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RESUME

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés a I'étude d’'une

plante médicinale spontanée appelée Ajuga iva L. (famille des Lamiaceae).

Cette étude réalisée sur la partie aérienne de la plante a pour but
d’analyser les composés chimiques, ainsi que I'évaluation de quelques effets

thérapeutiques de la plante.

Le dosage phytochimique révéle la présence de polyphénols a une teneur
de 3,12+0,37 mg/EAG en g de plante séche, et une teneur de 3,05 % en
flavonoides.

On a identifié par HPLC les composés suivants : la série benzoique a 25,16
%, la série cinnamique a 9,07% et l'acide férulique comme composé
majoritaire. L'identification des flavones et flavonols a révélé la présence de la
lutéoline a 13,48 % et celle de la quercétinea 6,66%.L’hétéroside flavonique
représente une teneur en monoglycoside de 16,67 %,quant aux anthocyanes,

la cyanidine représente une teneur de 0,50 %.

L’évaluation des activités pharmacologiques de la plante, a savoir I'effet
hypoglycémiant, a donné un pourcentage de réduction de la glycémie de
62,96+7,30 % chez les rats traités avec I'extrait aqueux de la plante a 0,15
g/ml.Aprés étude de la toxicité de la plante, la DL50 a été déterminée a 3,60
g/kg, et d’aprés I'échelle de HODGE et STERNER, nous avons conclu a une

|égére toxicité de la plante.

Mots clés: Ajuga iva L., métabolites secondaires, extrait aqueux, DL50, effet

thérapeutique.



ABSTRACT

As part of this work, we were interested in the study of a spontaneous

medicinal plant called Ajuga iva L. (family of Lamiaceae).

This study carried out on the aerial part of the plant aims at
characterizing, identifying and measuring some families of chemical compounds
contained in this plant. We also estimated some therapeutic effects by the use
of the aqueous extract. By the determination of the DL50, we were able to
highlight the threshold of safety.

The phytochemical dosage reveals the presence of polyphenols in a
content of 3.12+0.37 mg/EAG g of dry plant, and a 3.05 % content of

flavonoides.

Using the technique of the high-performance liquid chromatography
(HPLC) allowed us the identification and the quantification of some phenolic
acids such as:the benzoic series at 25.16 %, the cinnamic series at 9.07 % and
the ferulic acid as major compound. The identification of flavones and flavonols
revealed the presence of the lutéolin at 13.48 % and the quercetin at 6.66 %.
The flavonic glycoside represents a content monoglycoside of 16.67 %, as for

anthocyanin, the cyanidine represents a 0.50 % content.

The evaluation of the pharmacological activities of the plant, namely the
hypoglycemic effect, gave a percentage of reduction of 62.96+7.30 % glycemia
to the rats treated with the aqueous extract of the plant at 0.15 g/ml. After
studying the toxicity of the plant, the DL50 was determined at3.60 g/kg and
according to the scale of HODGE and STERNER, we concluded to a slight
toxicity of the plant.

Keywords: Ajuga iva L., secondary metabolites, aqueous extract, DL50,

therapeutic effect.
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RESUME

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés a I'étude d'une

plante médicinale spontanée appelée Ajuga iva L. (famille des Lamiaceae)

Cette étude realisée sur la partie aérienne de la plante a pour but
d’analyser les composés chimiques, ainsi que I'évaluation de quelques effets

thérapeutiques de la plante.

Le dosage phytochimique révele la présence de polyphénols & une teneur
de 3,12+0,37 mg/EAG en g de plante séche, et une teneur de 3,05 % en

flavonoides.

On a identifié par HPLC les composés suivants : la série benzoique a 25,16
%, la série cinnamique a 9,07% et l'acide férulique comme composé
majoritaire. L’identification des flavones et flavonols a révélé la présence de la
lutéoline a 13,48 % et celle de la quercétine a 6,66%.L’hétéroside flavonique
représente une teneur en monoglycoside de 16,67 %, quant aux anthocyanes,

la cyanidine représente une teneur de 0,50 %.

L’évaluation des activités pharmacologiques de la plante, a savoir I'effet
hypoglycémiant, a donné un pourcentage de réduction de la glycémie de
62,96+7,30 % chez les rats traités avec I'extrait aqueux de la plante a 0,15 g/ml.
Apres étude de la toxicité de la plante, la DL50 a été déterminée a 3,60 g/kg, et
d’aprés I'échelle de HODGE et STERNER, nous avons conclu a une légére

toxicité de la plante.

Mots clés: Ajuga ivalL., métabolites secondaires, extrait aqueux, DL50, effet

thérapeutique
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INTRODUCTION

Sitét que 'Homme apparut sur la terre, il ne tarda guére a s’intéresser

aux propriétés des végeétaux :

Pour les redouter et les écarter s’il s’agissait d’especes toxiques pour lui,
Pour en cueillir et en utiliser lorsque ces espéces s’avéraient bénéfiques a

son égard.

Pareil apprentissage, nul n’en peut douter, lui colta parfois la vie.
Concernant la médecine populaire, est-on “stupéfait de la somme patiente
d’expérimentations et d’observations dont tous les peuples primitifs ont fait

preuve” [1].

La science moderne, en analysant et étudiant les effets thérapeutiques
des plantes, n’a pas pour but de diminuer cette confiance en la nature. Elle veut
préciser, comparer et classer les diverses propriétés pour grouper les plantes a

effets similaires, choisir les plus efficaces et les faire connaitre [2].

La quéte des médicaments a partir des ressources naturelles est loin
d’étre terminée, méme si depuis 50 ans, les chercheurs ont complété leur

exploitation du monde végétal [3].

Aujourd’hui, 'OMS incite les pays en voie de développement a ceuvrer
dans le sens de la promotion de la recherche ethnopharmacologique. Plus de
5000 substances naturelles différentes ont été identifiees et beaucoup d’entre
elles se sont avérées utiles dans la médecine traditionnelle pour la prophylaxie

et le traitement des maladies.

L’Algérie posséde une flore trés riche et diversifiée. Ainsi, parmi les
nombreuses plantes médicinales a usage thérapeutique, notre choix s’est porté

sur Ajuga iva L. qui nous a intrigué par ses nombreuses vertus thérapeutiques
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largement préconisées en pharmacopée traditionnelle. Cette plante a vertu

médicale est appelée communément « ivette musquée ».

Le sujet de ce mémoire rejoint l'interrogation globale suivante :

« Les ivettes musquées qui jonchent nos tells recelent-elles, en qualité et en

quantité, des molécules utiles a notre lutte contre d’éventuelles maladies ? »

Pour y répondre, nous nous sommes assignés comme objectif
I'investigation approfondie de I'extrait aqueux d’Ajuga iva L.

Notre étude vise un triple objectif :

- Identification et étude botanique de la plante.
- Etude phytochimique et analyse qualitative et quantitative des molécules
bioactives de la plante.

- Evaluation de quelques activités biologiques d’Ajuga iva.
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PARTIE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Les plantes médicinales

L’homme utilise depuis des millénaires les plantes médicinales pour
traiter les maladies. A cause du codt élevé des produits pharmaceutiques, la
plupart des populations mondiales ne sont pas en mesure de s’offrir les soins
de santé moderne et c’est pourquoi elles se tournent vers les plantes

médicinales pour se soigner [4].

Ces dernieres années, plusieurs molécules, isolées des plantes, sont

devenues des médicaments efficaces [5].

1.2. Historique

La phytothérapie moderne est fondée sur une somme d’expériences et

de connaissances dont les origines remontent & plusieurs millénaires.

Le recours a la thérapeutique des plantes est aussi vieux que 'lhumanité.

L’Egypte ancienne, les Grecs et les Romains se sont transmis ce savoir [6].

Les Egyptiens possédaient déja des notions de pharmacopée et plus de
200 plantes différentes, ramenées de Syrie par le Pharaon Thoutmosis IlI,
apparaissent sur le bas relief du temple de Karnak (1450 ans avant J.C.).

En Inde, les « Veda », livres sacrés contenant toute la sagesse divine,
rédigés vers 1500 ans avant J.C., témoignent eux aussi de la connaissance des
plantes [7] ; [8].

Excellents pharmaciens, les Arabes mélangeaient les plantes pour en

accroitre les effets et en améliorer le go(t.

Avicenne (930-1037), fat le plus célébre médecin de I'époque, auteur
du« canon » de la médecine. Ce sont les Arabes qui donnérent a la pharmacie

son caractere scientifique. [9]
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C'est au 18°™ siécle, avec le botaniste suédois Linné, qu’apparaissent
en Europe les premiéres descriptions et surtout la classification des végétaux
[10].

1.2.1 Définitions :

1.2.1.1. Les plantes médicinales :

On appelle plante médicinale un végétal dont un ou plusieurs organes
possédent des activités pharmacologiques qui permettent son utilisation en

thérapeutique [1].

Les plantes médicinales ou pharmaceutiques interviennent dans la
préparation des médicaments. En médecine, les remeédes a base de plantes
portent le nom de préparation galénique, du nom de Galien, médecin du
premier siecle [11].

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier
possedent des vertus thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs
qui agissent directement sur l'organisme. Elles présentent en effet des
avantages dont les médicaments sont dépourvus. Aujourd’hui les traitements a
base de plantes reviennent au premier plan, car l'efficacité des médicaments
tels que les antibiotiques (considérées comme une solution quasi universelle
aux infections graves) décroit. Les plantes proposé comme remedes naturels et

bien accepter par I'organisme.

1.2.1.2. La phytothérapie :

La phytothérapie est une discipline allopathique destinée a prévenir et a
traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au
moyen de plantes, de parties de plantes ou de préparation a base de plantes.
Ce n’est ni une thérapie « spéciale », ni une médecine « alternative », car elle

fait partie intégrante de la thérapeutique [12] ; [8] ; [13].
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1.2.1.3. La récolte

Le choix de I'époque de la récolte dépend de la nature de l'organe
récolté et des variations du taux des principes actifs en fonction de la période

de végétation [14].

La récolte des plantes s'effectue dans des lieux non pollués, les lisieres

des foréts et les prairies peu fréquentées.

Il est toujours préférable de procéder a la récolte par un temps sec et
ensoleillé car les plantes mouillées de pluie ou de rosée s'alterent, moisissent,

fermentent et perdent toute valeur thérapeutique.

1.2.1.4. Le séchage :

Les plantes, une fois débarrassées de leurs impuretés, peuvent étre

mises a sécher a I'ombre, dans un endroit aéré. Certaines plantes entieres
telles que la menthe, la citronnelle, et les branches d'arbres et d'arbustes sont
liées en botte par variété puis suspendues a I'envers sur un fil [15].

1.2.1.5. La conservation :

Pour conserver les plantes, il faut vérifier qu’elles soient parfaitement

séchées avant de les stocker [16] ; [17].

Les plantes séchées, lorsqu'il ne reste aucune trace d’humidité, se
rangent soigneusement et séparément dans des récipients portant le nom de la
plante et la date, il faut choisir des boites ou des bocaux propres, et fermant

hermétiquement [18].

1.3. Méthodes de préparations des plantes médicinales

o L'infusion: Elle consiste a verser de l'eau bouillante sur la plante,
convenablement divisée. Ce procédé convient bien pour les fleurs, les feuilles,
les somites fleuris et les plantes riches en huiles essentielles (1cac de plante

séchée dans une tasse d'eau).
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o Décoction: On pese 20gd’une plante séchée ou40g d’'une plante fraiche.
On fait bouillir dans 750 ml d’eau, on laisse réduire a 500 ml. Le temps
d'ébullition est de 10 a 30min.

o Macération : Cette préparation s'obtient en mettant les plantes en
contact, a froid, avec un liquide quelconque tel que I'alcool, le vin ou 'huile. Le
temps de contact est parfois trés long [19] ; [20] ; [21].

