3;=OMe (Havitene B)
R=OH R=H R,=H R;=OMe (Havitene C)

V. Apercu bibliographique sur I’espéce Ajuga iva

V.1. Présentation de ’espéce Ajuga iva
L’espece Ajuga iva pousse a une altitude de 0 a 1600 metres, dans les régions arides
ou elle croit dans les champs. Elle est commune dans la région méditerranéenne,

tres répandue dans les pelouses et les foréts du Tell algérien. La floraison de la

plante est d’avril a octobre [70].
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Chapitre I : Synthese bibliographique

V.1.1. Classification dans la systématique botanique :

Reégne Plantea
Embranchement Spermaphytes
Sous Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Lamiales
Famille Labiées
Genre Ajuga
Espece Ajugaiva

Noms vernaculaires : ivette musquée, Chendgoura.

V.1.2. Description botanique

Ajuga iva est une petite plante vivace de 5 a 20 cm de long, a tiges vertes rampantes et
velues, a feuilles vertes de 14 a 25 mm de longueur, linéaires, denses et couvertes de
duvets. Les fleurs sont violettes, roses, ou jaunes, de 20 mm de longueur ; la levre
supérieure de la corolle est réduite ou absente et la Ievre inférieure est divisée en trois
lobes velus. Les lobes latéraux sont petits, alors que le lobe central est relativement plus

large décoré dans sa base par un axe central jaunatre [71].
A | £ e
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Figure 02 : Photo d Ajuga iva.

V.1.3. Distribution géographique

L’espece Ajuga iva est présente dans toute 1’aire méditerranéenne ; dans 1I’ensemble des
pays du Maghreb, dans certains pays du Moyen-Orient, et dans certains pays d’Europe
du sud. Elle pousse surtout sur les pelouses seches ou sur les vieux murs [72]. En
Algérie I’espece est tres commune dans tout le Tell et tres rare dans le reste du pays ;

elle pousse surtout dans les herbages et pelouses montagnardes [73].

15




V.2. Propriétés pharmacologiques de I’espéce Ajuga iva

Ajuga iva est bien connue dans les pays du Maghreb pour leurs usages en
phytothérapies, plusieurs maladies infectieuses ou autres, peuvent étre soignées grace
a leurs utilisations. Parmi ces pathologies, on note les infections et les désordres
intestinaux, les maladies cardiovasculaires, les troubles hépatique...etc [73].

Le screening pharmacologique réalisé in vivo et in vitro démontre que Ajuga iva est
douée d’un large spectre d’activités pharmacologiques ; elle est antihypertensive,
vasodilatatrice [74], diurétique et hypoglycémique [75]. Elle possede également une
activité anti-inflammatoire, antifongique, antimicrobienne [76], antioxydante [77] et

antiparasitaire [78].

V.3. Travaux antérieurs sur I’espéce Ajuga iva

Le genre Ajuga est riche en composés terpéniques notamment les diterpenes du type
clérodane et néoclérodane.

Les travaux effectués sur 1’extrait éthanolique de I’espéce Ajuga iva récoltée dans la
région de Ain Mila, ont conduit a I’isolement de deux épimeres diterpenoides, ivain IV

et 14,15-dihydroajugapitin [79].

Rq

R;=0OH R,=H (ivainIV)
R;=H R,=OH (14,15-dihydroajugapitin)

D’autres travaux ont montré la présence de deux phytoecdystéroides dans 1’extrait
¢thanolique de la partie aérienne de ’espéce Ajuga iva récolté a Tiaret. Ces deux
composés ont été identifiés comme étant: le 22-oxocyasterone et 24,25-

dehydroprecyasterone [80].
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Par ailleurs, un nouveau composé : le 20-hydroxyecdysone, a été isolé a partir des

feuilles de la mé&me espece récoltée dans la région de Murcie en Espagne [81].

¢)
20-hydroxyecdysone

Une ¢étude phytochimique concernant les flavonoides existant dans 1’espéce Ajuga iva
a permis d’isoler, a partir de D’extrait €théré, quatre flavonoides aglycones ; la

quercétine, la lutéoline, I’apigénine et la naringénine [82].

Ra

R;=R,=0H (la quercétine)
R;=H,R,=0H (lalutéoline)
Ri=R,=H (I'apigénine)

Naringénine
OH o

L’¢tude de la composition chimique des huiles essentielles de I’espece Ajuga iva récolté
a Tipaza [83] et a Blida [84], a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectroscopie de masse. Les principaux composants identifiés pour ces
deux huiles essentielles avec leurs pourcentages sont respectivement : le 2-Methoxy-4-
vinylphénol (9.96% et 41.6%), le 4-méthyl-3-Penten-2-one (6.52% et 5.6%), le 1-
octen-3-ol (1.88% et 2.7%), le 4- hydroxy-4-methyl-2-pentanone (1.22% et 5.6%). Le

phytol a été présent seulement dans I’huile essentielle de 1’espece Ajuga iva de Tipaza.
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VI. Généralités sur I’activité antioxydante

Les antioxydants apparaissent aujourd’hui comme les clés de la longévité et nos alliés
pour lutter contre les maladies modernes Ce sont des €léments protecteurs qui agissent
comme capteurs des radicaux libres ces derniers sont produits quotidiennement par
I’organisme ; ce sont des composés tres réactifs comportant un électron célibataire et
nécessaire a des mécanisme vitaux [85] mais il deviennent nocifs quand ils sont en
exces en induisent certains dommages au niveau de la structure des protéines, des
lipides[86] , des acides nucléiques [87] en entrainant un stress oxydant qui contribue a
le processus de vieillissement cellulaire accéléré et au développement de pathologies

humaines telles que les maladies cardiovasculaires, les cancers.

VI.1. Définition d’un antioxydant

Un antioxydant est toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible concentration
comparée a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de maniere significative
I’oxydation de ce substrat [88].

Ces antioxydants peuvent étre d’origine endogenes ou exogenes qui peuvent étre des-

composés naturelles ou synthétiques.

VI.2. Les antioxydants endogénes

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes (Superoxyde dismutase, Catalase et
Glutathion peroxydase) élaborées par notre organisme avec 1’aide de certains minéraux.
Elles sont présentes en permanence dans 1’organisme, mais leur quantité diminue avec

I’age [111].
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VIIIL.2.1. Les superoxydes dismutases (SOD)
Cette enzyme constitue la premiere ligne de défense contre les radicaux libres de
I’oxygene, elle catalyse la dismutation de 1’anion super oxyde en oxygene et en

peroxyde d’hydrogéne.

. Superoxyde
20 2H P Y > H,0, + 0,

dismutase

VI1.2.2. Les catalases (CAT)
Sont des enzymes majoritairement peroxysomales catalysant la dismutation du

peroxyde d’hydrogéne.

2H,0, Catalase 2H,0 , O,

VI.2.3. Gluthathion péroxydase (GPX)
Elle agit en synergie avec la SOD puisque son role est accéléré la dismutation du H2O>

en H2O et Oo.

VI1.2.4. Les peroxyredoxine (PRX)
Sont des éléments essentiels du systeme de détoxication des especes réactives de

I’oxygene [90].

VL.3. Les antioxydants exogenes

Ils sont présents dans 1’alimentation tels que les vitamines A, C, E et les polyphénols
en particulier les flavonoides.

Ces antioxydants nutritionnels sont indispensables mais leur action est limitée jusqu’a

ce qu’ils soient régénérés.

VI1.3.1. La vitamine E

Le principal anti-oxydant nutritionnel est la vitamine E (I’y-tocophérol), puissant anti-
oxydant mais qui peut avoir des effets déléteres a tres forte dose. Elle agit
principalement par le transfert direct d’atomes d’hydrogéne et permet d’inhiber la

lipoperoxydation dans les cellules [91].

19



VI1.3.2. La vitamine C
C’est un antioxydant majeur, réagit rapidement avec 1’anion superoxyde et I’oxygene
singulet, ou encore avec le peroxyde d’hydrogéne. Elle est indispensable par sa capacité

a réduire d’autres antioxydants oxydés comme la vitamine E ou les caroténoides [86].

VIL.3.3. Les caroténoides

Sont des pigments végétaux lipophiles produites par les organismes photoautotrophes
et qui doivent étre acquis par 1’alimentation chez les animaux. Leur potentiel
antioxydant pour lutter contre la peroxydation lipidique a été démontré tres tot [92], ils
sont capables de réagir avec les radicaux libres de trois manieres : par le transfert
d’électron, d’hydrogéne ou la liaison avec le radical. Ils sont également capables de

régénérer la vitamine E et sont eux-mémes régénérés par la vitamine C [93].

VI1.3.4. Les flavonoides

Ce sont des substances naturelles présentes dans tout le regne végétal. Les flavonoides
peuvent agir de différentes facons dans les processus de régulation de stress oxydant :
par capteur directe des especes réactives de I’oxygene, par inhibition de ’activité de
certains enzymes responsables de la production des especes réactives de 1’oxygene

comme la xanthine oxydase [94].

VI.3.5. Les tanins
Les tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours
de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour

conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation des lipides.

VI.3.6. Les coumarines
Ils sont capables de piéger les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles,
importants dans la prévention de la peroxydation des lipides membranaires et ils ont

une activité antiperoxydante [88].

VI1.4. Les radicaux libres
Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des déchets du métabolisme

cellulaire. Ce sont des atomes et des molécules dotés d’une forte énergie et qui avant
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d’étre neutralisés détruisent ce qu’ils rencontrent. Ils sont produits dans toutes les
cellules de I’organisme tout a fait normalement et en faible quantit¢ dans les
mitochondries. Il s’agit des ions oxygene, hydroxyde et de I’eau oxygénée qui sont
libérés lors des réactions biochimiques. Avant d’étre neutralises ils provoquent des
1ésions sur tous les éléments qu’ils cotoient.

L’organisme sait cependant se défendre contre eux, grace aux enzymes antioxydantes
dans nos cellules. Ces enzymes sont aidées dans leur action antiradicalaire par la
vitamine E, la  vitamine C et la provitamine A. Si ces systemes de défense sont
débordés ou insuffisants, les radicaux libres deviennent nuisibles : ils s’attaquent alors
aux membranes cellulaires dont les acides gras insaturés sont dénaturés ;ils agressent

également les protéines.