1.4 Généralités sur la plante

1.4.1. Généralités sur le genre Ajuga

La cinquantaine « d’annuelles et de vivaces basses » constituant ce
genre, se rencontrent de I'Europe a I'Asie, en passant par I'Afrique et I'Australie,
surtout en zone humide. Bien qu’elles soient de la méme famille que la menthe,

leur feuillage n’est pas aromatique [22].

1.4.2 Généralités sur la famille des lamiacées

A la famille des lamiacées ou des labiées appartiennent une grande
quantité de plantes odorantes et aromatiques, riches en huiles éthérées. Elles
sont originaires du bassin méditerranéen, mais se retrouvent dans les jardins

particuliers et jardins botaniques dans toute I'Europe [23].

Leur tige est quadrangulaire. Les fleurs sont groupées a l'aisselle des

feuilles en inflorescence plus au moins denses.

Les fruits sont formés de cing petites noix qui contiennent chacune une

graine.

1.4.3. Généralités sur 'espéce Ajuga iva L

L’espeéce Ajuga iva L Schreber, appartient au genre botanique Ajuga iva

L.et a la famille des labiées.

1.4.4. NomsS communs.

- Algérie (nom vernaculaire) : Chendgoura, Meusq el qobour.

- Tergui - Berbere : Touftolba.
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- Francais : Ivette musquée.

- Anglais : Musky-bugle, Herb —lvy.

- Italien : lva, lva moscata.

- Egyptien : Miseyka, meskeh.

- Lybien : Sciandagura [25] ; [26] ; [27]

1.4.5. Systématique

Régne : Plantae.

Embranchement : Phanérogames.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Ajuga [28].

1.4.6. Distribution géographique

En Algérie, 'espéce est commune dans tout le Tell mais sa disponibilité

est tres rare dans le reste du pays [27].

Dans le monde, elle est présente dans toute l'aire méditerranéenne,

'ensemble du Maghreb et les lles Canaries.

1.4.7. Les espéces du genre Ajuga L.

Selon Ait Youssef, 2006, la répartition des espéces se fait comme suit :
- Ajuga chameapitys L. Schreber : Ouest, Centre et Sud de 'Europe, Sud Ouest
de I'Asie et Nord de I'Afrique,
- Ajuga genevensis L. : Europe, Nord et Ouest de I'Asie, Amérique du Nord,
- Ajuga occidentalis : en Occident,

-Ajuga ruptans : presque toute I'Europe, Ouest de I'Asie, Algérie et Tunisie [27].

1.4.8. Description de la plante.

C’est une plante herbacée de petite taille, de 5 a 20 cm de long. Elle est

vivace par des stolons. Elle montre une odeur musquée. Elle évolue da
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endroits arides, sur les vieux murs, les coteaux pierreux et en bordure des
champs [26]. (figl.1).

Figurel.l : Habitat d’Ajuga iva L. (Original).

Les fleurs : Elles sont hermaphrodites, groupées par 2 ou 4 au niveau
des aisselles des feuilles. Elles forment une inflorescence dense. Les fleurs

s’épanouissent de mai a octobre.

La corolle : Elle est de couleur pourpre, rose ou jaune. Elle présente une
longueur del, 2 a 2 cm. Elle présente a l'intérieur de la corolle des poils
épidermiques. La levre supérieure est tres courte, tandis que la levre inférieure
est beaucoup plus longue et présente 3 lobes a symétrie bilatérale. La fleur est
zygomorphe [29] ; [26] ; [30].

Le calice : Il est laineux, velu, a dents assez inégales. Ces dernieres sont
peu aigues a leur sommet. Elles mesurent environ le tiers de la longueur du

reste du calice.

La tige : Elle est étalée, rameuse et ligneuse vers la base.

La plante se perpétue par des bourgeons qui naissent a la base des
tiges ligneuses. Quelquefois, la corolle et les étamines ne se développent pas ;
cependant ces fleurs produisent des fruits a graines, en l'occurrence leurs

stigmates sont pollinisés par le pollen d’autre fleurs [31] ; [26].
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1.4.9. Récolte de la plante.

Ajuga iva L. est généralement récoltée au printemps entre mars et juin.

1.4.10. Doses et modes d’administration.

La plante est généralement utilisée en usage interne, en décoction a

raison de 20g dans un litre d’eau. Elle est bouillie pendant 15 minutes.

On peut aussi préconiser le décocté préparé a partir de la plante fraiche
ou seche, seul ou en association avec du thé et du sucre ou la poudre
mélangée avec du miel [32] ; [25] ; [27].

1.4.11. Les propriétés thérapeutiques

- Cardiotonique [33].

- Apéritive et tonique [26].

- Dépurative [34].

- Diurétique [35].

- Antimicrobienne [36].

- Antimitotique [37].

- Anti-inflammatoire, antiparasitaire [38].
-Hypocholestérolémiante [39].

- Antidiabétique et antioxydante [40].
- Vasorelaxante [41].

- Insecticide [42] ; [43].

- Cicatrisante [44] ;[45], [46].

1.4.12. La composition chimigue de la plante :

Les travaux de certains auteurs concernant la composition chimique

d’Ajuga iva L. ont donné les résultats suivants :
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Tableau 1.1. Composition phytochimique [60].

Nom Composition Références

Néo-Clérodane diterpénoides lkan et Ravid, 1971; Cantrell et

al., 1991
Phytoecdystéroides Khafagy et al, 1978; Khafagy et al.
(Ajugalactone) 1979; Wessner et al., 1992

Diglycérides,24, 25-

dihydrocyastérone

Sabri et al., 1981

Precyastérone Camps et al., 1982

Les flavonoides (Naringine, . . .
Nothis-Paris, 1969; Ghedira et

al., 1997; Ben jannet et al., 1997

Ajuga iva apegenine-O-neohespiroside)

Schreber et les tanins

_ ] Duart et al., 1993 ; Bondi et al,
Les saponines et stérols

2000
Ivaide A (1,3-di-(R)-B-
hydroxy-glycerideglycerol) Ramazanov, 2005;Chenni et al.,
acide meristique acide 2007
palmitique.
Iridoides (barbagide, 8-O- Ben Jannet et al.. 1999
acetylharpagide) ’

1.5. Les principes actifs des plantes

Ce n'est que récemment que les éléments actifs a I'origine des actions
thérapeutiques ont été isolés a partir des plantes et étudiés.
Il est indispensable de connaitre la composition des plantes pour

comprendre comment elles agissent sur 'organisme [61].

Ces composés actifs n’appartiennent pas aux substances
fondamentales qui jouent un rdle essentiel dans les phénomeénes vitaux de la

plante. On les range plutét dans les « substances secondaires » qui dérivent
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des principes primordiaux résultant de la photosynthése et qui semblent avoir

un réle dans la défense de la plante qui les fabrique [62] ; [63].

1.5.1. Les principales familles de métabolites secondaires

1.5.1.1. Les polyphénols

lIs sont largement distribués chez les végétaux, avec plus de 8000
structures phénoliques connues. Les polyphénols sont les produits du
métabolisme secondaire des végétaux. lls sont présents dans tous les organes

de la plante [64].

Les composés phénoliques, les acides phénoliques, les flavonoides, et
les proanthocyanidines, forment le groupe de composés phytochimiques le plus
important des plantes.

Le tableau suivant résume quelques activités biologiques des

polyphénols.
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Tableau 1.2: Activité biologique des polyphénols [65].

Polyphénols

Activités

Auteurs

Acides phénols (cinnamique
et benzoique)

Antibactériennes
Antifongiques

antioxydantes

Didry et al., 1982
Ravn et al., 1984

Hayase et al., 1984

Coumarines Vasoprotectrices Marbry Ulubelun,
1980

Anticedémateuse

Flavonoides Antitumorales Stavric et al., 1992
Anti carcinogene Das et al., 1994
Anti-inflammatoire Bidet et al ., 1987
Hypotenseurs Bruneton, 1999
Diurétiques
Antioxydantes Aruoma et al., 1995

Anthocyanes Effet stabilisant sur le collagéne Masquelier et al., 1979

Antioxydantes

Antitumorales

Antifongiques

Anti-inflammatoires

Bohorun et al., 1996

De Oliveira et al.,
1972

Browlee et al., 1992

Kreofsky et al., 1992

Tanins galliques et caté
chiques

Antioxydantes

Okuda et al., 1983
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1.5.1.1.1. Les acides phénoligues
Les acides phénoliques appartiennent a deux groupes, les acides

hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques.

- Les acides hydroxybenzoigues

Ce sont des dérivés de I'acide benzoique. lls existent frequemment sous
forme d’esters ou de glucosides et peuvent également étre intégrés dans des

structures complexes comme certain tanins.

- Les acides hydroxycinnamigues

lls représentent une classe trés importante dont la structure de base (C6-

C3) dérive de celle de 'acide cinnamique.

Les molécules de base de la série hydroxycinnamiques sont des
acides : l'acide p-coumarique (et ses isomeres, les acides o- et m-coumarique),

les acides caféique et férulique, ainsi que I'acide synaptique [78] (appendice B).

Les acides phénoliques possédent les activités biologiques suivantes :
-Antioxydantes [68].

-Antibactériennes [66].

-Antifongiques [67].

1.5.1.1.2. Les flavonoides
lls constituent le groupe le plus large des phénols de la plante. Les

flavonoides identifiés jusqu'a maintenant représentent 5000 composés. Ces
pigments sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits. lls protégent

contre les effets nocifs du rayonnement UV [80].

Plusieurs flavonoides ont montré des activités antioxydantes, anti-
inflammatoires, inhibitrices d’enzymes et de prévention des maladies

cardiovasculaires [79] (appendice C).
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Les flavones et les flavonols sont les plus connus grace a leur pouvoir

antioxydant élevé et les plus divers sur le plan structural.

1.5.1.1.3. Les tanins.

En raison de leur caractere astringent, les tanins sont utilisés pour le
tannage des peaux. Bien qu’ils attaquent les cellules, en resserrant les pores,
ils protégent des bactéries, des champignons, des produits chimiques. lls sont

anti-inflammatoires et antibiotiques.
Ce sont des molécules a poids moléculaire relativement élevé. lis
constituent le 3*™ groupe important des composés phénoliques [79]

(appendice D).

Il existe deux grands groupes de tanins : les tanins hydrolysables et les

tanins condensés.

- Les tanins hydrolysables.

lls sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par hydrolyse

chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique (tannases) [83].

lls sont formés par une partie non phénolique (souvent de glucose) et
une partie phénolique qui peut étre, soit de I'acide gallique, quelquefois appelé
acide tannique (cas des gallotanins), soit un dimére d’'un méme acide, I'acide

ellagique [78] (appendice D) [84].

- Les tanins condensés.

Les tanins condensés sont des oligomeres ou des polymeres de flavane
3-ols (3-flavonols). lls dérivent de la (+) catéchine ou de ses nombreux

isoméres [79].

Ces tanins se rencontrent chez I'ensemble des végétaux (des fougeres

aux plantes a fleurs) [83] ; [85]
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1.5.1.1.4. Hétérosides ou glucosides :

Certains dérivés secondaires, extrémement intéressants a défaut d’étre
importants, et synthétisés par les plantes, sont les hétérosides. La plupart
d’entre eux peuvent exercer une fonction de dissuasion vis-a-vis des

herbivores.

Le glucide le plus fregquemment rencontré dans les hétérosides est le
glucose, bien que des hétérosides spéciaux renferment des glucides rares. Les
saponosides, les hétérosides cardiotoniques (cardinolides) et les hétérosides
cyanogenes constituent trois familles de métabolites secondaires qui se

présentent sous forme d’hétérosides.

Les glucosides cardiotoniques ont une action directe et puissante sur le

ceeur. lls 'aident a maintenir le rythme cardiaque en cas d’affaiblissement [86].

1.5.1.1.5. Les alcaloides :

Leur diversité structurale et I'éventail de leurs activités pharmacologiques

font des alcaloides l'un des groupes les plus importants des substances

d’origine naturelle d’intérét thérapeutique [87].

A la différence des polyphénols, les alcaloides forment une grande famille
chimiquement hétérogene. Leurs caractéristiques communes sont leur solubilité
dans l'eau, la présence d’au moins un atome d’azote et leur forte activité
biologique [88] ; [89].

Les alcaloides sont localisés dans les tissus périphériques : assises

externes des écorces de tige et de racine et tégument des graines.

La basicité et les actions anti-métabolites de la plupart de ces molécules
imposent leur compartimentation, elles sont normalement stockées dans les

vacuoles cellulaires.

Comme pour beaucoup d’autres métabolites secondaires dans les

végétaux, on ne sait pratiquement rien du rble des alcaloides dans les
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végétaux. Certains pourraient intervenir dans les relations plantes-prédateurs
en protégeant les premiéres contre I'agression des seconds [90].

Les alcaloides sont généralement classés en fonction de la nature du
cycle qui prédomine dans la molécule. La plupart sont synthétisés a partir d’un
petit nombre d’acide aminés ordinaires (tyrosine, tryptophane, ornithine, ou

arginine et lysine) [15].

1.5.1.1.6. Les saponosides.

Les saponosides constituent un vaste groupe d'hétérosides tres
fréequents chez les végétaux. lls sont caractérisés par leurs propriétés tensio-
actives : ils se dissolvent dans I'eau en formant des solutions moussantes, leur

nom dérive du mot savon [91].

Les saponosides retiennent l'attention pour leur exploitation industrielle.
Certains sont des matiéres premiéres destinées a I'hémisynthese de molécules
medicamenteuses stéroidique. L’industrie des cosmétiques exploite leurs

propriétés détergentes.

Les saponines assurent la défense du végétal contre ['attaque
microbienne et fongique. lls ont une action anti-cedémateuse.
De nombreuses plantes utilisées pour leur effet anti-inflammatoire et

dermatologique doivent leurs propriétés aux saponines [85] ; [92].

La plupart des saponosides possédent des propriétés hémolytiques
[92] ; [93], [94].

Du point de vue structural, les saponines peuvent étre classées selon la nature de leur
aglycone [60] ; [94].

1.6. Les souches microbiennes

Les bactéries sont pathogénes pour 'homme et sont a l'origine de
nombreuses maladies [97].

Dans le souci de tester I'effet antiseptique de I'extrait aqueux d’ajuga iva
L., nous présenterons dans cette partie, 'ensemble des souches microbiennes
sur lesquelles nous avons travaillé
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1.6.1. Les Entérobactéries

1.6.1.1. Espéce Escherichia coli

Ce sont des bacilles a Gram négatif ou «colibacille> appartenant a la
famille des enterobacteriaceae. Escherichia coli est 'h6te habituel de I'intestin

de 'lhomme et des animaux a sang chaud [96] ; [97] ; [98].
Les souches d’E. coli responsables des infections chez 'homme sont
différentes de celles qui constituent I'espéce dominante de la flore

intestinale[99].

1.6.2. Autres bactéries a Gram néqatif.

1.6.2.1. Espéce Pseudomonas aerogenosa

C’est une bactérie aérobie a Gram négatif. Elle est présente dans le sol
et 'eau. Cette souche est considérée comme un modéle d’agent pathogéne
opportuniste. Elle est souvent responsable des infections nosocomiales. En

culture sur gélose, elle produit un pigment bleu-vert soluble dans I'eau.

1.6.3. Bactéries a Gram positif.

1.6.3.1. Staphylococcus aureus.

Ce sont des bactéries a Gram positif qui s’assemblent en grappes de
formes irrégulieres. Elles sont responsables de nombreuses maladies de la

peau. Elles colonisent souvent les voies nasales.

1.6.3.2. Enterococcus faecalis.

E. faecalis est I'espéce la plus rencontrée chez 'homme avec E.
faecuim. Elle représente 90% des isolats. Les Enterococcus sont responsables
des infections urinaires et de bactériémies. Ces bactéries sont peu virulentes
[100].

1.6.3.3. Bacillus cereus

Ce sont des bactéries a Gram positif. Elles produisent des endospores,

elles sont trés répandues sur le sol et les végétaux et sont généralement
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considérées comme inoffensives, bien qu’elles causent des maladies d’origine

alimentaire.

1.6.4. Les myceétes.
1.6.4.1 Candida albicans

C’est un myceéte luvuriforme qui croit souvent sur les muqueuses de la

bouche, du tractus intestinal et des voies vaginales [101].

1.7. Activité antioxydante

C’est la capacité que possede une molécule, de capter ou de piéger les
radicaux libres produits spontanément et d’'une fagon continue dans I'organisme

vivant.

1.7.1. Les radicaux libres

Ce sont des entités chimiques qui deviennent instables et trés réactives
car elles ont perdu un électron. Elles cherchent alors a le remplacer [102] ;
[103] ; [106]; [80].

Les radicaux libres sont doués d’une forte réactivité, qui peut mener a un
désordre dans les structures moléculaires et qui se traduit par I'oxydation des
lipides membranaires, des protéines cellulaires et des acides nucléiques. Cet
effet entraine la mort cellulaire [71] ; [102] ; [105].

1.7.2. Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou
empécher l'oxydation de substrats biologigues Ce sont des composés qui
réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs. lls agissent

en formant des produits finis non radicaux [104].

1.8. Rappel pharmacologigue
1.8.1. Effet anti-diabétiqgue
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1.8.1.2. Définition.

Le diabéte est une maladie chronique qui apparait lorsque le pancréas
ne produit pas suffisamment d’insuline ou que l'organisme n’utilise pas

correctement l'insuline qu’il produit.

L’insuline est une hormone qui régule la concentration de sucre dans le
sang.

L’hyperglycémie, ou concentration sanguine élevée de sucre, est un effet
fréquent du diabéte non contrdlé. Ce dernier conduit avec le temps a des
atteintes graves de nombreux systemes organiques et plus particulierement des

nerfs et des vaisseaux sanguins.

1.8.1.2.1. Le diabéte de type |

Il est connu sous le nom de diabete insulino-dépendant ou juvénile. Il se

caractérise par la production insuffisante d’insuline et exige une administration

quotidienne de cette derniéere.

1.8.1.2.2. Le diabéte de type |l

Auparavant connu sous le nom du diabéte non insulino-dépendant ou

diabéte de la maturité, il résulte d’'une mauvaise utilisation de linsuline par
l'organisme. Le diabéte de type Il représente 90% des diabétes rencontrés
dans le monde. Il traduit une surcharge pondérale et une sédentarité. Ainsi,
plus de 220 millions de personnes sont diabétiques dans le monde (OMS,
20009).

1.8.1.2.3. L’insuline

Il s’agit d’'une hormone quasi-exclusivement synthétisée par les cellules

B du pancréas.

La fonction générale de I'insuline est le contrdle strict de la glycémie, ses
effets hypoglycémiants s’opposant a ceux du glucagon, qui lui, est synthétisé

par les cellules a [111].
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Dans le plasma, linsuline circule sous forme libre, non liée a une «

protéine de transport » [112].

1.8.2. Effet antalgique

1.8.2.1. Définition de la douleur

La douleur est une sensation spécifique ayant des récepteurs et des

conducteurs périphériques et centraux qui lui sont propres [107].

La douleur apparait a la suite d’'une inflammation, d’une contraction

musculaire, d’un spasme vasculaire ou d’une infection locale [108].

1.8.2.2. Définition d’'un spasme

Le spasme est une contraction involontaire des fibres musculaires, celle-
ci est intense mais passagére. La douleur provient de I'arrét de la circulation

sanguine dans le muscle pendant cette contraction anormale [107].

1.8.2.2.1. Les antispasmodigues

C’est une substance d’origine naturelle ou synthétique. Elle est utilisée
pour atténuer ou supprimer un spasme. Ce sont des sédatifs et dans certains

cas, des dépresseurs du systeme nerveux central [109].

1.8.3. Etude toxicologique de la plante

1.8.3.1. Définition de la toxicité

On appelle «toxique » ou« poison » toute substance qui, aprés
pénétration dans [l'organisme par une voie quelconque, provoque
instantanément ou aprés une phase de latence plus ou moins prolongée, des
troubles d’une ou de plusieurs fonctions de I'organisme qui peuvent entrainer la
mort [113].

On distingue, en général, trois formules d’intoxication suivant la rapidité
d’apparition, la sévérité, la durée des symptdmes et la rapidité d’absorption de

la substance toxique. [114].
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1.8.3.1.1. Toxicité aigué.

La toxicité aigué est celle qui résulte de 'administration d’une dose tres

forte, en une fois ou en plusieurs fois, d’'une substance quelconque.

Cette dose peut varier en fonction de I'espéce animale expérimentée et
de la voie d’administration. L’administration a lieu par voie orale ou
intrapéritonéale, chez des rongeurs subdivisés en plusieurs groupes. La

mortalité de chaque groupe est mesurée au cours I'expérimentation [115].

1.8.3.1.2. Toxicité sub-aiqué

Elle résulte de I'absorption répétée d’'une substance pendant un temps
limité, au maximum 90 jours, chez I'animal, & des doses relativement élevées.
Ces dernieres sont insuffisantes pour entrainer des effets toxiques lors d’'une

administration unique [114].

1.8.3.1.3. Toxicité chronigue

Elle se manifeste avec retard, a la suite de I'administration répétée et
prolongée d’'une substance active. Leur ingestion se fait a des doses faibles et

répétées entrainant une action cumulative ou une sommation [116].

1.8.3.1.4 La dose létale ou DL50

La DL50 est la dose qui entraine la mort de 50% des animaux soumis a

'administration de la substance [117] ; [118]
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PARTIE 2 : MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel biologique

2.1.1. Matériel véqgétal

Ajuga iva L. a été récoltée au mois de mai 2009 a la station de Sidi
Rabah a ElI Hamdania (wilaya de Médéa).Pour I'ensemble de nos

expérimentations, nous avons utilisé approximativement 3 kg de plante.
Des échantillons ont été conservés a l'état frais afin de déterminer la
teneur en eau de la plante. Le reste de la récolte a été séché a I'air libre dans

un endroit sec et a I'abri la lumiére et de 'humidité.

2.1.2. Matériel animal

4 Souris NMRI: I'animal utilisé est la souris NMRI (Naval Medical
Research Institute, USA).

La souris blanche est la race albinos de la souris domestique ou souris
grise : Mus musculus. Elle provient du Laboratoire de Pharmacotoxicologie,
Unité Animalerie du CRD d’El Harrach du groupe SAIDAL.

v Rat Wistar : Ce sont des rats d’élevage de laboratoire qui proviennent de
I'animalerie du CRD d’El Harrach du groupe SAIDAL.