VI1.4.1. Les principaux radicaux libres :

e L’anion superoxyde : la molécule d’oxygéne, mise en présence d une quantité
d’énergie suffisante, peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi
I’anion superoxyde O°. Cet anion agit comme facteur oxydant dans de
nombreuses réactions.

e Le radical hydroxyle: ("OH) il est tres réactif vis-a-vis des structures
organiques et joue en role initiateur dans I’auto oxydation lipidique.

e Le peroxyde d’hydrogene : est également peu réactif mais, il a la capacité de
traverser les membranes cellulaires et, en présence de métaux de transition tel

que le Fe?*, il se transforme en un puissant oxydant [95].

VLS. Le stress oxydatif :
Le stress oxydatif est la conséquence d’un déséquilibre entre la production des radicaux
libres et la destruction par des systeémes de défenses antioxydantes, donc c’est un

déséquilibre de la balance antioxydants/oxydant [96].

Il existe plusieurs méthodes pour la détermination de 1’activité antioxydante dans

les extraits tels que : Test DPPH, ABTS, Blanchissement de B-carotene
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I. Matériel végétal :

Le matériel végétal est constitué de deux especes appartenant a la famille Lamiaceae
Satureja calamintha et Ajuga iva, la plante Satureja calamintha a été cueillie en mois
d’aott 2018 dans la région de Constantine (les feuilles ont été séparées des tiges pour
une partie de la cueillette), tandis que la plante Ajuga iva a été récoltée en mois de mars
2018.

Apres séchage a une température ambiante et a 1’abri de la lumiére solaire, afin de
préserver au maximum I’intégrité des molécules pendant 12 jours, le matériel végétal
(la partie aérienne, les feuilles et les tiges de 1’espece Satureja calamintha et la partie
aérienne de I’espece Ajuga iva) est broyé grossierement dans un moulin électrique, pesé

et conservé jusqu’a I'utilisation.

I1. Méthode d’extraction :
Le matériel végétal sec est soumis a des extractions par trois solvants de polarité
différente a I’aide d’un soxhlet.

Les extraits obtenus, Sujet de cette étude selon le protocole suivant, sont :

e [’extrait acétate d’éthyle de la partie aérienne de ’espece Saturja calamintha
(EAA).

e [’extrait acétate d’éthyle des feuilles de I’espece Saturja calamintha (EAFsc).

o [’extrait acétate d’éthyle des tiges de ’espece Saturja calamintha (EATsc).

e [’extrait éthanolique de la partie aérienne de I’espece Saturja calamintha
(EEAs.).

e [’extrait éthanolique des feuilles de 1’espece Saturja calamintha (EEFsc).

e [’extrait éthanolique des tiges de I’espece Saturja calamintha (EETs.).

e [’extrait acétate d’éthyle de la partie aérienne de ’espéce Ajuga iva (EAA.).

e [’extrait éthanolique de la partie aérienne de I’espece Ajuga iva (EEA,).
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Chapitre II : Etude phytochimique des extraits des deux plantes Satureja
Calamintha et Ajuga Iva

Matériel végétale en poudre

- Extraction par Soxhlet avec le n-hexane

- Evaporation du solvant

\ 4

Extrait

¥ hexanique

Résidu

- Extraction par Soxhlet avec I’acétate d’éthyle

- Evaporation du solvant

.

Extrait acétate h 4
d’éthyle Résidu

- Extraction par Soxhlet avec I’éthanol

- Evaporation du solvant

\ 4 A
Marc Extrait
éthanolique

Figure 03 : Protocole adopté pour la préparation des extraits.

II1. Caractéristiques et rendements des différents extraits :

I11.1. Aspect et couleurs des différents extraits :

L’opération d’extraction par soxhlet des différentes parties des deux especes étudiées
a permis d’obtenir 8 extraits qui ont des caractéristiques différentes. L’aspect et la

couleur de ces extraits sont représentés dans le tableau suivant :
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Tableau 02 : Aspect et couleur des différents extraits

Extrait | EAAsc | EEAsc | EAFsc | EEFse | EATse | EETse | EAAai EEAai

Aspect | Pateux | Pateux | Pateux | Pateux | Pateux | Pateux | Visqueux | Visqueux

Couleur | Vert Verdatre | Vert Vert Vert Vert Verdatre | Verdatre
olive olive | olive

II1.2. Calcul du rendement :

Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il

est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a

I’extraction.

Le pourcentage en extraits de la plante est calculé par la formule suivante :

R % =(P/Po) x100

R% : Rendement exprimé en %.

P : Poids en gramme de 1’extrait sec résultant.

Po : Masse en gramme du matériel végétal a traiter.

Le rendement calculé pour les extraits obtenus des deux plantes représentées dans le

tableau suivant :

Tableau 03 :

Masses et rendements de différents extraits obtenus

Extraits Masse MV | Masse de Rendement
sec (g) Pextrait (g) | %

EAAsc 28 0.57 2.03

EEAsc 0.97 3.45

EAFsc 67.5 1.77 2.62

EEFsc 2.18 3.22

EATsc 25 0.26 1.04

EETsc 0.5 2

EAAaj 103 0.9 0.87

EEAaj 2.12 2.05

IV. Analyse des extraits par CCM :

Afin d'avoir une idée sur la composition chimique de nos extraits, nous avons effectué

une analyse par chromatographie sur couche mince des extraits éthanolique et acétate

d’éthyle obtenus a partir de I’extraction de des trois parties de ’espece Satureja

calamintha (partie aérienne, feuilles et tiges) et de la partie aérienne de I’espece Ajuga

iva.
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IV.1. Principe :

A D’aide d’une pipette pasteur, On dépose une goutte de chaque extrait a 1 cm du bord
inférieur de la plaque d’aluminium recouverte de gel de silice, ensuite la plaque est
déposée en position verticale ou légerement inclinée dans une cuve préalablement
saturée par les vapeurs du systeme de solvant approprié.

L’¢échantillon a étudier sera plus ou moins entrainé par la progression par capillarité de
la phase mobile vers le haut de la plaque.

Apres le développement du chromatogramme, et lorsque le front du solvant d’¢lution
atteint 0.5 de la ligne supérieure, la plaque est retirée, séchée et examinée sous la lampe
UV a 365 nm. La révélation a été réalisée par une pulvérisation de la plaque par une
solution sulfurique de I’anis aldéhyde. Chaque constituant migre d’une certaine
distance caractéristique de la substance, que 1’on appelle rapport frontal ou rétention
frontale (Ry).

Rr = Distance de la tache / Distance de front du solvant

Plusieurs essais ont été effectués afin de déterminer 1’éluant qui donne une bonne
séparation des constituants des extraits.

IV.2. Résultats de I’analyse des extraits d’acétate d’éthyle :

Apres plusieurs essais, 1’¢luant qui donne une bonne séparation pour les différents
extraits d’acétate d’éthyle est le systtme de solvants le n-hexane/Acétone a une

proportion de (8 : 2) ;(v/v).

& o
a4 3 2 1 P = A
(a) ' (b) a3 (c) 4 3 2 1
1:EAA. ; 2:EAFs ; 3:EATs. ; 4:EAA4
(a) : Avant révélation ; (b) : Sous lampe UV ; (c) : Révélation a I’anisaldéhyde

Figure 04 : Chromatogramme des extraits acétate d’éthyle des deux plantes.
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Les résultats obtenus de la chromatographie sur couche mince des 04 extraits d’acétate
d’éthyle sont représentés dans le tableau suivant :
Tableau 04 : Les résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits

acétate d’éthyle de Satureja calamintha et Ajuga iva.

Extrait Rf Couleur avant Couleur apres révélation
révélation Sous UV Avec
anisaldéhyde
0.15 Vert claire Violet Jaunatre
0.26 Verdatre Rose foncé | Bleu
EAAsc 0.32 Vert claire Rose claire | Bleu vert
0.38 Jaune Rouge Violet
0.45 Maron claire | Rouge Vert claire
0.53 Maron Rouge
0.59 Vert foncé Rouge Bleu vert
0.69 Verdatre Rose Bleu
0.15 Vert Violet Vert
0.26 Verdatre Rose foncé | Bleu
0.32 Vert claire Rose claire | -
EAFsc 0.38 Jaune Rose claire | Violet
0.45 Maron claire | Rouge Vert
0.53 Vert foncé Rouge Bleu Vert
0.59 Verdatre Rouge Bleu
0.69 - Rose Jaune
0.21 Jaune pale Rose claire | -
0.26 Verdatre Rose foncé | Bleu claire
EATsc 0.38 Jaune Rose Violet
0.53 Maron Rouge Vert claire
0.59 Verdatre Rose foncé | Bleu
0.16 Vert claire Rose Maron claire
0.26 Verdatre Rouge Vert claire
0.32 - Rose claire | Bleu
EAAA 0.36 Jaune Orange Jaunatre
claire
0.42 Maron claire | Rouge Violet
0.53 Maron foncé | Rouge Vert
0.58 Verdatre Rouge Jaunatre
0.69 - Rose Bleu

IV.3. Résultats de I’analyse des extraits éthanolique :
Le meilleur ¢luant choisit pour 1’étude de la composition des extraits éthanoliques est le
systeme de solvants : n-hexane/Acétone, (7 : 3) ;(v/v).

La figure 3 représente les chromatogrammes des 4 extraits avant et apres révélation.



Chapitre II :

(a)

Figure 05 : Chromatogramme des extraits éthanolique des deux plantes.

Les résultats obtenus de la chromatographie sur couche mince des 04 extraits

4

1: EEA.
(a) : Avant révélation ;

2 1
; 2:EEF ;

Calamintha et Ajuga Iva

® s

3: EET
(b) : Sous lampe UV ;

A (0
4 : EEA,

éthanoliques sont représentés dans le tableau suivant :

Etude phytochimique des extraits des deux plantes Satureja

(c) : Révélation a I’anisaldéhyde

Tableau 05 : Résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits

éthanoliques de Satureja calamintha et Ajuga iva.

Extrait Rf Couleur avant Couleur apres révélation
révélation Sous UV Avec
anisaldéhyde
0.12 Maron claire Violet Maron claire
0.20 Noir claire Rose Maron claire
0.36 Jaune pale Rose Orange
EEAsc 0.47 Maron claire Rose
0.58 Maron Rose
0.70 Noir claire Rose Maron claire
0.72 - Rose Vert claire
0.12 Maron claire Violet Vert claire
0.20 Noir claire Rose foncé Vert
0.34 Vert Rose claire Maron claire
0.36 Jaune Rouge Maron claire
EEFsc 0.47 | Verdatre Rose Maron claire
0.58 Maron foncé Rouge Vert claire
0.70 Noire foncé Rouge Vert claire
0.72 - Rose Vert claire
0.80 - Rose Vert
0.12 Maron claire Violet Maron claire
0.20 Noire claire Rose foncé Vert claire
0.36 Vert claire Rose Maron claire
EETsc 0.47 Jaune pale Rose Maron claire
0.58 Verdatre Rose Maron claire
0.70 Maron foncé Rouge Maron claire
0.72 Noir Rouge foncé Maron claire
0.80 - Rose Maron claire
0.92 - Rose Vert
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0.12 Maron claire Rose Maron
0.20 Noir claire Rose Vert claire
0.36 Jaune pale Rose Maron claire
EEAai 0.47 Verdatre Rouge Maron claire
0.58 Maron foncé Rouge Maron claire
0.70 Noir Rouge foncé Vert claire
0.72 - Rose Vert claire
0.80 - Bleu blanc -

IV .4. Discussion des résultats :

Par comparaison avec 1’étude de la coloration des spots observés par chromatographie

sur couche mince CCM des métabolites secondaires réalisée par Markham [97].

Tableau 06 : Résultats par chromatographie sur couche mince des métabolites

secondaires établie par Markham.

Spots coloré Révélation sous lampe UV [97] Révélation par
anisaldéhyde [98]
Noir Flavanols 5.6.7, tri OH libres -
Flavanols 5.7.8, tri OH libres
Brun noir 3-OH absent ou 3-OH substitué -
Flavones 5-OH et 4> OH
Flavones 3-OR et SOH,4’-OH
Flavones 6 ou 8 OH
Violet Chalcones -
Dihydroflavonols
Isoflavones
Flavanones
Flavones sans 5-OH libre
Bleu claire | Flavanols sans 5-OH libre avec 3 -
(fluorescent) OH substit
Jaune terne | Flavonols 3-OH libre avec ou sans
Jaune 5-OH libre -
Fluorescence
Orange
Jaune vert | 5 OH libre ou 5 OH substitute -
brillant
Jaune Flavonols avec 30H libres
Fluorescent Aurones
Chalcone -
Flavanones
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Jaune pale Dihydroflavonols -
Rose Anthocyanidine 3,5- di Glucoside
Rouge Anthocyanidine 3- -

Glucoside
Jaune - Saponines stéroides
Violet - Saponines triterpénoides
Bleu violet

De cette comparaison, nous pouvons déduire que la présence des spots de coloration
rouge, rose, jaune et violette dans les chromatogrammes est attribuée a la présence des
flavonoides, des anthocyanidines, des saponosides stéroidiques et saponosides
triterpéniques pour les extraits acétate d’éthyle de la partie aérienne des deux especes
et la partie feuilles de ’espece Satureja calamintha (EAAsc, EAAai, EAFsc). Par
ailleurs I’extrait acétate d’éthyle de la partie tige de 1’espéce Satureja calamintha
(EATsc) contient seulement des anthocyanidines et des saponosides triterpéniques. En
outre les extraits éthanoliques des différentes parties de la plantes Satureja calamintha
(EEAsc, EEFsc, EETsc) sont riches en flavonoides tel que les anthocyanidines, les
flavone et les flavonols. Concernant les saponosides on remarque leurs absences dans
les différents extraits éthanoliques. La présence des spots de coloration rose et rouge
pour I’extrait éthanolique de I’espece Ajuga iva (EEAai) montre la présence des
anthocyanidines.

Cette étude nous permis de mettre en évidence la richesse des deux plantes étudiées en

métabolites secondaires, notamment en composés phénoliques.

V. Dosage des polyphénols totaux

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des végétaux, caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau
benzénique auquel est directement lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou
engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester, hétéroside. Ils sont largement
répandus dans tous les fruits et les Iégumes. Ces composés sont présents dans toutes les
parties des plantes mais avec une répartition quantitative qui varient entre les différents
tissus, ils ont caractérisé par leur effet antioxydant, effet protecteur contre I’apparition

de certain cancer [99].

29



Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par la méthode colorimétrique en
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu [100], Ce dosage est basé sur la quantification de la

concentration totale de groupements hydroxyles présents dans 1’extrait.

V.1. Principe

L’ensemble des composés phénoliques de D’extrait est oxydé par le réactif de
FolinCiocalteu. Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) qui est réduit, lors de
I’oxydation des phénols en mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgOaso) et de
molybdeéne (MogO23). La coloration bleue produite de 1’oxydation possede une
absorption maximale a 765 nm. Les phénols sont estimés par une spectroscopie UV
dont I’acide gallique est utilis¢ comme un standard a une longueur d’onde A =765 nm.
V.2. Protocole expérimentale

4+ Préparation des solutions d’acide gallique :

Les solutions d’acide gallique a différentes concentrations (allant de 0.125 jusqu’a
0.0156 mg/ml) ont été préparé a partir d’une solution mere de concentration 0.5 mg/ml
solubilisé dans le méthanol.

On introduit 1 ml de chaque dilution dans des tubes a essais secs ; on lui ajoute 5 ml
d’eau distillé et 0.5 ml de réactif de Folin-ciocalteu dans chaque tube ; on agite
vigoureusement puis on laisse agir 5 min avant d’ajouter 4 ml de carbonate de sodium
NaxCO3 2 7.5%.

Apres 1 heure d’incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumiére, on lit les
absorbances a partir de spectrophotometre UV-visible a 765 nm.

Le blanc est représenté par I’eau distillée additionné du Folin-ciocalteu, et de carbonate
de sodium.

4+ Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique :

Les absorbances de différentes concentrations de 1’acide gallique a 765 nm sont
mesurées a 1’aide d’un spectrophotometre UV. Les résultats obtenus sont résumés dans

le tableau suivant :

Tableau 07 : Absorbance de la gamme de concentration d’acide gallique

Concentration (mg/ml) 0 0.0156 0.0313 0.0625 0.125

Absorbance 0.027 0.065 0.09 0.19 0.35
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La courbe d’étalonnage de ’acide gallique est représentée comme étant la variation de
I’absorbance en fonction de la concentration.

0,4

0,35 y=2,6223x+0,0215
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Figure 06 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

4+ Préparation des solutions des extraits :

Dans un premier temps, nous avons préparé une solution d’extrait de plante par

dissolution de 2 mg de I’extrait dans 1 ml de méthanol et 6.5 ml d’eau distillé.

Ensuite, 1 ml de la solution mere est prélevé et introduit dans un tube sec, Puis 0.5ml

de réactif de Folin-Ciocaltu et 5 ml d’eau distillée sont ajoutés. Apres 05 minutes 4 ml

de carbonate de Na sont ajoutés également.

Enfin, aprés incubation pendant une 1 heure, I’absorbance est mesurée a 1’aide d’un

spectrophotometre UV-Vis.

Ce dosage a été réalisé pour les extraits éthanoliques et les extraits acétate d’éthyles

pour les différentes parties des deux plantes Satureja calamintha et Ajuga iva.

La teneur en polyphénols de ces extraits a été calculée on se référant a la courbe

d’¢étalonnage obtenu en utilisant 1’acide gallique comme standard.

Les résultats obtenus ont été exprimés en milligrammes equivalent d’acide gallique par

gramme de I’extrait (mg EAG/g d’extrait) en appliquant la formule suivante:
C=c*V)/m

C: La teneur en phénols totaux (mg EAG/g d’extrait).

c¢: La concentration de I’extrait équivalent a 1’acide gallique établie a partir de la courbe

d’étalonnage (mg/ml).

V: Volume de I’extrait (ml).
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Chapitre II : Etude phytochimique des extraits des deux plantes Satureja
Calamintha et Ajuga Iva

m: Le poids sec d’extrait (g).

V.3.Teneur en polyphénols totaux des extraits d’acétate d’éthyles

Les résultats obtenus du dosage des polyphénols totaux des 4 extraits acétate d’éthyle
(EAAsc, EAFs., EATs., EAA.i) sont regroupés dans le tableau 07 et représentés sur
I’histogramme ci-dessous :

Tableau 08 : Teneur en polyphénols totaux existant dans les extraits acétate d’éthyle

Extrait Teneurs en polyphénols (mg/g)
EAAsc 11.5
EAF;c 15
EATsc 11.5
EAA.i 12

I 15
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Figure 07 : Histogramme de la teneur en polyphénols toutaux des extraits acétate
d’éthyle.
D’aprés les résultats obtenus nous pouvons constater que I’extrait acétate d’éthyle de
partie feuille de la plante Satureja calamintha (EAF;.) est plus riche en polyphénols
totaux que les extraits acétate d’éthyle de la partie aérienne (EAAsc) et des tiges (EATs)
de la méme plante.
Les extraits acétate d’éthyle de la partie aérienne et des tiges de 1’espece Satureja

calamintha contient la méme quantité des composés phénoliques.
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Chapitre II : Etude phytochimique des extraits des deux plantes Satureja
Calamintha et Ajuga Iva

En outre I’extrait de la partie aérienne de 1’espece Ajuga iva (EAA.) montre la
présence d’une quantité légerement plus élevée en polyohénols que celle présente dans

la partie aérienne de I’espéce Satureja calamintha (EAA).