2.1.3. Matériel bactériologigue

Les souches utilisées sont au nombre de 08. Elles proviennent du
Laboratoire de Microbiologie du CRD d’El Harrach du groupe SAIDAL. Il s’agit
de : Escherichia coli, Micrococcus luteus, Pseudomonas aerogenosa,

Entérococcus

faecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus et

Candidas albicans.
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2.2. Méthodes

2.2.1. Identification de la plante

L’identification de la plante a été effectuée au niveau :

- du Laboratoire de Recherche de la Post Graduation «Biotechnologies

Végétales» du Département de Biologie - Université Saad Dahlab (Blida).

- de [I'Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie(ENSA) d’El Harrach,

Département de Botanique.

- Du département d’agronomie- Université Saad Dahlab (Blida).

Pour l'identification nous avons procédé comme suit :

2.2.1.1. Aspect macroscopigue

Des spécimens de la plante récoltée ont été comparés a ceux archivés

au niveau de 'herbier de 'ENSA.

Nous avons aussi cherché des spécificités florales caractéristiques
d’Ajuga iva.

2.2.1.1.1. Observation a la loupe

La fleur: Les nombres de pétales, de sépales et d'étamines sont
déterminés, ainsi que leurs positions par rapport a I'ovaire. Nous avons aussi

compté le nombre de carpelles et cherché le type de placentation.

La forme des feuilles et leurs positions par rapport aux tiges ont été

observées.

2.2.1.1.2. Aspect microscopigue
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L’examen microscopique des feuilles et des tiges a été réalisé en
effectuant des coupes tres fines au niveau des organes a I'état frais. Nous

avons réalisé une double coloration pour observer les tissus.

La coloration est réalisée selon le protocole décrit par BENSALEM et
BENDJELLOUL, (1998), selon les étapes suivantes :

Les coupes sont plongées dans hypochlorite de sodium a 12° pendant 10 a

15 min pour vider les cellules,

- Apres ringage a I'eau courante de 5 a 10 min, les coupes sont traitées par
'acide acétique a 10% pendant 1 a 2 min pour faciliter la diffusion des
colorants,

- Ces coupes sont ensuite lavées a l'eau courante 5 a 10 min et placées
dans le vert de méthyle pendant 15 a 20 min,

- Les coupes sont rincées a I'eau courante de 5 a 10 min puis plongées dans
le rouge Congo 15 a 20 min,

- Apres lavage a l'eau courante, elles sont montées entre lame et lamelle

puis observées au microscope photonique.

2.2.2. Etude phytochimique de la plante

2.2.2.1. Teneur en eau

Nous avons suivi le protocole de ZERRAD et al., (2006). Ainsi, nous
avons placé des échantillons de plantes de poids déterminé dans une étuve
portée a 75°C. Les échantillons ont été pesés chaque 24 heures jusqu'a la

stabilisation du poids sec de la matiére végétale.

La teneur en eau a été calculée selon la formule suivante :

Teneur en eau (%) = Poids frgls - quds Sec x100
Poids frais




37

2.2.2.2. Dosage des cendres

La minéralisation a été réalisée selon la méthode de MARTIN et al.,
(1984) ; PINTA, (1973) ; PINTA,(1968) qui consiste a incinérer et a calciner la
poudre végétale jusqu’a I'obtention des cendres blanches.

Technique

Les creusets préalablement portés au rouge sont refroidis et tarés. Dans
chacun des creusets est introduite une prise d’essai de 1g. Ensuite, ces
creusets sont mis au four a 500 °C pendant 4 a 6 heures. lls sont ensuite
déposés dans un dessiccateur pour refroidir avant leur pesée. Cette quantité

est rapportée a 100g de plante séche par la formule suivante :

Masse des cendres
% de cendres totales = x100

Masse de poudre de la plante essai

Masse des cendres = masse totale aprés calcination — tare

Masse de poudre de la plante essai = masse totale avant calcination - tare

2.2.2.3. Dosage des ions

Le dosage des ions est réalisé par chromatographie ionique.

2.2.2.3.1. La chromatographie ionique

La chromatographie ionique est une technique qui s’apparente a la
HPLC mais qui présente cependant suffisamment de particularités, tant au
niveau du principe de la séparation que de certaines méthodes de détection.
Elle est adaptée a la séparation des ions minéraux des molécules organiques

polaires.

La phase mobile est constituée de par un milieu agueux ionique. La
phase stationnaire est constituée par un solide qui se comporte comme un
echangeur de d’ions.

Principe
Cette technique de chromatographie est orientée vers la séparation des

ions et des composés polaires. Pour cela, on utilise des colonnes contenant
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des phases stationnaires comportant des sites ioniques pour qu’il se crée des

interactions dipolaires avec les analytes a séparer [125].

Mode opératoire

Une solution de cendres (1ml) est diluée dans un litre d’eau. De cette

solution, 20 ul sont injectés dans 'appareil de chromatographie ionique de type

ICS 3000. Les conditions de cette analyse sont regroupées dans le Tableau

2.1.

Tableau 2.1 : Conditions de I'analyse par chromatographie ionique

chromatogramme, H

lemps

Cations Anions
Eluant NaOH mM H2 SO4 mM
Débit 1,5 ml/min 1 ml/min
Température | 30°C Ambiante (25-28°C)
Colonne lon PAC ASM-HC 4x 250 nm | lon PAC CS12A 4x 250 nm
Détecteur CD25 CD25
Suppresseur | ASRS ultra I 4mm CSRS ultra Il 4mm
phase mobile J .| injecteur
(aqueuse) ¥ pompe(s) aboude || COLONNE

|

|

|

|

Clavec suppresseur | 1 Cl directe

|

A |

|

|

suppresseur |

vy
____________________ détecteur 3
conductivité

Figure 2.1: Schéma du principe d’'une chromatographie ionigue

2.2.3. Etudes des principes actifs d’Ajuga iva L
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2.2.3.1. Caractérisation colorimétrique des principes actifs
2.2.3.1.1. Les tanins

On introduit 5ml d’infusé dans un tube a essai auquel on a ajouté 1ml de

FeCl; a 1 %. En présence de tanins, il se développe une coloration verdatre ou
bleu-noiratre. La présence de tanins catéchiques est caractérisée par addition a
5ml d’infusé d’'un ml d’acide chlorhydrique concentré. Porté a ébullition pendant
10min, il apparait un précipité rouge soluble dans Il'alcool isoamylique. La
différenciation des tanins catéchiques et galliques est obtenue par la réaction
de Stiasny. A 30ml d’'infusé a 5 %, ajouter 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml de
formol a 40 % + 5 ml d’acide chlorhydrique concentré), puis chauffer au bain-
marie pendant 15 a 30 min. L’obtention de précipité rouge montre la présence
de tanins catéchiques. Le filtrat (10ml) est saturé avec de l'acétate de sodium
pulvérisé. Ajouter1ml d’une solution de FeClza 1 %.

Le développement d'une teinte-noire indique la présence de tanins

galliques non précipités par le réactif de Stiasny.

2.2.3.1.2. Flavonoides
A 5ml d’infusé, ajouter 15ml de H,SO,4 a 10% puis 5ml de NH,OH dilué

au demi. Si la coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu-violacé en

milieu basique, nous pouvons conclure a la présence d’anthocyanes.

- Réaction a cyanidine

Introduire dans un tube a essai 5ml d’infusé, ajouter 5ml d’éthanol
chlorhydrique (éthanol a 95°C, eau distillée, acide chlorhydrique concentré a
parties égales V/V/V = 5ml), puis quelques copeaux de magnésium et 1ml
d’alcool isoamylique. L’apparition d’'une coloration rose-orangée (flavones) ou

rose-violacée (flavonones) ou rouge (flavonol, flavononol).

2.2.3.1.3. Alcaloides

Evaporer 25 ml d’extrait méthanolique a sec, ajoutez 5ml d’'HCI 2N au
résidu et chauffer dans un bain-marie.

Filtrer le mélange et réaliser le test de Mayer.
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Réactif de Mayer : 259 de Kl et 1,358g de HgCl, solubilisé dans 100 ml
d’eau.

La présence de turbidité ou de précipitation indique la présence
d’alcaloides.

2.2.3.1.4. Caractérisation des composés réducteurs

- Introduire 5ml de décocté aqueux a 10 % dans une capsule et évaporer a
sec au bain-marie.

- Ajouter au résidu sec 1ml de réactif de Fehling (0,5 ml de réactif A + 0,5 ml
de réactif B).

- L’obtention d"un précipité rouge-brique indique la présence de composeés

réducteurs.

2.2.3.1.5. Les saponosides

Préparer un décocté a 1 %, filtrer et ajuster a 100ml apres
refroidissement. Dans une série delO tubes a essai numérotés de 1 a 10,
répartir successivement de 1 jusqu’a 10 ml de décocté.

- Ajuster le volume de chacun des tubes a 10ml avec de I'eau distillée.

- Agiter chaque tube dans le sens de la longueur pendant 15 secondes a
raison de deux agitations par seconde.

- Laisser reposer 156min et mesurer la hauteur de la mousse de chacun des
tubes.

- Le tube dont la hauteur est de 1cm indique la valeur de I'indice de mousse
[126].

1000
n° du tube alcm de mousse de hauteur

Indice de mousse =

2.2.3.2. Extraction des composés polaires et apolaire :

Les composés polaires et apolaires sont extraits a I'aide du soxhlet.

Principe
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L’extracteur de soxhlet permet le traitement de solides (matériel végétal),
avec des solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés. Le corps de

I'extracteur contient une cartouche en cellulose remplie de matériel végétal.

Cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant (ballon) et
surmontée d’'un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condensé tout en
restant en contact avec le matériel végétal. La solution collectée dans le ballon
s’enrichit de plus en plus en soluté a chaque cycle d'extraction et le matériel
végétal est toujours en contact avec du solvant fraichement distillé. L’extraction

est terminée lorsque le solvant d’extraction devient clair [127].

2.2.3.2.1. Extraction au soxhlet

On pése 40 g de plante séche finement broyée et on l'introduit dans la
cartouche en cellulose située dans le soxhlet. Ce dernier est constitué aussi
d’'un ballon a fond plat ou sont placés 400ml d’éther de pétrole. Par la suite le

dispositif est porté a ébullition (105°C).

Apres une douzaine de siphonages, nous récupérons d'une part, le
ballon contenant le solvant enrichi en substances solubles (fraction lipidique) et
d’autre part, la matiére végétale contenue dans la cartouche de cellulose que

'on nommera marc et qu'on laisse sécher a l'air libre.

Le marc récupéré et séché est réintroduit dans une seconde cartouche et
soumis a une seconde extraction au soxhlet en utilisant cette fois-ci du
méthanol

(65°c), afin de récupérer les substances polaires [128].

Apres une douzaine de siphonages, nous récupérons un marc et le

ballon contenant le solvant qui renferme la fraction polaire de la plante.

Les extraits méthanolique et éthéré secs des deux extractions sont

obtenus par évaporation du solvant grace a un évaporateur rotatif
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Les ballons contenant les résidus secs sont pesés avant et apres
extraction afin de déterminer la teneur respective de chacune des fractions
polaire et apolaire de la plante. L’extrait méthanolique sera utilisé dans I'activité

antioxydante et antimicrobienne.
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|
— 1

<
-

Figure 2.2 : Protocole expérimental d’extraction des composés polaire et

apolaire par soxhlet [129].
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2.2.3.3. Dosage de guelgues principes actifs d’Ajuga iva L.