V.4. Teneur en polyphénols totaux des extraits éthanoliques
Les résultats obtenus du dosage des polyphénols totaux des 4 extraits éthanoliques
(EEAs., EEFs., EETs., EEA.i) sont regroupés dans le tableau 08 et représentés sur

I’histogramme ci-dessous :

Tableau 09 : Teneur en polyphénols totaux existant dans les extraits éthanoliques

Extrait Teneurs en polyphénols (mg/g)
EEA 11

EEF. 9.5

EET;c 8

EEA4 7.5

9,5

EEAsc EEFsc EETsc EEAai

Teneurs en polyohénols (mg/g)

Extraits

Figure 08 : Histogramme de la teneur en polyphénols totaux des extraits
éthanoliques.
D’apres les résultats obtenus nous pouvons déduire que 1’extrait éthanolique de partie
aérienne de la plante Satureja calamintha (EEAs:) contient la teneur la plus élevée (11
mg/gAG) en polyphénols totaux et que 1’extrait éthanolique de Ajuga iva renferme la

teneur la plus faible (7.5 mg/gAQG).
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Chapitre II : Etude phytochimique des extraits des deux plantes Satureja
Calamintha et Ajuga Iva

Cependant 1’extait feuilles (EEFs.) est plus riche en polyphénols que I’extrait tiges

(EETsc) de I’espece Satureja calamintha.

V.5. Comparaison des teneurs en polyphénols totaux des différents extraits

Pour une étude comparative entre les extraits acétate d’éthyles et les extraits
¢thanoliques obtenus a partir de 1’extraction de différentes parties des deux plantes
étudiées nous avons représenté les teneurs en polyphénols totaux de ces extraits sur

I’histogramme ci-dessus.
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115 14 11,5 2
9,5
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EAAsc EEAsc  EAFsc EEFsc EATsc EETsc EAAai EEAai
Extraits

Teneurs en polyphénols mg/ml

Figure 09 : Histogramme des teneurs en polyphénols des extraits acétate d’éthyle et

éthanoliques des différentes parties des deux plantes.

L’analyse quantitative de la teneur en polyphénols totaux par la méthode de Folin-
ciocalteu montre la présence de quantités importantes de substances phénoliques pour
les extraits acétate d’éthyles par rapport aux extraits éthanoliques et cela pour tous les
extraits étudiés.

La teneur la plus faible est enregistré pour 1’extrait éthanolique de la partie aérienne de
la plante Ajuga iva, Alors que la teneur la plus élevée est enregistré pour I’extrait acétate

d’éthyle des feuilles de I’espéces Satureja calamintha.
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D’une maniére générale, les teneurs en polyphénols totaux des extraits varient non
seulement d’une plante a une autre mais également d’une partie de plante a une autre,
Cette variation dépend des parametres de 1’extraction solide-liquide, la température,
ainsi que du solvant d’extraction utilisé

Pour une étude plus poussée de la composition chimique de 1’extrait contenant la teneur
la plus €levée en composés phénoliques (EAFs), nous avons soumis cet extrait 2 une

séparation par chromatographie sur colonne de gel de silice.

VI. Séparation par chromatographie sur colonne

VI.1. Principe

La chromatographie sur colonne est une méthode de séparation des constituants d’un
mélange par migration dans un dispositif basé sur le phénomene d’adsorption, dont les
molécules sont entrainées vers le bas de la colonne a des vitesses variables, selon leur
affinité pour 1’adsorbant et leur solubilit¢ dans 1’éluant, ce dispositif est constitué de
deux phases : La phase stationnaire polaire (gel de silice) ayant des groupements
silanols (Si-OH) en surface avec une phase mobile liquide apolaire. Les substances sont
alors éluées en sens inverse de leur polarité propre. Les composants peu polaires ont
une plus grande affinité pour la phase mobile et sont donc élués rapidement.
Inversement les solutés polaires ont une plus grande affinité pour la phase stationnaire

et sont élués lentement [101].

VI.2. Fractionnement de D’extrait acétate d’éthyle feuilles de I’espéce Satureja
calamintha (EAFsc) :

Afin de mieux connaitre la composition chimique de 1’extrait le plus riche en composés
phénoliques (EAF), nous avons procédé au fractionnement de cet extrait sur une
colonne de gel de silice (marque de gel silice).

L’extrait qui pése 1g est déposé sur une colonne de gel de silice et €luée en gradient de
polarité par le systtme de solvant (n-hexane/Acétone). Des fractions de 50 ml sont
recueillies et analysées par chromatographie sur couche mince CCM en utilisant divers
systémes d’¢élution.

Les plaques CCM sont examinées sous UV, puis révélés par une solution sulfurique
d’anisaldéhyde. Les fractions similaires sont réunies et évaporées. En fin, ce

fractionnement a conduit a I’obtention de 10 fractions.
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Chapitre II : Etude phytochimique des extraits des deux plantes Satureja

Calamintha et Ajuga Iva

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 10 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de gel de

silice de I’extrait acétate d’éthyle de la partir feuille de I’espece Satureja calamintha

(EAFs).
Fraction Systéme d’éluant Observations

F; (n-Hexane/Acétone) (95/5) 2 composés séparables

F> (n-Hexane/Acétone) (95/5) 3 composés séparables,
mais faible quantité

F; (n-Hexane/Acétone) (95/5) 5 composés inséparables

F4 (n-Hexane/Acétone) (95/5) 6 composés inséparables

Fs (n-Hexane/Acétone) (80/20) 6 composés inséparables

Fe (n-Hexane/Acétone) (80/20) Trainée

F; (n-Hexane/Acétone) (60/40) Meélange non traité, faible

quantité

Fs (n-Hexane/Acétone) (60/40) 5 composés inséparables

Fo (n-Hexane/Acétone) (60/40) Mélange complexe

Fio M¢éthanol -

Figure 10 : Les chromatogramme des fractions.

VI.3. Séparation de la fraction F1 par CCM préparative :

La plaque CCM analytique de la fraction Fi, issue de fractionnement de 1’extrait acétate

d’éthyle de la partie feuilles de ’espece Satureja calamintha sur colonne de gel de

silice, montre la présence de deux taches de coloration noir violacé et bleu fluorescent,

facile a

séparer.

Les conditions de la séparation sont :

Support Chromatographique : Plaque en aluminium de Gel de silice, 20 X 20
cm.

Phase mobile : n-Hexane /Acétone (95/5).

Révélateur : UV 365 nm.
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Chapitre II : Etude phytochimique des extraits des deux plantes Satureja
Calamintha et Ajuga Iva

Nous avons procédé a la séparation comme suit :

On dépose I’extrait le long de la plaque CCM a 1’aide d’un capillaire et on le laisse
sécher, Ensuite on plonge les plaques dans la cuve contenant I’¢éluant.

Apres développement on retire les plaques CCM, on les séche puis on les exposés au
UV pour limiter les zones de différents produits.

Ensuite, chaque produit est gratté séparément a 1’aide d’une spatule puis dissout dans
le méthanol. Enfin, la filtration de chaque produit suivi d’une évaporation de solvant,

nous a permis de séparer deux produits C; et Ca.

VI1.4. Purification des composés séparés Ci et C2
Afin de vérifier la pureté des deux composés séparés, nous avons effectués une analyse

par chromatographie sur couche mince.

Cette derni¢re montre la présence des impuretés dans 1’origine, ce qui nous a conduit a
purifier ces composés par chromatographie sur colonne comme suit :

Le produit est déposé sur une petite colonne de gel de silice et éluée par le systeme de
solvant (n-hexane/Acétone) (9.5/0.5). Apres analyse par CCM et révélation sous lampe
UV, nous observons la présence d’une seule tache correspond au produit pur (figure

12).

(C1) (C2)
Figure 11 : Les chromatogramme des composés séparés C; et Ca.

Pour [I’identification des deux produits purs, on réalise une analyse par

spectrophotométrie UV-Vis.
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VL.5. Détermination de la structure des composés Ci et C2

VIL.5.1. Caractérisation des composés C1 et C2

En premier lieu, nous avons mesuré les Rt et noté la coloration des composés isolés
sous la lampe UV, ainsi que les résultats de la réaction avec le KOH.

Nous rappelons que les solutions contenant des flavonoides donnent avec le réactif de
potasse alcoolique (KOH) la couleur jaune.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau suivant :

Tableau 11: Quelques caractéristiques des composés C; et Coa.

Composé | Rt Couleur sous UV | Réaction de
coloration par KOH

Ci 0.47 Violet +

C 0.81 Jaune +

D’aprés ces résultats nous pouvons déduire que ces deux composés sont des
flavonoides.

VL.5.2. Analyse par spectrophotométrie UV-Vis :

La spectroscopie UV-Vis constitue une technique trés importante utilisée pour
déterminer la structure chimique des flavonoides.

Les flavonoides sont capables d’absorber sélectivement une partie de la lumiere, les
fonctions chimiques responsables de cette absorption sont dites chromophores. Les
groupements chimiques comme 1’hydroxyle et le méthoxyle sont susceptibles de
modifier la couleur de base donnée par le chromophore.

Chaque composant flavonique a un spectre d’absorption spécifique au milieu
alcoolique (méthanol). Il donne deux bandes d’absorption principale bande I et bande
II.
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Bande I: apparaissant entre 320 et 380 nm est attribuée a la forme résonance

cynnamoyle.

Bande II : apparaissant entre 240 et 280 nm est attribuée a la forme résonance

benzoyle.

Tableau 12 : Déplacements des maximums des bandes 1 et 2 remarqués dans le

méthanol des principales classes de flavonoides [102].

Bande 2 (nm) | Bande 1 (nm) | Type de flavonoides
250-280 310-350 Flavone
250-280 330-360 Flavonol "3-OR"
250-280 350-385 Flavonol "3-OH"
245-275 310-330 Isoflavone
275-295 330-300 Flavanone ou

dihydroflavonol
230-270 340-390 Chalcone
230-270 380-430 Aurone
270-280 465-560 Anthocianydine ou
anthocianyne

+ Données spectrales du composé C1

Le spectre du produit C; enregistré dans le méthanol montre deux bandes maximales a

330 nm et 250 nm caractéristiques aux flavones ou flavonol substitué en position 3.

3.00 lﬁw
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Figure 12 : Spectre UV du produit C;
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+ Données spectrales du composé C2
Le spectre du produit C; enregistré dans le méthanol présente deux bandes maximales

a 340 nm et 250 nm caractéristiques aux flavonol avec OH libre.

2500

250 nm
340 nm

1.000

-0.500+— Y ! ,
150,10 NN 0 aca n

Figure 13 : Spectre UV du produit C;

En conclusion, bien que la spectrophotométrie UV-Visible nous a donné des
informations sur la nature des produits isolés, d’autres analyses spectrales RMN'H,
RMN!C, spectroscopie de masse... sont indispensable pour établir les structures

chimiques de ces deux composés.
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I. Détermination de I’activité antioxydante par la méthode de DPPH :

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’ oxydation.
Les antioxydants naturels les plus connus sont le -caroténe (provitamine A), 1’acide
ascorbique (vitamine C) et la vitamine E.

La plupart des antioxydants de syntheése (BHT, BHA) ou d’origine naturelle posseédent
des groupes hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes
sont attribuées, a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels

que les radicaux hydroxyles (OHe) et superoxydes (O:") [103].

L.1. Principe du test de DPPH

La méthode de pié¢geage du radical libre DPPH (le 2,2’-Diphényle-1-picrylhydrazyl)
est basée sur la réduction de ce radical en présence d’un antioxydant donneur
d’hydrogene ou d’¢électron, la forme non radicalaire est formée (le 2,2’-Diphényle-1-
picrylhydrazine) DPPH-H.

La réduction du radical libre (DPPH) par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie UV, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm [104].
Dans ce test les antioxydants réduisent le 2,2-diphényl-1-pichydrazyl ayant une couleur
violette en un composé jaune (figure), Le DPPH se décolore lorsque 1’électron
célibataire s’apparie. Cette décoloration est représentative de la capacité des composés
phénoliques a piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités

enzymatiques.

N O,N NH—N
z : Antloxydant Z :

DPPH-H
DPPH'+ AH ——— DPPH-H

Figure 14 : Réaction d’un antioxydant donneur d’hydrogéne avec le radical DPPHe.
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L’¢évaluation de I’activité antioxydante en utilisant la méthode de DPPH est exprimée
en pourcentage selon la relation suivante :
% d’inhibition= [(Abs t — Abs e) / Abs t] x 100

Abs t : Absorbance du témoin négatif.
Abs e : Absorbance de I’échantillon testé.
Les pourcentages d’inhibition ainsi déterminés, nous permettent de calculer la valeur

du parametre ICsp (concentration d’inhibitrice de 50 %) ou CEso (concentration
efficace) qui représente la concentration de la substance nécessaire pour diminuer 50%
des radicaux libres dans le milieu réactionnel.
Nous pouvons déduire ’activité antiradicalaire (ARP) de nos extraits en calculant
I’inverse des valeurs des ICso trouvées.

ARP = 1/1Cso
ARP : Puissance antiradicalaire.
ICso : Concentration de 1’extrait nécessaire pour réduire a 50% la concentration initiale

du radical DPPH.

I.2. Protocol expérimental

4+ Préparation de la solution de DDPH :

Une solution méthanolique de 0.004% de DPPH a été préparé fraichement avec 4 mg

de DPPH dissout dans 100 ml de méthanol.

4+ Préparation des échantillons :

Au premier lieu, on prépare une solution a partir de la dissolution de 5 mg de I’extrait
dans 1 ml de méthanol. Cette solution dite solution mere, subit par la suite des dilutions

pour en avoir différentes concentrations allant de 0.1 a 5 mg/ml.

4+ Préparation de la solution d’acide ascorbique :

Cette solution est Préparée par dissolution de 50 mg de 1’acide ascorbique (vitamine C)
dans 10 ml de méthanol. Ensuite des dilutions sont réalisés, a partir de la solution mere,
pour en avoir différentes concentrations de [’ordre de milligramme par ml.

L’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que 1’échantillon testé.
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4+ Mise en ceuvre du test de DPPH :

On introduit 1 ml de chaque solution de I’extrait a étudié dans un tube a essai sec, et on
lui ajoute 2 ml de la solution méthanolique de DPPH. Apres agitation, les tubes sont
placés a I’obscurité et a la température ambiante pendant 30 minutes. Pour chaque
concentration, le test est répété 3 fois. L’absorbance est mesurée a 517 nm a I’aide d’un
spectrophotometre UV-visible.

Pour chaque dilution : le blanc est représenté par le méthanol et le témoin négatif est
compos¢ d’un mélange de 2 ml de la solution de DPPH avec 1 ml de méthanol.

Le témoin positif est représenté par une solution méthanolique de 1’acide ascorbique (la

vitamine C).

L.3. Résultats de ’activité antioxydante testée par la méthode du DPPH :
L’activité antioxydante des extraits acétate d’éthyle et éthanoliques des deux espéce
Satureja calamintha et Ajuga iva vis-a-vis du radical libre DPPH a été évaluée par
spectrophotométrie UV-Vis, en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par
son passage de la couleur violette a couleur jaune pale mesurable a 517 nm. Le virage
vers cette coloration et l’intensité de cette coloration dépend de la nature, la
concentration et la puissance de la substance antiradicalaire.

Les différentes concentrations, les absorbances et les pourcentages d’inhibitions des
extraits acétate d’éthyle, éthanoliques et du standard pour chaque partie des plantes
étudiées (partie aérienne, feuilles et tiges pour Satureja calamintha et la partie aérienne

pour Ajuga iva ) sont regroupés dans des tableaux et représentés par histogrammes.

1.3.1. Détermination de I’activité antioxydante des extraits de la partie aérienne de
Satureja calamintha :

Les résultats de I’étude de I’activité antioxydante des extraits acétate d’éthyle et
éthanolique de la partie aérienne de I’espece Satureja calamintha sont regroupés dans

le tableau suivant :
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Tableau 13 : Variation des absorbances et des pourcentages d’inhibition de radical
libre DPPH en fonction de différentes concentrations des extraits EAAsc. , EEAsc et du

standard.

Concentration | 0.1 0.125 /1 0.25 |04 0.5 1 2 4 5
(mg/ml)

EAAsc | Abs 0.522 1 0.483 | 0.352 | 0.243 | 0.122 | 0.032 | 0.003 | + +

% Inh | 18.44 | 24.53 | 45 62.03 | 80.93 | 95 99.53 | + +

EEAsc | Abs 0.604 | 0.589 | 0.493 | 0.350 | 0.332 | 0.120 | 0.026 | 0.016 | 0.011

% Inh | 5.62 |7.97 | 2297 |45.31|48.13 | 81.26 | 95.93 | 97.50 | 98.28

Vit. C | Abs 0.314 | 0.286 | 0.175 | 0.127 | 0.084 | 0.062 | 0.056 | 0.042 | 0.032

% Inh | 46.24 | 51.19 | 70.13 | 80.16 | 85.66 | 89.41 | 90.44 | 92.83 | 94.53

La variation du pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH avec les différentes
concentrations pour les extraits acétate d’éthyle et éthanolique de la partie aérienne de

Satureja calamintha est illustrée par la figure ci-dessous :

120
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EAA sc EEA sc Vit C

Figure 15 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH, en fonction de
différentes concentrations des extraits EAAs., EEAq et du standard.

Les valeurs de ICso et de I’activité antiradicalaire ARP de ces extraits, sont indiquées

dans le tableau 14 et représentés sous forme d’histogramme dans la figure 16.

Composés ICs0 (mg/ml) ARP
EAAs 0.35 2.86
EEA;. 0.61 1.64
Vit C 0.12 8.33
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Chapitre III : Détermination de ’activité antioxydante des extraits des deux
plantes Satureja Calamintha et Ajuga Iva. Etude de I’effet de synergie

Tableau 14 : Les valeurs de I’ICs0 et ’ARP des extraits EAAs. , EEAsc et du standard

(la vitamine C).
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Figure 16 : Histogramme de I’ICso et ’ARP des extraits EAAs., EEAsc et de la Vit C.
Les résultats obtenus montrent que les extraits acétate d’éthyle et éthanolique de la
partie aérienne de Satureja calamintha (EAAs. , EEAs) posseédent un pouvoir
antioxydant et antiradicalaire nettement inférieur a celle de la Vitamine C et que
I’extrait acétate d’éthyle présente une activité antioxydante plus élevée que celle de
I’extrait éthanolique de cette plante.

1.3.2. Détermination de I’activité antioxydante des extraits des feuilles de I’espéce
Satureja calamintha :

Les résultats de I’étude de I’activité antioxydante des extraits acétate d’éthyle et
éthanolique des feuilles de 1’espece Satureja calamintha sont regroupés dans le tableau
suivant :

Tableau 15 : Variation des absorbances et des pourcentages d’inhibition de radical
libre DPPH en fonction de différentes concentrations des extraits EAFs. , EEFs. et du
standard.

Concentration | 0.1 0.125 { 0.25 |04 0.5 1 2 4 5
(mg/ml)

EAF;. | Abs 0.466 | 0.43 |0.289 | 0.118 | 0.079 | 0.013 | 0.004 | + +

% Inh | 27.18 | 32.28 | 54.84 | 81.56 | 87.96 | 97.96 | 99.37 | + +

EEF;. | Abs 0.387 | 0.367 | 0.255 | 0.211 | 0.055 | 0.051 | 0.027 | 0.021 | 0.018

% Inh | 39.53 | 42.65 | 60.16 | 67.03 | 91.41 | 92.03 | 95.78 | 96.72 | 97.19

Vit C | Abs 0.314 | 0.286 | 0.175 | 0.127 | 0.084 | 0.062 | 0.056 | 0.042 | 0.032

% Inh | 46.24 | 51.19 | 70.13 | 80.16 | 85.66 | 89.41 | 90.44 | 92.83 | 94.53
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La variation du pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH avec les différentes
concentrations pour les extraits acétate d’éthyle et éthanolique des feuilles de 1’espece

Satureja calamintha est schématisée ci-dessous :
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Figure 17 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH, en fonction de

différentes concentrations des extraits EAF;. , EEF;. et du standard.