2.2.3.3.1. Analyse par spectrophotométrie UV-Visible

La spectrophotométrie est une technique analytigue qui consiste a
mesurer l'absorbance d’'une substance chimique donnée en solution
préalablement étalonnée sur la longueur d’onde de I'espéce chimique a étudier
[130].
2.2.3.3.2. Dosage des composeés phénoliques

Plusieurs méthodes analytiques peuvent é&tre utilisées pour la
quantification des polyphénols, I'analyse par le réactif de Folin-Ciocalteu décrit

par Singleton et Rossi en1965 est la plus utilisée.

Principe

Le réactif est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(HsPW1,040) et d’acide phosphomolybdique (HsMo0:,040P). Ce mélange est
réduit lors de l'oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de

tungstene et de molybdéne [131].

Les polyphénols sont déterminés par spectrophotométrie, suivant le
protocole appliqué par MIAULISKAS et al., (2004).

Nous laissons macérer 1 g de poudre dans 20 ml de solvant organique
(éthanol absolu). Aprés 24 h, le solvant est évaporé a l'aide d’'un évaporateur

rotatif.

De cet extrait éthanolique, 1 ml est mélangé a 5 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu dilué 10 fois auquel nous ajoutons 4 ml de bicarbonate de sodium

(Na,COs3) a concentration de 75 g/I.

La lecture de la densité optique s’effectue a 765nm aprés une heure
d’'incubation. Le témoin est préparé en suivant le méme protocole que

préecédemment mais sans ajout de I'extrait éthanolique.
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La quantification des polyphénols est réalisée en fonction d’une courbe

d’étalonnage linéaire (y=ax). Cette derniére est obtenue par [l'utilisation de

l'acide gallique a différentes concentrations dans les mémes conditions

opératoires que pour I'échantillon.

Les résultats sont exprimés en mg équivalence d’acide gallique (EAG/q)
par gramme de plante séche. Nous avons réalisé 3répétitions [133].

2.2.3.3.3. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode d’ABDEL-
HAMEED, (2008)

La teneur en flavonoides est déterminée par la méthode du chloride
d’aluminium qui utilise la rutine comme composé de référence. Cette méthode
est basée sur la formation d’'un complexe flavonoides-aluminium dont
I'absorbance maximale est a 415 nm.

A partir de I'extrait méthanolique (10mg/ml), 100ul sont prélevés et
mélangés a 100 ul d’une solution de trichloride d’aluminium (a 20 % dans du
méthanol), nous ajoutons une goutte d’acide acétique. L’ensemble est dilué
avecbml de méthanol. Aprés incubation a une température ambiante pendant
40 min, la lecture de la DO se fait a 415 nm.

Le blanc est préparé avec 100ul d’extrait méthanolique de la plante et

une goutte d’acide acétique. L’ensemble est dilué avec 5mlde méthanol.

La lecture de I'absorbance du standard (rutine & 0,5 mg/ml) est effectuée
dans les mémes conditions opératoires. La teneur en flavonoides est
déterminée selon la formule suivante en rutine équivalence (RE) :

Am,
- A, m

X

X : Teneur en flavonoides (mg/mg)
A : Absorbance de I'échantillon.

Ao : Absorbance du standard (rutine)
m : Masse de I'échantillon

Mo - Masse de la rutine
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2.2.3.3.4. Analyse qualitative par HPLC

L’analyse qualitative par HPLC a pour but de déterminer la composition
des différentes fractions analysées : flavones-flavonols, acides phénoliques, C-
glycosides, anthocyanes et hétérosides flavoniques.

L’analyse a été réalisée en utilisant la chromatographie a haute
performance a détecteur d'iode (HPLC/DAD).

2.2.3.3.4.1. Chromatographie liguide a haute performance (HPLC)

Principe
La chromatographie est un procédé physico-chimique de séparation au

méme titre que la distillation, la cristallisation ou I'extraction fractionnée des
constituants d’'un mélange homogene liquide ou gazeux. Les applications de ce
procédé sont donc potentiellement tres nombreuses, d’autant plus que
beaucoup de mélanges hétérogénes, ou sous forme solide, peuvent étre mis

en solution par l'utilisation d’'un solvant.

L’expérience de base en chromatographie peut étre décrite comme suit :
1. On immobilise dans une colonne un solide finement divisé appelé phase
stationnaire,
2. On place au sommet de cette colonne un petit volume de I’échantillon a
séparer,
3. On force cet échantillon a traverser la colonne de haut en bas au moyen de
la phase mobile afin d’entrainer ses divers constituants. Si les composés
présents migrent a des vitesses différentes, ils pourront étre recueillis

séparément, chacun en solution dans la phase mobile [126] ; [135] ; [136].
La séparation des composés dépend de leur affinité pour les deux
phases non miscibles, une phase stationnaire et une phase mobile (solvants

d’élution de polarités différentes) [84] ; [137].

- Appareillage de HPLC

L’appareillage de HPLC est formée de :



Un systéme de pompe,

Une colonne,

YV V. V ¥V V

Un ou plusieurs réservoirs de la phase mobile,

Un systéme d’induction d’échantillon,

Un systéme de détection et d’enregistrement

Tableau 2.2 : Les conditions opératoires de HPLC/D

Matériel Type et caractéristiques | Fournisseur
Colonne C18
Diametre 4,6 mm
SHIMADZU
Longueur 25 mm
Température 25°C
Pompe 1 ml/min SHIMADZU
o 260nm < A £ 380
Détecteur multi-faisceaux o SHIMADZU
UV visible

e Phase mobile utilisée pour

phénols :
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les flavones et flavonols et les acides

Solvant A : CH3COOH a 2% (acide acétique)
Solvant B : CH3OH pure (méthanol)

e Phase mobile utilisée pour les C-glycosides et anthocyanes :
Solvant A : CH3COOH a 2% (acide acétique)
Solvant B : CH3OH pure (méthanol)

e Phase mobile utilisée pour les hétérosides :
Solvant A : H,O-C;H3N (Acétonitril) (98 :2)
Solvant B : CH30H-H,0O-C,H3N (79 :19 :2)

2.2.3.4.Méthodes d’extraction des polyphénols

2.2.3.4.1. Extraction éthérée et n-butanoligue

Cette extraction est réalisée dans le but d’obtenir : des flavones et

flavonols, des acides phénols, des anthocyanes et des C-glycosides.
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Le protocole suivi a été mis au point par LEBRETONetal.,1967a partir
du schéma initial de BATE SMITH et al.,1954(Figure 2.3).

Mode opératoire

Dans un bécher, une hydrolyse acide est réalisée a partir de 1g de
poudre végétale auquel on ajoute 80 ml d’acide chlorhydrique2N.Le mélange
est porté au bain-marie a 40°C pendant 40 min avec insufflation d’air toutes les
10 min a l'aide d’une pipette permettant ainsi I'oxydation des anthocyanes.
Apres refroidissement, le décocté est transféré dans une ampoule a décanter et
soumis a 3 bains d'éther successifs de 50 ml chacun pendant 30 min. C’est
I'extraction a I'éther.

A chaque décantation, deux phases se distinguent, 'une supérieure

dite épiphase, et l'autre inférieure dite hypophase.

Epiphase éthérée : De couleur vert-jaunatre, elle contient les flavones-flavonols

et les acides phénols. Elle est récupérée aprés chaque bain, et soumise a
évaporation sous hotte ventilée, dans de grande boites de Pétri en verre, le

résidu sec est récupéré avec 5 ml de méthanol (CH3;OH).

Hypophase acide : De couleur brune rougeatre, elle renferme les C-glycosides

et les anthocyanes. A cette phase, on ajoute 50 ml de n-butanol. La décantation

dure 30 min. C’est I'extraction n-butanolique.

Le n-butanol forme une épiphase rougeatre qui est récupérée et séchée

sous hotte ventilée, le résidu sec est récupéré avec 5 ml de méthanol.

L’extrait est conservé au frais, a 4°C, pour une analyse qualitative par

chromatographie liquide a haute performance (HPLC) (Figure2.3
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Hydrolyse acide :

1g de poudre végétale + 80 ml
d’HCI 2N au Bain-Marie a 40°C
pendant 40 min

g

Extraction éthérée :

Hydrolysat + 50 ml d’éther
dans une ampoule a décanter
pendant 30min (3fois)

Hypophase acide : Epiphase éthérée :
Anthocyanes et C- Flavones-flavonols et
glycosides acides phénols

Evaporation & sec sous

Extraction n-butanolique : hotte ventilée
Hypophase acide + 50 ml *récupération du résidu
de n-butanol

avec 5 ml de méthanol

— i

Epiphase Analyses
butanolique : ———= guantitatives et
qualitatives :
Anthocyanes et C-
glycosides H.P.L.C
—

Figure 2.3 : Protocole expérimental d’extraction et d’identification des flavones et
flavonols, des acides phénols, des anthocyanes et des C-glycosides
(LEBRETON etal., 1967)
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2.2.3.4.2. Extraction des hétérosides flavoniques :

Dans un bécher, 1g de poudre végétale est additionnée a 100 ml d’éthanol a
70° pendant 48 h. Le mélange est séché dans un évaporateur rotatif. Le résidu
sec est récupéré avec 100 ml d’eau distillée bouillante. Apres refroidissement,
le mélange est décanté avec 50 ml de n-butanol, deux phases apparaissent
[138].

- une hypophase aqueuse : de couleur brunatre et qui est éliminée.

- une épiphase butanolique : de couleur verdatre contenant les hétérosides
flavoniques, et qui est évaporée a sec sous hotte ventilée. L'extrait est
récupéré avec 5 ml de méthanol puis conservé au frais pour étre utilisé

pour les analyses qualitatives et quantitatives (Figure 2.4).



Macération

19 de poudre végétale+100m|
d’éthanol a 70° pendant 48 H

\ 4

Evaporation a sec du macérat

A 4

Récupération du résidu sec avec
100ml d’eau bouillante, laissez
refroidir le mélanage

!

Dans une ampoule a décanter,
introduire le mélange +50ml de
butanol

A 4

A 4

Epiphase butanolique :

Hypophase aqueuse :
Eliminée

Hétérosides Flavoniques

l

Evaporation a sec :

Récupération avec 5ml
de méthanol

v

Analyse par HPLC

Figure 2.4 : Protocole expérimentale d’extraction des hétérosides flavoniques

selon HARBORNE, (1973)
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2.2.4 Etude biologique d’Ajuga iva

2.2.4.1. Activité antimicrobienne

Dans cette partie nous avons testé la sensibilité de quelques souches
microbiennes, vis-a-vis de la plante, référencées ATTC et présentées dans le

tableau 2.3 suivant :

Tableau 2.3. Les souches bactériennes

Gram Bactéries Référence(ATTC)
+ Micrococcus |uteus 533
+ Staphylococcus_aureus 6538
+ Bacillus cereus 10876
+ Bacillus subtilis 9372
+ Enterococcus faecalis C2035
- Pseudomonas aerogenosa 27853
- Esherichia coli 25922
Candida albicans 24433

2.2.4.1.1. Milieux de culture

Les milieux suivants ont été utilisés pour I'étude de I'effet antibactérien :

- Bouillon nutritif et gélose Mueller Hinton pour les bactéries,

- Bouillon nutritif et gélose de dextrose de Sabouraud pour les levures(GDS).
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2.2.4.1.2. Préparation des boites de Pétri

Apres liquéfaction des milieux a autoclave a température de
120°Cpendant 20min, nous coulons les boites aseptiquement, nous utilisons

des boites en plastique a usage unique, stérile (Cf. annexes).