Les valeurs de ICsp et de 1’activité antiradicalaire ARP de ces extraits, sont indiquées
dans le tableau 16 et représentés sous forme d’histogramme dans la figure 18.

Tableau 16 : Les valeurs de 1’ICsp et I’ARP des extraits EAFs. , EEF; et du standard

(la vitamine C).

Composés ICs0 (mg/ml) ARP
EAF;. 0.22 4.55
EEF,. 0.17 5.88
Vit C 0.12 8.33
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Figure 18 : Histogramme de 1’ICso et I’ARP des extraits EAFs., EEFs et de la Vit C.

D’aprés ces résultats, nous pouvons déduire que les extraits EAFsc et EEFsc présentent

une activité antioxydante trés importante et que I’extrait EEFsc posséde une activité

antiradicalaire plus élevée par rapport a I’extrait EAFsc.

1.3.3. Détermination de I’activité antioxydante des extraits des tiges de ’espéce

Satureja calamintha :

Les résultats de I’étude de I’activité antioxydante des extraits acétate d’éthyle et

éthanolique des tiges de 1’espece Satureja calamintha sont regroupés dans le tableau

suivant :

Tableau 17 : Variation des absorbances et des pourcentages d’inhibition de radical

libre DPPH en fonction de différentes concentrations des extraits EATs., EETsc et du

standard.
Concentration | 0.1 0.125 | 0.25 | 04 0.5 1 2 4 5
(mg/ml)
EATs. | Abs 0.599 | 0.558 | 0.530 | 0.453 | 0.373 | 0.300 | 0.085 | 0.0525 | 0.031
% Inh | 8.75 | 12.81 | 17.18 | 29.21 | 41.71 | 53.12 | 86.71 | 91.79 | 95.15
EETs. | Abs 0.59 |0.551 | 0.473 [ 0.352 | 0.309 | 0.151 | 0.022 | 0.006 +
% Inh | 12.66 | 12.81 | 26.09 | 45 51.72 | 76.41 | 96.56 | 99.06 +
VitC | Abs 0.314 | 0.286 | 0.175 | 0.127 | 0.084 | 0.062 | 0.056 | 0.042 | 0.032
% Inh | 46.24 | 51.19 | 70.13 | 80.16 | 85.66 | 89.41 | 90.44 | 92.83 | 94.53
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La variation du pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH avec la concentration

pour les extraits acétate d’éthyle et éthanolique des feuilles de I’espéce Satureja

calamintha est illustrée par la figure ci-dessous :
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Figure 19 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH, en fonction de

différentes concentrations des extraits EATs., EET. et du standard .

Les valeurs de ICsp et de 1’activité antiradicalaire ARP de ces extraits, sont indiquées

dans le tableau 18 et représentés sous forme d’histogramme dans la figure 20.

Tableau 18 : Les valeurs de 1’ICsp et I’ARP des extraits EAFs. , EEF;c et du standard

(la vitamine C).

Composés ICs0 (mg/ml) ARP
EATs 0.82 1.22
EET,. 0.47 2.13
Vit C 0.12 8.33
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Figure 20 : Histogramme de 1’ICso et ’ARP des extraits EATs., EETs et de la Vit C.

Les deux extraits EATsc , EETsc testés par la méthode de piégeage de radical libre
DPPH présent une faible activité antiradicalaire par rapport a la vitamine C.
L’extraits EET. présent une activité antioxydante plus élevée que celle de I’extrait

EATs..

1.3.4. Détermination de I’activité antioxydante des extraits de la partie aérienne de
Ajuga iva.

Les résultats de I’étude de I’activité antioxydante des extraits acétate d’éthyle et
¢thanolique de la partie aérienne de 1’espece Ajuga iva sont regroupés dans le tableau
suivant :

Tableau 19 : Variation des absorbances et des pourcentages d’inhibition de radical
libre DPPH en fonction de différentes concentrations des extraits EAA. , EEA, et du

standard.

Concentration | 0.1 0.125 | 0.25 |04 0.5 1 2 4 5
(mg/ml)

EAA, | Abs 0.584 | 0.545 | 0.543 | 0.531 | 0.453 | 0.3 0.085 | 0.052 | 0.031

% Inh | 875 |14.84 | 15.15 | 17.03 | 29.21 | 53.12 | 86.71 | 91.87 | 95.15

EEA. | Abs - - - - - 0.543 | 0.423 | 0.249 | 0.190

% Inh |- - - - - 15.15 | 33.91 | 61.09 | 70.31

VitC | Abs 0.314 | 0.286 | 0.175 | 0.127 | 0.084 | 0.062 | 0.056 | 0.042 | 0.032

% Inh |46.24 | 51.19 | 70.13 | 80.16 | 85.66 | 89.41 | 90.44 | 92.83 | 94.53




La variation du pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH avec la concentration

pour les extraits acétate d’éthyle et éthanolique de la partie aérienne de Ajuga iva est

schématisée ci-dessous :
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Figure 21 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH, en fonction de différentes

concentrations des extraits EAA.i, EEAy et du standard .

Les valeurs de ICsp et de 1’activité antiradicalaire ARP de ces extraits, sont indiquées

dans le tableau 20 et représentés sous forme d’histogramme dans la figure 22.

Tableau 20 : Les valeurs de 1I’ICsp et I’ARP des extraits EAA.i , EEA, et du standard

(la vitamine C).

Composés ICs0 (mg/ml) ARP
EAAui 0.84 1.19
EEA.i 3.05 0.32
Vit C 0.12 8.33
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Figure 22 : Histogramme de 1I’ICso et ’ARP des extraits EAA.i, EEAaiet de la Vit C.

Les résultats obtenus de I’étude de 1’activité antioxydante des extraits de I’espece Ajuga

iva (EAA.i, EEA,) par rapport a la vitamine C, montre que ces extraits ont un pouvoir

antiradicalaire faible, en plus particuliérement, 1’extrait éthanolique (EEA.; ).

1.3.5. Comparaison de P’activité antioxydante des extraits Acétate d’éthyle de la

partie aérienne, feuilles et tiges de I’espéce Satureja calamintha.

Les résultats de I’étude de ’activité antioxydante des extraits acétate d’éthyle de la

partie aérienne,feuilles et tiges de I’espece Satureja calamintha sont regroupés dans le

tableau suivant :

Tableau 21 : Variation des absorbances et des pourcentages d’inhibition de radical

libre DPPH en fonction de différentes concentrations des extraits EAAs., EAF., EATs.

Concentration | 0.1 0.125 |1 0.25 |04 0.5 1 2 4 5
(mg/ml)
EAA;: | Abs 0.522 | 0.483 | 0.352 | 0.243 | 0.122 | 0.032 | 0.003 | + +
% Inh | 18.44 | 24.53 | 45 62.03 | 80.93 | 95 99.53 | + +
EAF,. | Abs 0.466 | 0.43 |0.289 | 0.118 | 0.079 | 0.013 | 0.004 | + +
% Inh |27.18 | 32.28 | 54.84 | 81.56 | 87.96 | 97.96 | 99.37 | 99.4 +
EATs. | Abs 0.599 | 0.558 | 0.530 | 0.453 | 0.373 | 0.300 | 0.085 | 0.0525 | 0.031
9% Inh | 8.75 | 12.81 | 17.18 | 29.21 | 41.71 | 53.12 | 86.71 | 91.79 | 95.15

51




La variation du pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH avec la concentration
pour les extraits acétate d’éthyle de différentes parties de I’espece Satureja calamintha
est représentée sur la figure ci-dessous :
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Figure 23 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH, en fonction de

différentes concentrations des extraits EAAs., EAFs., EATs..

Les valeurs de ICsp et de 1’activité antiradicalaire ARP de ces extraits, sont indiquées
dans le tableau 22 et représentés sous forme d’histogramme dans la figure 24.

Tableau 22 : Les valeurs de I’'ICsp et I’ARP des extraits EAAsc, EAFs., EATs.

Composés ICso (mg/ml) ARP
EAA 0.35 2.86
EAF;. 0.22 4.55
EAT,. 0.82 1.22
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Figure 24 : Histogramme de I’ICso et I’ARP des extraits EAA, EAF., EATc
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D’aprées ces résultats, nous pouvons constater que I’extrait des feuilles (EAFsc) posséde

I’activité antiradicalaire la plus élevée, suivi de I’extrait de la partie aérienne (EAAsc)

et que I’extrait des tiges présente 1’activité la plus faible.

1.3.6. Comparaison de I’activité antioxydante des extraits éthanoliques de la partie

aérienne, feuilles et tiges de I’espéce Satureja calamintha.

Les résultats de I’étude de I’activité antioxydante des extraits éthanoliques de la partie

aérienne, feuilles et tiges de I’espece Satureja calamintha sont regroupés dans le tableau

suivant :

Tableau 23 : Variation des absorbances et des pourcentages d’inhibition de radical

libre DPPH en fonction de différentes concentrations des extraits EEA., EEFs., EET..

Concentration | 0.1 0.125 |1 0.25 | 0.4 0.5 1 2 4 5
(mg/ml)
EEAs. | Abs 0.604 | 0.589 | 0.493 | 0.350 | 0.332 | 0.120 | 0.026 | 0.016 | 0.011
% Inh | 5.62 797 |2297 | 4531 | 48.13 | 81.25|95.93 | 98.28 | +
EEFs. | Abs 0.387 |0.367 | 0.255 | 0.211 | 0.055 | 0.051 | 0.027 | 0.021 | 0.018
% Inh | 39.53 |42.65|60.16 | 67.03 | 91.41 | 92.03 | 95.78 | 96.72 | 97.19
EETs. | Abs 0.59 0.551 | 0.473 | 0.352 | 0.309 | 0.151 | 0.022 | 0.006 | +
% Inh | 12.66 | 12.81 | 26.09 | 45 51.72 | 76.41 | 96.56 | 99.06 | +
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La variation du pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH avec la concentration
pour les extraits éthanoliques de la partie aérienne, feuilles et tiges de I’espece Satureja

calamintha est illustré par la figure ci-dessous :
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Figure 25 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH, en fonction

de différentes concentrations des extraits EEAs., EEFs. , EETs..

Les valeurs de ICsp et de 1’activité antiradicalaire ARP de ces extraits, sont indiquées

dans le tableau 24 et représentés sous forme d’histogramme dans la figure 26.

Tableau 24 : Les valeurs de I’'ICsp et I’ARP des extraits EEAs., EEFs., EET..

Composés ICso (mg/ml) ARP
EEA. 0.61 1.64
EEF;. 0.17 5.88
EET,. 0.47 2.13




Chapitre I1I : Détermination de P’activité antioxydante des extraits des deux
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Figure 26 : Histogramme de I’ICso et I’ARP des extraits EEAgc, EEFs., EETsc

Les résultats obtenus de la comparaison de I’activité antioxydante entre les extraits
¢thanoliques de différentes parties de 1’espéce Satureja calamintha, nous ont permis de
déduire que I’extrait des feuilles (EEFsc) présente 1’activité la plus puissante par rapport

aux autres extraits.

1.3.7. Comparaison de P’activité antioxydante des extraits acétate d’éthyle de la
partie aérienne des deux espeéces Satureja calamintha et Ajuga iva.

Les résultats de I’étude de ’activité antioxydante des extraits acétate d’éthyle de la
partie aérienne des deux especes Satureja calamintha et Ajuga iva sont regroupés dans

le tableau suivant :

Tableau 25 : Variation des absorbances et des pourcentages d’inhibition de radical

libre DPPH en fonction de différentes concentrations des extraits EAAg., EAA.; .

Concentration | 0.1 0.125 | 0.25 | 04 0.5 1 2 4 5

(mg/ml)

EAAs. | Abs 0.522 | 0.483 | 0.352 | 0.243 | 0.122 | 0.032 | 0.003 | + +
% Inh | 18.44 | 24.53 | 45 62.03 | 80.93 | 95 99.53 | + +

EAA,; | Abs 0.584 | 0.545 | 0.543 | 0.531 | 0.453 | 0.3 0.085 | 0.052 | 0.031

% Inh | 8.75 | 14.84 | 15.15 | 17.03 | 29.21 | 53.12 | 86.71 | 91.79 | 95.15
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La variation du pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH avec la concentration
pour les extraits d’acétate d’éthyle de la partie aérienne des deux espéces Satureja

calamintha et Ajuga iva, est représentée sur la figure ci-dessous :
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Figure 27 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH, en fonction de
différentes concentrations des extraits EAAs., EAA,i.
Les valeurs de ICsp et de 1’activité antiradicalaire ARP de ces extraits, sont indiquées
dans le tableau 26 et représentés sous forme d’histogramme dans la figure 28.

Tableau 26 : Les valeurs de I’'ICsp et I’ARP des extraits EAAs., EAAi.

Composés ICs0 (mg/ml) ARP
EAAs 0.35 2.86
EAA.i 0.84 1.19

R

. EAAai
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0
IC50 ARP
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Figure 28 : Histogramme de I’'ICso et I’ARP des extraits EAAs, EAA.i.
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La comparaison entre les extraits d’acétate d’éthyles des deux especes étudiées montre

que la partie aérienne de I’espéce Satureja calamintha (EAAsc) présente une activité

antiradicalaire assez grande par rapport a I’extrait de la partie aérienne de 1’espece

Ajuga iva (EAAai).

1.3.8. Comparaison de P’activité antioxydante des extraits éthanoliques de la partie

aérienne des deux espéces Satureja calamintha et Ajuga iva :

Les résultats de I’étude de I’activité antioxydante des extraits éthanoliques de la partie

aérienne des deux especes Satureja calamintha et Ajuga iva sont regroupés dans le

tableau suivant :

Tableau 27 : Variation des absorbances et des pourcentages d’inhibition de radical

libre DPPH en fonction de différentes concentrations des extraits EEAs. , EEA,;.

Concentration | 0.1 0.125 | 0.25 |04 0.5 1 2 4 5

(mg/ml)

EEAs. | Abs 0.604 | 0.589 | 0.493 | 0.350 | 0.332 | 0.120 | 0.026 | 0.016 | 0.011
9% Inh | 5.62 | 797 |22.97 |45.31 | 48.13 | 81.25 | 95.93 | 98.28 | -

EEA. | Abs - - - - - 0.543 | 0.423 | 0.249 | 0.190
% Inh | - - - - - 15.15 1 33.91 | 61.09 | 70.31

La variation du pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH avec les différentes

concentrations pour les extraits éthanoliques de la partie aérienne des deux especes

Satureja calamintha et Ajuga iva, est représentée ci-dessous :
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Figure 29 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH, en fonction de

différentes concentrations des extraits EEAs., EEA.i.

Les valeurs de ICsp et de I’activité antiradicalaire ARP de ces extraits, sont indiquées

dans le tableau 28 et représentés sous forme d’histogramme dans la figure 30.

Tableau 28 : Les valeurs de I’ICso et I’ARP des extraits EAAs., EAA,.

Composés ICso (mg/ml) ARP
EEAsc 0.61 1.64
EEA. 3.05 0.32
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Figure 30 : Histogramme de I’ICso et I’ARP des extraits EEA, EEA,; .

58
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Le profil de I’activité antiradicalaire de ces deux extraits (EEAsc et EEAai), révéle que
I’extrait éthanolique de Ajuga iva posseéde une activité antioxydante plus faible (avec
une valeur de ICso de l'ordre de 3.05 mg/ml), que celle présentée par I’extrait

éthanolique de Satureja calamintha.

En fin, ’ensemble des résultats obtenus de 1’é¢tude de ’activité antioxydante des huit
extraits préparés a partir des deux plantes, sujet de cette étude, est représenté sur

I’histogramme suivant :
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Figure 31: Histogramme de I’ARP des huit extraits.

En effet, au vu des résultats rassemblés dans 1’histogramme ci-dessus, les extraits
acétate d’éthyle et éthanolique de la partie feuilles de 1’espéce Satureja calamintha
présentent le pouvoir antiradicalaire la plus ¢élevée suivie de I’extrait acétate d’éthyle
de la partie aérienne puis de I’extrait éthanolique des tiges de la méme plante. L activité
antioxydante la plus faible est celle enregistrée pour 1’extrait éthanolique de la partie

aérienne de I’espece Ajuga iva.

Il est important de noter que la différence de I’activité antiradicalaire entre les extraits

est peut-&tre di a ’utilisation des solvants a polarité différentes. Car la polarité des
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solvants permet d’extraire des molécules polaires tel que les polyphénols glycosylés ou
hautement hydroxylés qui ont un bon pouvoir réducteur vis-a-vis le radical libre DPPH.
Bien que les extraits éthanoliques ont une quantité assez faible des polyphénols totaux
que les extraits acétate d’éthyles, mais son pouvoir antiradicalaire est bien meilleur,
cela est remarqué pour la majorité des extraits étudiés. Ce comportement peut étre
expliqué par la nature et les caractéristiques structurales des composés phénoliques

présents dans chaque extrait.

A la lumiere des résultats obtenus, on peut conclure que I’activité antioxydante et la
quantité des phénols d’un extrait sont des parameétres qui dépendent fortement du

procédé¢ d’extraction, de la nature du solvant et de sa polarité.
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I1. Etude de ’effet de synergie

De nombreuses plantes utilisées traditionnellement démontrent des effets
pharmacologiques significativement meilleurs lorsqu'elles sont combinées que sont
utilisées seuls. Cependant, le mécanisme de cette synergie est encore mal connu.

Dans cette étude, nous nous intéressons a ¢tudier I’activité antioxydante synergique de
la combinaison entre les extraits des feuilles et les extraits des tiges de I’espéce Satureja
calamintha d’un c6té et entre les extraits de la partie aérienne des deux plantes Satureja

calamintha et Ajuga iva d’un autre cOte.

IL.1. Principe
Afin de déterminer s’il existe une éventuelle synergie de I’activité antioxydante dans
ces combinaisons, les mélanges sont testés par la méthode de piégeage du radicale libre
DPPH et les résultats obtenus sont exprimés en IC pour les différentes combinaisons
des extraits vis-a-vis la dose des extraits testés isolément.
Les effets antioxydants des associations de ces extraits, sont définis par la relation
suivante :

IC = D)1/ (Dx)1 + (D)1/ (Dx)2

IC : indice de combinaison.
(D)1, (D)2 : 1a dose des extraits en combinaison.
(Dx)1, (Dx)2 : la dose des extraits.
e Addition : I'effet de 1'association des extraits est égal a la somme des

effets de chaque extrait IC =1.

e Synergie : l'effet est significativement supérieur a la somme de chaque
extrait étudié isolément IC <1.

e Antagonisme : I'association diminue l'activité. Elle est inférieure a la

somme des effets de chaque extrait pris séparément IC > 1 [105].

I1.2. Protocol expérimental

Nous avons adopté le méme protocole expérimental utilisé dans la détermination de
I’activité antioxydante des extraits seuls.

Les solutions meres des mélanges des extraits suivants : (EAAsc + EAA,) ; (EEAsc +
EEAai) ; (EAFSc + EATSc) et (EEFSc + EETSc) sont préparés dans le méthanol a un
ratio (1 :1). Des dilutions sont préparées pour obtenir des concentrations allant de 0.1

a4 mg/ml.
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I1.3. Détermination de ’activité antioxydante des mélangés de différentes parties
de I’espéce Satureja calamintha

Les résultats de 1’¢tude de I’activité antioxydante des mélanges des extraits des feuilles
et des extraits des tiges de 1’espece Satureja calamintha, pour les extraits d’acétate
d’éthyles d’un coté et les extraits éthanoliques d’un autre c6té, sont regroupés dans le
tableau suivant :

Tableau 29 : Variation des absorbances et des pourcentages d’inhibition de radical
libre DPPH en fonction de différentes concentrations des extraits (EAFs+EATsc), (
EEFs+EETs. ).