2.2.4.1.3. Préparation des suspensions microbiennes

Il est indispensable d’utiliser des cultures jeunes, leur réactivation se fait

comme suit :

- Prélévement de la souche a partir du milieu de conservation de gélose

nutritive a l'aide d’une anse de platine stérile,

- Culture de cette souche Gélose Mueller Hinton. La durée de I'incubation est

de 24 heures a une température de 37°C.

Nous préparons la suspension de chaque souche séparément en
prélevant & I'aide d’une anse de platine stérile 2 colonies qui équivalent & 2.10°
CFU/ml. Elles sont déposées dans un tube contenant une solution

physiologique stérile.

La densité optique de chaqgue suspension est ajustée a 0,5; la lecture se
fait a 570 nm [142].

2.2.4.1.4. Produit a tester

Afin de tester le pouvoir antimicrobien, nous avons procédé comme suit :
- Dans un premier temps, nous avons testé I'extrait méthanolique dilué dans

de I'éthanol et le méthanol,

- Dans un deuxiéme temps nous avons testé un décocté et un infusé a 10 %
de la plante[86].
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Nous avons utilisé des standards de référence : antibiotiques (600mg/ml) tels
que :

-ATB1 : Pénicilline G

-ATB2 : Lymécilline

-Fongicide : Exodéril.

2.2.4.1.5. Mise en évidence de la zone d’inhibition

Les méthodes de diffusion appelées aussi antibiogrammes standards
sont les plus utilisées par les laboratoires de diagnostic. Elles ont I'avantage
d’étre d'une grande souplesse dans le choix des produits a tester et de

s’appliquer a un trés grand nombre de bactéries [144].

Des disques de papier buvard de 6 mm, imprégnés de la solution a
tester, sont déposés a la surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé
avec une culture pure de la souche a étudier. Dés l'application des disques, la
solution testée diffuse de maniére uniforme. Aprés incubation, les disques
s'entourent de zones d'inhibition circulaires correspondant a une absence de

culture[139]. (Nous procédons de la méme maniére pour les antibiotiques).
Les boites de Pétri sont étiquetées et installées dans un incubateur a
37°C pendant 24 heures pour les bactéries et & 25°C pendant 72 heures pour

les levures.

2.2.4.1.6. Expression des résultats

L'activité antimicrobienne est évaluée en mesurant le diametre
d’inhibition [144].

Selon LECLERC, (1975) une souche est dite :
- Sensible lorsque la zone d’inhibition est supérieure ou égale a 15mm,
- Peu sensible lorsque la zone d’inhibition est inférieure a 15mm,

- Résistante lorsque la zone d’inhibition est inexistante.
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2.2.4.2. Activité antiradicalaire au DPPH

Plusieurs méthodes sont utilisées pour mesurer les activités

antioxydantes des extraits des plantes.

Pour évaluer les activités antiradicalaire et antioxydantes nous avons
utilisé la méthode du DPPH (2,2-diphenyl-I-picrylhydrazil), qui est un radical
libre stable et qui montre une coloration violette foncée mais, lorsqu’il est réduit,

cette coloration devient jaune pale[143] ; [144].

O .
7

Q2N N

NO 5 NO2

(Radical libre) (Non radical)

Figure 2.5 : Forme libre et réduite du DPPH[147] ; [146].

2.2.4.2.1. Préparation de la solution du DPPH

Nous solubilisons 2 mg de DPPH dans 50 ml de méthanol absolu. Le

mélange est conservé a I'abri de la lumiere.

Préparation de I'extrait

Une solution meéere est préparée en dissolvant 1 mg d’extrait
méthanoligue dans 1 ml de méthanol absolu (1mg/ml). A partir de cette

solution, on réalise une série de dilution de 'ordre du pg/ml.

2.2.4.2.2. ’essai au DPPH
Dans des tubes secs stériles, on introduit a partir de la solution mére
(100pl, 200u1,300pu1 ,500ul,700ul et 900ul) ; on ajuste a 1 ml avec du méthanol.

On ajoute 2ml de la solution de DPPH dans chaque tube. On laisse incuber

pendant 30 min a température ambiante et a I'abri de la lumiére.
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Des solutions standards (acide gallique, « tocophérol, rutine, acide
ascorbigue et quercétine) sont préparées en suivant les mémes étapes que
précédemment (voir 2.2.3.2.2.). La lecture de la densité optique se fait a515 nm
[149].
2.2.4.2.3. Expression des résultats.

L’activité antioxydante exprime la capacité de piéger le radical libre. Elle
est estimée par le pourcentage(%) de décoloration du DPPH en solution dans

du méthanol selon la formule suivante :

Abs blanc ~ Abs
Abs

Inhibition (%) =( test )xlOO [150]

blanc

ADS panc : absorbance du blanc

Abs (.t : absorbance de I'échantillon

Le blanc est composé de 1ml de méthanol et 2 ml de solution de DPPH.
On effectue 3 répétitions pour chaque essai. Chaque valeur de lactivité
oxydante est donc calculée sur la moyenne de trois répétitions. Les résultats

ont été exprimés par la moyenne de trois mesures +SEM.

La valeur EC50 (appelée aussi IC 50) est déterminée pour chaque
extrait. Elle est définie comme étant la concentration du substrat qui cause la
perte de 50% de l'activité de DPPH. Le témoin est constitué de méthanol.

Les valeurs EC50 moyennes ont été calculées par régressions linéaires
ou polynomiales sur les courbes qui portent en abscisse, la concentration des

composés testés, et en ordonnée, l'activité antioxydante en pourcentage [151].

2.2.4.2.4. Etude statistique

L’étude statistique a été réalisée sur Statistica 7.0 de Statsoft Inc, Tulsa,
USA et IBM SPPS Statistics 19.0 d’'IBM Company, Chicago, lllinois, USA.

Il existe diverses maniéres d’accéder a la concentration efficace

d’'inhibition a 50% des radicaux. La méthode graphique qui consiste a
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déterminer visuellement les points reste grossiere dans ses résultats. De facon
plus rigoureuse, on peut établir des régressions linéaires ou polynomiales sur
des portions de courbe (2 a 4 points autour de la concentration recherchée

correspondant a un pourcentage d’inhibition a 50%).

La validité de ces régressions est testée par le calcul des coefficients de
corrélation qui doivent étre trés proches de 1,000 et des degrés de signification
p qui doivent étre aussi bas que possible (<<0,05 voire <<0,01). Ces
simulations autour du pourcentage d’inhibition a 50% nous permettent d’en
déduire la valeur et la marge d’erreur correspondante. Nous donnons a chaque
fois les intervalles de confiance a 95
2.2.4.3. Activité hypoglycémiante
Principe

Le principe de [I'étude consiste a mettre en évidence [lactivité

hypoglycémiante de [l'extrait aqueux de la plante chez les rats rendus

diabétiques par I'alloxane.
L’alloxane est 'acide mésoxalique. Il provoque un diabete expérimental en
détruisant les cellules des ilots de Langerhans, conduisant par conséquent au

diabéte.

Matériel et protocole expérimental

Dans cette partie expérimentale, nous avons suivi le protocole du
Laboratoire de Pharmacologie du CRD de SAIDAL selon le document de
référence de NOVES PANDA., (2001).

2.2.4.2.1. Matériel végétal

Nous préparons trois doses d’une infusion a partir de Ila poudre de

plantes séches.

> Dose 01:0, 05g/ml.
> Dose 02 : 0,10 g/ml.
> Dose 03 :0,15g/ml
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Matériel animal

L’expérience a été conduite sur 30 rats femelles (5 lots de 6 rats chacun)
de souche Wistar de poids variant entre 190 et 200 g. lls sont élevés a une

température de 25°C et alimentés avec des granulés d’origine ONAB.

o Lot 01 (témoin eau) : animaux traités par l'alloxane monohydrate + eau
physiologique,
o Lot 02 (témoin Diabénil®): animaux traités par I'alloxane monohydrate

+médicament antidiabétique (Diabénil®),

o Lot O3(essai E;): animaux traités par l'alloxane monohydrate+ extrait
aqueux de plante a une dose de 0,05g/ml,

o Lot O4(essai Ey) : animaux traités par l'alloxane monohydrate + extrait
aqueux de plante a une dose de0, 10g/ml,

o Lot 05 (essai E3) : animaux traités par l'alloxane monohydrate + extrait

aqueux de plante a une dose de 0,15g/ml.

Notre expérimentation se déroule selon les étapes :

Etape 1:
- Détermination de la glycémie a T, début de I'expérimentation. Les rats sont

mis a jeun 18 heures avant la détermination de la glycémie de base (Ty).

- Prélevement du sang: Le sang est prélevé de I'animal légérement

anesthésié par voie respiratoire (en utilisant de I'éther), par ponction au niveau
du sinus recto-orbital a 'aide d’un tube capillaire ; le sang est récupéré dans
des tubes héparine.

Apres centrifugation a 4000t/min pendant 10 min, le plasma est récupéré dans
des tubes secs et le dosage de la glycémie est effectué par la méthode

enzymatique.

- Dosage du glucose

Le glucose dans le sang est déterminé par une méthode colorimétrique.

Principe
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e L’enzyme glucose oxydase déshydrogénase (GOD) oxyde le glucose en
gluconolactone.
e Le gluconolactone en présence d’eau se transforme en acide gluconique et

en eau Oxygenee.

Glucose + H,O + O, >Acide gluconique + H,O

e L’eau oxygénée obtenue est scindée par la peroxydase qui oxyde un
donneur d’hydrogéne, I'amino-4-antipyrine-phénol qui passe d'une forme
réduite incolore a une forme oxydée de couleur roséatre.

2H,0, + amino-4-antipyrine-phénol-> Quinoneimine +4H, O

Le GOD agit sélectivement sur le glucose.

Mode opératoire

Trois tubes secs sont préparés et nous introduisons :

- Dans un premier tube : 1 cc de réactif (blanc)

- Dans un deuxieme tube : 1 cc de réactif +10pl de glucose

- Dans un troisieme tube : 1 cc de réactif + 10ul de I'échantillon

La préparation des réactifs pour le dosage de la glycémie est reportée dans le
tableau 2.4.

Tableau 2.4 : Les réactifs utilisés lors du dosage de glucose par

spectrophotométrie
Blanc Etalon Echantillon
Réactif 1cc 1cc 1cc
Etalon - 10ul -
Echantillon - - 10ul

1 cc=1000 pl

On agite les tubes et on laisse incuber a température ambiante pendant
30 min. On effectue la lecture de la densité optique a 505 nm. Le taux de

glucose C est donné par la relation suivante :
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C= Doessai *N
DO

étalon

C : Taux de glucose (g/l)

DO essai : Densité optique de I'échantillon
Dstaions: Densité optique standard

N : concentration de glucose standard (1 g/l)

Etape 2 :
On provoque le diabéete sucré (hyperglycémie) chez les rats par

'administration de 1 ml/rat, par voie sous cutanée, d’une solution d’alloxane
monohydrate (a raison de 150mg/kg). Cette solution est diluée dans de I'eau
physiologique a 0,9%
- La détermination du taux de glycémie pour chaque rat est notée 72 heures
aprés I'administration de 'alloxane.
Etape 3 :

Les différentes solutions utilisées : I'eau physiologique, le Diabénil® et
les différentes doses de I'extrait aqueux sont quotidiennement administrées par

voie orale a raison de 1ml/rat pendant 03 semaines.

- Chaque fin de semaine, le dosage des taux de glycémie est effectué pour
chaque rat.
- Le pourcentage de réduction de la glycémie est calculé selon la formule

suivante :

P : pourcentage de réduction de la glycémie
Ci : glycémie moyenne du témoin (g/l)
Ce : Glycémie moyenne de I'essai (g/l) [152].
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2.2.4.2.1. L’analyse statistique

Nous avons comparé, par un test de Student, les variations de la
glycémie entre les différents échantillons (témoin eau, témoin Diabénil®),

essais E; & E3) pour chaque période (de la 1% & la 3°™ semaine).

Un test de Levéne dhomogénéité des variances accompagne
systématiquement le test de Student pour la lecture des degrés de signification
p adéquats (selon 'homogénéité ou I'’hétérogenéité des variances).
2.2.4.3. Etude de l'activité antalgique <<Writhing test >>.

La méthode utilisée est similaire a celle décrite par KOSTER et al.,(1959)
et modifiée par COLLIER et al., (1968). Nous avons étudié I'activité antalgique
sur des souris.

Principe :
Une réaction douloureuse est provoquée chez les souris par injection
intrapéritonéale d’acide acétique a raison de 0,10/10g de poids corporel (Pc).
Les douleurs se manifestent par un mouvement d’étirement des pattes
postérieures et des torsions de la musculature dorso-abdominale (spasmes),

qui peuvent étre réduites par un produit antispasmodique (extrait agueux).

Mode opératoire :

Cing (5) doses de I'extrait aqueux sont administrées aux souris réparties
en 7 lots. Chaque lot se compose de 6 souris males, souche NMRI, de poids
18+2g.

Le lot contréle positif recoit de [libuproféne diluée dans de l'eau

physiologique a 0,9% a raison de 200mg/kg.
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Tableau 2.5 : Répartition des lots utilisés dans I'activité antispasmodique

Lot Injection

Lot témoin eau Eau physiologique

Lot témoin Ibuprofene Dose = 200mg/kg.

Lot essai 1 Dose 01 = 0,025g/ml.,
Lot essai 2 Dose 02 =0,050 g/ml
Lot essai 3 Dose03 =0,150g/ml
Lot essai 4 Dose 04 =0,200 g/mi
Lot essai 5 Dose 05=0,400 g/ml

- A Ty. Injection par voie intrapéritonéale de 0,5ml de la dose de I'extrait
aqueux équivalente pour chaque lot (Figure 16),

- Apres 30min: Toutes les souris males recoivent 0,2ml de la solution
d’acide acétique a 1 % par voie intrapéritonéale,

- Apres 5min : Le comptage du nombre de spasmes est observé directement
sur les souris pendant 10 min [155],

- L’ibuproféene a été utilisé comme contrdle positif (200mg/kg).

2.2.4.3.1. Calcul du pourcentage de réduction des spasmes [156]

Le pourcentage de réduction des spasmes (pourcentage de protection),

est calculé selon la formule suivante :

Moy. des spasmes du l6t tém. - Moy. des spasmes du I6t essai <
Moy. des spasmes du I6t témoin

% de protection = 100

2.2.4.4. Etude de la toxicité

Sur le plan expérimental, la DL50 est un parametre toxicologique qui
caractérise la toxicité aigue.C’est la doselétale qui entraine la mort de 50% des

animaux soumis a I'administration de la substance.
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Le but de cette expérimentationest de vérifier les résultats obtenus parEl
Hillaly et al.,2004 ; 2006), qui par voie orale, ont obtenu une DL50 supérieure a
14g/kg Pc, tandis que celle obtenue par voie intrapéritonéale est de 3,609/kg
Pc.

Les tests de toxicité ont été réalisés sur des souris NMRI alimentées par
un mélange constitué depoudre et d’eau distillée.

Mode opératoire

L’étude toxicologique est effectuéeen testant une dose maximale de

poudre. Cette derniere peut engendrer une mortalité lors de I'administration par

- Injection par voie intrapéritonéale,

- Gavage (voie orale) ;

Nous avons utilisé24 souris, réparties en 2 lots de 6 souris méales chacun

et2 lots de 6 souris femelles chacun.

v Chaque souris des 2 lots males et 2 lots femellesrecoit 0,5ml de la
solution a 14g/kg par gavage.

v Chaque souris 2 lots males et 2 lots femelles regoit une injection de
0,5ml de la solution a 3,60g/kg.

Le comportement général des souris est observé pendant une période
de 14 jours.
Lecture du résultat :
Le calcul de la DL50 se fait selon la méthode de BERHENS et KARBER, 1949

Zab
DL50 =DL100 -
n

DL50 et DL100 : doses létales & 50% et 10%
a: différence entre deux doses successives.
b = nombre moyen de morts entre deux doses successives

n = nombre moyen d’animaux par lot
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Les valeurs obtenues vont étre comparées avec celles fournies dans le tableau

1.3

Tableau 2.6 : Classe de toxicité : échelle de HODGE et STERNER

DL50

Indice de toxicité

Jusqu'a 1mg/kg

De 1a 50 mg/kg

De 50 a500mg/kg

De 500 a 5000mg/kg
De 5000 a 15000 mg/kg

Plus de 15000mg/kg

1 : Extrémement toxique
2 : Hautement toxique

3 : Modérément toxique
4 : Légerement toxique
5 : Presque pas toxique

6 : relativement inoffensif
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PARTIE3 : RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Résultat de I'étude botanigue de la plante

3.1.1. Etude macroscopique :

La plante récoltée est comparée au specimen de I'herbier de 'ENSA,
nous avons constaté que les deux échantillons sont identiques (Figure 3.1).

Figure 3.1 : (a); Echantillon d’Ajuga iva L. récoltée a Sidi Rabah (Originale)
(b); Spécimen d’Ajuga iva L. de I'herbier de ENSA d’El Harrach

A I'étape suivante, nous nous sommes intéréssés a d’autre aspects de la

plante pour pouvoir confirmer I'identification.

3.1.1.1. La fleur

Les fleurs sont petites, de 0,5 a 1 cm de longueur. Elles ont une couleur

purpurine. Elles sont regroupées par 2 ou par 4 et ont une lévre supérieure trés
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courte. La levre inferieure est plus longue, elle est composée de 3 lobes, plus

grande que les sépales (Fig. 3.2). La fleur renferme 2 a 4 étamines (Fig. 3.3).

Lévre supérieure

Levre inférieure

Etamines

Sépales

Figure 3.2 : Fleur d’Ajuga iva L. (loupe Gx8) (Originale)

Style

Anthere

Grains de
pollen

Figure 3.3 : Les étamines d’Ajuga iva L. vue a la loupe (GX8) (Originale)

3.1.1.2.Le calice

I mesure de 0,5 a 1cm de longueur. Il se compose de 5 dents. Il est

recouvert de poils denses (fig. 3.4).



67

Dents

Poils denses

Figure 3.4 : Calice dentelé d’Ajuga iva L. vu a la loupe (GX8) (Originale)

Carpelles

Figure 3.5 : Ovaire vu a la loupe GX8 (Originale)

Carpelles

Loges
carpellaires

Figure 3.6 : Carpelle vue a la loupe (GX8) (Originale)

3.1.1.3. Les feuilles
Elles sont nombreuses, serrées et sessiles. Elles sont de forme

lanceolée, longues de 3 a 5¢cm. Elles sont recouvertes de poils épidermiques
tres denses (Fig. 3.7 et 3.8)
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Poils tecteurs

Nervure principale

Figure 3.7: Feuille, face supérieure, observée a la loupe (GX8) (Originale)

Extrémité dentelée

Nervure principale

Poils épidermiques

Figure 3.8 : Feuille dentelée, face supérieure, observée a la loupe (GX 2.5)

3.1.1.4. Latige

La tige a une longueur de 10 a 15 cm, a section rectangulaire. Elle est

couverte de poils épidermiques. Elle est ligueuse vers la base.

3.1.2. Aspect microscopique

Afin de détecter ou de localiser des structures particulieres, les tissus
sécréteurs, nous avons effectué des coupes minces. Ces derniéres ont subi
une double coloration. Nous avons obtenu les résultats suivants :
3.1.2.1. Les tiges :

La tige présente, de I'extérieur vers l'intérieur :

- une cuticule striée (Figure 3.9)

- une seule assise de cellule épidermique,
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- un parenchyme angulaire formé par plusieurs couches de cellules vers
les angles de la tige,
- un parenchyme cortical,

- du liber suivi de bois hétéroxylé,

- un parenchyme médullaire.

Poil tecteur pluricellulaire

Cuticule

Epiderme

Parenchyme cortical

Liber
Bois

Moelle
Bois hétéroxylé

Sclérenchyme

Figure 3.9 : C.T de la tige d’Ajuga iva L. observée au MP (GX10)(originale)

3.1.2.2.Les feuilles
La feuille est constituée de trois parties : deux parties minces ensérant

une paritie lobée.
En coupe transversale, aprés la double coloration, la partie mince de la
feuille nous a permis d’observer les tissus suivants (en partant de I'extérieur

vers l'intérieur ) :
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- Un épiderme supérieur constitué par une assise de cellules. Il couvre des

cellules allongées contenant de nombreux chloroplastes. C’est le parenchyme

pallissadique.

- Un parenchyme lacuneux

- Des faisceaux conducteurs issus du méristéme secondaire formé par le bois

et le liber.

- Une assise de cellules épidermiques sur la face inférieure des feuilles

(Figure3.10).

Epiderme supérieur
Parenchyme

palissadique

Epiderme inférieur

Bois

Liber

Figure 3.10 : C.T de la feuille d’Ajuga iva vue au MP (G 10X) (originale)

3.2. Résultats de I'étude phytochimique d’Ajuga iva L.

3.2.1 .Teneur en eau

La teneur en eau de la planta est rapporté dans le tableau suivant

Tableau : 3.1 Résultats de la teneur en eau chez Ajuga iva L.

Poids frais(g)

1,064+0,008

Poids sec (g)

0,354+0,011

Teneur en eau de la plante

66,73%2,29 %
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Les végétaux sont riches en eau, élément essentiel pour le métabolisme
de la plante. Les valeurs moyennes sur 5 essais (appendice E1) nous ont
donné un poids frais égal a 1,064+0,008 g et un poids sec égal a 0,354+0,011
g. La plante contient 66,7£2,29 % d’eau. Cette teneur en eau est conforme a
celle observée par la pharmacopée Européenne 1999.

La teneur élevée en eau, chez les plantes, est en relation étroite avec I'activité
métabolique. Elle fournit I'hydrogene indispensable aux réactions de
biosynthese [159].

3.2.2. La teneur en cendres :

La teneur en cendres obtenue est mentionnée dans le tableau 3.2

(appendice E2).

Tableau 3.2 : Teneur en cendres d’Ajuga iva L.

Masse de Masse des Teneur en
poudre(g) cendres(Q) cendres(%o)
1,000 0,1267+0,0029 | 12,67+0,29

Les cendres obtenues sont de couleur claire et représentent chez Ajuga iva L.
une teneur de 12,67+0,29 %. Cette teneur est conforme a celle rapportée par la
pharmacopée européenne en 2002 et qui la situe entre 10 et 12 %.