Concentration 0.1 0.1250.25 |04 0.5 1 2 4 5
(mg/ml)

EAF+EAT;: | Abs 0.827 | 0.776 | 0.637 | 0.532 | 0.476 | 0.201 | 0.041 | 0.022
% Inh | 7.80 | 13.49 | 28.99 | 40.69 | 46.93 | 77.59 | 95.43 | 97.55

+

+| +

EEF+EETs. | Abs 0.782 | 0.689 | 0.619 | 0.499 | 0.402 | 0.115 | 0.052 | 0.005
% Inh | 12.8 | 23.18 | 30.99 | 44.37 | 55.18 | 87.18 | 94.20 | 99.44

+

La variation du pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH pour les combinaisons
(EAFsc + EATsc) et (EEFsc + EETsc) de I’espece Satureja calamintha, est représentée

dans la figure ci-dessous :
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Figure 32 : Les pourcentage d’inhibition de radical libre DPPH en fonction de
différentes concentrations de extrait (EAFs+EAT;.), ( EEFsc+EETs. ).
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Chapitre I1I : Détermination de I’activité antioxydante des extraits des deux
plantes Satureja Calamintha et Ajuga Iva. Etude de I’effet de synergie

Les valeurs de ICso et de 1’activité antiradicalaire ARP de ces extraits, sont indiquées
dans le tableau 30 et représentés sous forme d’histogramme dans la figure 33.
Tableau30 : Les valeurs de I'ICso et ’ARP des extraits (EAFs+EATic),
(EEFs+EETsc).

Composés ICs0 (mg/ml) ARP
EAF+EAT,. 0.55 1.82
EEFs+EETs: 0.45 2.22

2,5

1,5

=

EEFsc+EETsc
0,5
EAFsc+EATSsc
0
IC50 ARP
M EAFsc+EATsc EEFsc+EETsc

Figure 33 : Histogramme de I’'ICso et ’ARP des extraits (EAFsc+EATsc),
(EEFsc+EETs).
D’aprés les résultats obtenus, nous pouvons conclure que I’activité antiradicalaire de la
combinaison des extraits éthanoliques de la partie feuilles avec la partie tiges de
I’espece Satureja calamintha est plus grande que celle des extraits d’acétate d’éthyles

des mémes parties.

I1.4. Détermination de D’activité antioxydante des mélangés des extraits de la
partie aérienne des deux especes Satureja calamintha et Ajuga iva

Les résultats de I’étude de I’activité antioxydante des extraits acétate d’éthyle et
éthanolique des mélanges des parties aériennes des deux especes Satureja calamintha

et Ajuga iva sont regroupés dans le tableau suivant :
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Tableau 31 : Variation des absorbances et des pourcentages d’inhibition de radical
libre DPPH en fonction de différentes concentrations des extraits (EAAs +EAA.i),
(EEAgc'i'EEAa]) .

Concentration 0.1 0.1250.25 |04 0.5 1 2 4 5
(mg/ml)

EAAs+EAA. | Abs | 0.726 | 0.714 | 0.674 | 0.626 | 0.563 | 0.431 | 0.290 | 0.07 | +

% Inh | 19.06 | 20.40 | 24.86 | 30.21 | 37.24 | 51.95 | 67.67 | 92.20 | +

EEA+EEA. | Abs | 0.804 | 0.786 | 0.666 | 0.626 | 0.354 | 0.291 | 0.178 | 0.071 | +

% Inh | 10.36 | 12.37 | 25.75 | 30.21 | 60.53 | 67.55 | 80.17 | 92.10 | +

Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par les extraits acétate d’éthyle et
éthanolique des mélanges des parties aériennes de deux espece Satureja calamintha et

Ajuga iva, est illustré par la figure ci-dessous :
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Figure 34 : Les pourcentage d’inhibition de radical libre DPPH en fonction de
différentes concentrations des extraits (EAAsc+EAA:), (EEA+EEA).

Les valeurs de ICso et de I’activité antiradicalaire ARP de ces extraits, sont indiquées

dans le tableau 32 et représentés sous forme d’histogramme dans la figure 35.
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Chapitre I1I : Détermination de I’activité antioxydante des extraits des deux
plantes Satureja Calamintha et Ajuga Iva. Etude de I’effet de synergie

Tableau 32 : Les valeurs de I'ICso et I’ARP des extraits (EAAs+EAA.),

Composés ICs0 (mg/ml) ARP
EAAsc+ EAAa 0.60 1.67
EEA + EEAy 0.44 2.27

2,5
2
1,5
1 '
EEAsc+ EEAai
0,5
EAAsc+ EAAai
0
IC50 ARP
B EAAsc+ EAAai EEAsc+ EEAai

Figure 35 : Histogramme de I’ICso et I’ARP des extraits (EAA+EAA.),
(EEAsc+EEAai).

L’étude de la combinaison des extraits de la partie aérienne des deux especes Satureja
calamintha et Ajuga iva, a montré que 1’activité antiradicalaire de I’association des
extraits éthanoliques est plus importante que celle enregistrée pour la combinaison des

extraits d’acétates d’éthyles.

IL.5. Détermination de I’effet de la combinaison des extraits :
Les résultats de 1’association des différents extraits des deux plantes étudiées ; (EAFsc
+ EATsc), (EEFsc + EETsc), (EAAsc + EAAai) et (EEAsc + EEAai) sont présentés

dans le tableau suivant.
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Tableau 33 : Les valeurs de IC et les effets de la combinaison.

Mélange IC Effet
EAF+EAT;c 3.17 Antagonisme
EEF+EETs 3.60 Antagonisme
EAAs+EAA 2.43 Antagonisme
EEA+EEA;; 0.86 Synergie

D’aprées les résultats obtenus, nous conclurons que 1’association des extraits (EAFsc +
EATsc), (EEFsc + EETsc) et (EAAsc + EAAai) a donné un effet antagonisme avec des

valeurs de I’IC supérieurs a 1, tandis que la combinaison des extraits (EEAsc + EEAai)

a donné un effet synergique par une valeur de I’IC inférieur a 1.

En conclusion, I’effet de I’association des extraits des différentes parties de la méme
plante, ainsi que 1’effet de I’association des extraits d’acétate d’éthyles des deux plantes

est antagonisme, par contre, un effet de synergie est observé pour la combinaison des

extraits éthanoliques des deux plantes Satureja calamintha et Ajuga Iva.
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Conclusion générale

Les plantes médicinales et aromatiques sont utilisées depuis longtemps comme remedes
des maladies humaines puisqu’elles contiennent des composants chimiques de valeur
thérapeutique. Selon I’OMS, plus de 80% de la population mondiale dépendent encore
de la médecine traditionnelle pour prendre soin de leur santé.

Comme nous avons mentionné au début de cette recherche, notre objectif principal était
1’étude phytochimique et 1’évaluation biologique de deux plantes de la flore Algérienne,
Satureja calamintha et Ajuga iva poussant a 1'état spontané dans la région de
Constantine.

Le dégraissage par le n-hexane suivi par I’extraction par Soxhlet des différentes parties
(aérienne, feuilles et tiges) de ’espece Satureja calamintha et la partie aérienne de
[’espece Ajuga iva, en utilisant les solvants acétate d’éthyle et I’éthanol, nous ont permis
d’obtenir des extraits avec des rendements qui différent en fonction du solvant utilisé.

L’analyse par chromatographie sur couche mince a montré la présence d’un grand
nombre de métabolites secondaires, tel que les flavonoides et les terpenes, dans nos
extraits.

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu a montré la
présence de quantité importante de substances phénoliques dans tous les extraits,
notamment dans les extraits d’acétate d’éthyles dont le taux le plus élevé est enregistré
pour I’extrait acétate d’éthyle des feuilles de Satureja calamintha (EAFs.).

Le fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle des feuilles de Satureja calamintha
(EAF;.) par chromatographie sur colonne de gel de silice, nous a mené a recueillir 10
fractions. La chromatographie sur couche mince préparative de la fraction Fi, nous a
permis d’isoler deux composés purs, qui ont été purifiés par chromatographie sur
colonne.

Grace aux réactions de caractérisations des flavonoides, ainsi que 1’analyse par
spectrophotométrie UV-Vis, nous avons pu montrer que ces deux composés possedent
la structure des flavonoides.

Les résultats de 1'activité antioxydante réalisée par la méthode de piégeage du radical
libre DPPH, ont montré que les extraits acétate d’éthyle et éthanolique de la partie
feuilles de I’espece Satureja calamintha présentent le pouvoir antiradicalaire le plus

élevé suivi de I’extrait acétate d’éthyle de la partie aérienne puis de 1’extrait éthanolique
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des tiges de la méme plante. Cependant, I’extrait éthanolique de la partie aérienne de
I’espece Ajuga iva présente 1’activité antioxydante la plus faible.

En ce qui concerne 1’étude de I’effet de synergisme, nous avons constaté que la seule
combinaison qui a donné un effet synergique, est celle préparée a partir du mélange des
deux extraits éthanoliques de la partie aérienne des deux especes étudiées.

Pour conclure, cette étude a montré que les especes Satureja calamintha et Ajuga iva
sont riche en métabolites secondaires, notamment en composés phénoliques. Une
exploitation de leurs propriétés antioxydante et effet synergique implique une recherche

plus poussée de ses principes actifs.

En fin, les résultats de cette étude sont considérés comme contribution a I’étude
phytochimique et biologique des deux especes Satureja calamintha et Ajuga iva d’une
part, et une mise au point du Protocol expérimental de 1’étude de I’activité

antioxydante synergique d’autre part.
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Pesé de la matiere végétale

. ... .

Extraits obtenus

Annexes

Extraction par soxhlet

Analyse des extraits par CCM
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Résultats du
dosage des
polyphénols totaux

Fractionnement de ’extrait acétate d’éthyle
feuilles de I’espece Satureja calamintha
(EAFsc) par chromatographie sur colonne.

Fractions récoltées de la colonne
chromatographique
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Détermination de I’activité antioxydante par la méthode de DPPH
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