3.2.3. Les minéraux

3.2.3.1. Les cations

La chromatographie ionique nous a permis d’obtenir le chromatogramme
représenté en figure 3.11. Les teneurs en cations sont rapportées dans le
tableau 3.3
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Tableau 3.3 : Cations détectés par CI

_ o Teneur | Concentration
N° de pic | Minéraux
(%) (mg/l)
01 Sodium 10,34 103,4
02 Potassium | 20,96 209,6
03 Magnésium | 11,35 113,5
04 Calcium 57,35 273,5
IMTTIUNIVauUI UED Lauuis PIeselils udls | exudil ae pianie
Sample Name extrait de plante Inj. Vol 25,0
Sample Type: unknown Dilution Factor 1,0000
Program: cation EG 2010 06 09 Operator BENMOSLY K
Inj. Date/Time 09,06,10 10:33 Run Time: 20,00
12, CgTIONS EG 2010 06 09 #3 Extrait de plante CD 1 Total
1 0 ®
10,0 i o
| 2 5
8,0 IS ©
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- :
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Retention Time [min]
Figure 3.11 : Spectre des minéraux cationiques chez Ajuga iva L.
Le chromatogramme relatif aux cations montre [I'absence
d’'oligoéléments. Néanmoins, il indique la présence des macroéléments

indispensables pour le développement de la plante tels que: sodium,

potassium, magnésium, calcium. Les ions Calcium et potassium sont



73

prédominants avec des concentrations respectives de 273,50 mg/l et 209,60

mg/l.

- Onremarque aussi que la teneur en cations alcalino-terreux est de 68,70
%, elle est appréciable en comparaison a celle des métaux alcalins qui
n’atteint que 31,30 %.

- Lateneur en calcium dépasse largement celle du magnésium.

3.2.3.2. Les anions :

Les anions ont été quantifiés dans les mémes conditions que pour les
cations. La figure 3.12 représente les spectres d’absorption des différents
anions. Les teneurs en anions sont consignés dans le tableau 3.4 et la figure
3.12.

Tableau 3.4 : Anions détectés par ClI

, o Teneur | Concentration
N° de pic | Minéraux

(%) (mg/l)
01 Fluorure 0,42 4,2
02 Chlorure | 97,97 979,7
03 Nitrite 1,20 12,0

04 Sulfate 1,61 16,1
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Figure 3.12: Spectre des minéraux anionigues

L’analyse du chromatogramme anionique révéle la présence des ions
fluorides, sulfates et des ions nitrites en proportions variables. En revanche, on

a souligné la présence en exces des ions chlorures (97,97 %).

L’excés en ions chlorures est di a l'attaque des cendres par I'acide
chlorhydrique au cours de la minéralisation.

La richesse en minéraux d’Ajuga iva L. expliquerait le fait qu’elle s’adapte
treés bien a des zones arides ou semi arides [161].

3.2.4. Résultat de l'identification colorimétrigue des principes actifs

L’étude de l'identification colorimétrique a permis de mettre en évidence

guelques métabolites secondaires présents dans la plante, résumés dans le
tableau 3.5.

Tableau 3.5 : Résultat de la caractérisation colorimétrique d’Ajuga iva
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Principes actifs Résultats

Tanins galliques +++
Tanins caté chiqgues | +++

Composés réducteurs | ++

Flavonoides +++
Alcaloides +
Saponines +

+ + + . Réaction trés positive
++: Réaction moyennement positive

+: Réaction faiblement positive

Sur l'ensemble des réactions en tube, celles des tanins et des
flavonoides ont été les plus prononcées, en comparaison a celles des
alcaloides, des saponines et des composés réducteurs, dont la réaction est
plus faible. Nos résultats concordent avec ceux de (Imai et al., 1969 ; Koreeda
et al., 1970; Chung et al., 1980 ; Takeda et al., 1987 ;Min et al., 1989 ;
Muhammed et al., 1999 )

3.2.5. Résultat de I'extraction des composés polaire et apolaire

Nous avons obtenu une teneur en composés apolaires de 15 %.
Concernant les principes actifs polaires, la teneur est de 18 % dans I'ensemble

de la plante séche (Figure 3.13).
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Figure 3.13 : Teneur en composés polaire et apolaire

3.2.6. Résultat du dosage de guelques principes actifs de la plante

3.2.6.1. Dosage des polyphénols totaux

Nous avons quantifié le taux des polyphénols totaux a partir de I'extrait
éthanolique de la plante. La courbe d’étalonnage est réalisée avec différentes

concentrations d’acide gallique (Figure 3.14).

La teneur en polyphénols totaux est rapportée en mg équivalent acide
galliqgue/g de plante séche. La teneur en polyphénols totaux observée au cours
de notre expérimentation est de 33,12+0,37 mg/EAG en g de plante séche. Nos
résultats concordent avec ceux obtenus par ADJADJ, (2009) sur la méme

plante.

Néanmoins, la teneur en polyphénols totaux peut étre différente d’'une
plante a une autre, et entre les especes du méme genre. Ainsi, MILIAULISKAS
et al.,(2004) ont trouvé des teneurs différentes pour 4 espéces de Salvia ; en
effet elles oscillent entre 9,7+0,4 et 24+1,1 mg EAG/g plante séche. Des
résultats similaires ont été signalés par CASIO et al., (2006), lors d’'une étude
effectuée sur plusieurs plantes de la famille des lamiacées. En effet, les
especes de Thym montrent des teneurs en polyphénols totaux de 12,1+1,1 mg
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a 14,1+1,2 mg EAG/g de plante séche. A contrario, les espéces de la sauge ont

montré un taux plus élevé.
Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement

d’'une plante a une autre, cela peut étre attribué a plusieurs facteurs :

1- Facteurs climatiques et environnementaux : zone geéographique, sécheresse,

sol, agressions et maladies, (Ebrahimi et al 2008).

2- Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de

développement de la plante (Miliauskas et al 2004). ,

3- La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également

influencer I'estimation de la teneur des polyphénols totaux (Lee et al 2003). .

Il a été prouvé que les teneurs en polythenes totaux et en flavonoides

sont élevées lorsque le milieu de croissance de la plante n’est pas adéquat.
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Figure 3.14 : Courbe d’étalonnage de 'acide gallique.
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3.2.6.2. Résultat du dosage des flavonoides dans la plante

La teneur en flavonoides a été déterminée a partir de [I'extrait
méthanolique par la formule citée dans le chapitre précédent, elle est de 3,05
%. Selon LEE et al., (2003), il est difficile de comparer les résultats avec ceux
de la bibliographie car le rendement n’est que relatif, il dépend de la méthode

et des conditions dans lesquelles I'extraction a été réalisée.

3.2.6.3. Teneur de la plante en saponine

La teneur en saponine est déterminée selon la méthode de l'indice de
mousse qui a donné une valeur inférieure a 100, ceci implique que la plante est

pauvre en saponine.

3.2.7. Interprétation des résultats obtenus par HPLC

Lors de cette analyse nous avons obtenu les résultats suivant :

3.2.7.1. Identification des flavones-flavonols

Le passage a 'HPLC de I'extrait du végétal qui contient des aglycones
flavoniques se fait a une longueur d’onde de 365 nm en mode gradient de
dilution. Le chromatogramme des aglycones flavoniques est représenté par la
figure 3.15.
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Figure 3.15 : Profil chromatographique des flavones—flavonols & 365 nm en

mode gradient d’élution

Dans cette partie expérimentale, en absence de standards, nous avons
eu recours a une comparaison des temps de rétention avec ceux de la
bibliographie. Le profil chromatographique obtenu par HPLC a une longueur
d’'onde de 365 nm montre une richesse en flavones-flavonols. Cette richesse
s’explique par la présence de 20 pics. La distribution de la teneur en flavones—
flavonols est caractérisée par la présence de deux pics majoritaires non
identifiés a 25,203 min et 28,83 min. L’identification des autres composés a été
réalisée par la comparaison entre les temps de rétention de la plante avec ceux
obtenus par les travaux de OUAFI, (2007).

Les caractéristigues des composés identifiés sont regroupées dans le
tableau 3.6.
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Tableau 3.6 : Caractéristigues chromatographiques des flavones-flavonols

détectés chez Ajuga iva L. A 365nm

_ Temps de Teneurs ]
Pics| . ) . Composeés
Rétention(min) | Relatives(%)
07 18,313 06,660 Quercétine
11 21,155 13,475 Lutéoline
18 25,203 16,678 Non identifié
20 28,828 14,643 Non identifié

Parmi les composés identifiés figurent la quercétine et la lutéoline.

Des recherches récentes ont démontré que les flavonoides ont des
propriétés anti-inflammatoires, notamment les flavonols tel que la quercétine.
Ces composés calment la douleur musculaire en accélérant la réparation des
tissus au niveau moléculaire de maniére spécifique. lls inhibent 'enzyme NOS
responsable de la synthése de I'oxyde nitrique, qui est un déclencheur chimique
de l'inflammation Lahlah et al., 2008. Selon ZHAO et al., (2006) ; TSAI et al.,
(2008), la quercétine est un flavonoide majeur. Cette derniere est responsable
de I'activité antioxydante de la majorité des plantes. Certains auteurs suggeérent
gu’elle pourrait présenter un intérét dans le traitement des désordres
allergiques [173, [175] ; [175].

D’autres études, affirment I'action inhibitrice de ces flavonoides et plus
particulierement celle de la lutéoline. Cette derniére a une action inhibitrice sur
la cycla-oxygénase, enzyme synthétisée dans le processus inflammatoire [175].
Selon CHEN et al., (2008), la lutéoline inhibe la dégénérescence des neurones

qui entraine la maladie de Parkinson.

3.2.7.2. ldentification des acides phénols :

Les acides phénols sont été identifiés a une longueur d’'onde de 260 nm.

Le profil chromatographique suivant (Fig. 3.16) a été observé.
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Figure 3.16 : Profil chromatographique des acides phénols présent chez Ajuga
iva L. détectés par HPLC a 260 mm en mode gradient d’élution

Le chromatogramme relatif aux acides phénols est plus riche en

composés que celui relatif aux flavones- flavonols et cette richesse est
visualisée par la présence de 48 pics.

Ce profil indique la présence d’'un composé maijoritaire avec un temps de
rétention de 25,303 min ; par ailleurs, 8 pics ont été identifiés par comparaison

de leurs temps de rétention avec ceux obtenu par OUAFI (2007).

Les acides phénols identifiés sont : I'acide gallique, I'acide
protocatéchique, I'acide gentisique, I'acide ellagique, I'acide p-
hydroxybenzoique qui appartiennent a la série benzoique, ainsi que 'acide p-

cinnamique, I'acide férulique et syringique qui appartiennent a la série
cinnamique.
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Les caractéristigues des composés identifiés sont regroupées dans le
tableau 3.7.

Tableau 3.7 : Caractéristigues chromatographiques des acides phénols

détectés chez Ajugaiva L.

Pics Temps de Teneurs Composés
Rétention (min) | relatives (%)
04 3,312 2,362 Acide gallique
17 17,909 3,725 Acide protocatéchique
23 19,839 4,754 Acide gentisique
24 20,468 2,702 Acide ellagique
25 21,153 5,159 Acide p-hydroxybenzoique
33 25,203 7,944 Non identifié
36 28,830 4,246 Non identifié
39 32,953 6,431 Acide syringique
43 35,33 1,694 Acide p-coumarique
48 42 544 7,378 Acide férulique

Nous constatons que la teneur en acides phénols de la série benzoique
est de 25,16 %, avec l'acide syringique comme composé majoritaire. Au
contraire, la teneur en acides phénols de la série cinnamique atteint 9,07 %,
avec l'acide féruligue comme composé majoritaire. Ces pics ont été identifiés
par comparaison de leurs temps de rétention avec ceux obtenu par HOSSAIN
et al., (2010).

Ces acides phénols (cinnamique et benzoique) manifestent plusieurs
activités a savoir : antibactériennes [65]; antifongiques [66] et antioxydantes
[67].

Des études ont souligné qu’une consommation importante d’antioxydants
phénoliques pouvait étre corrélée avec une baisse significative des déces par

artériosclérose, grace a une diminution de I'oxydation des LDL [179] ; [180].
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D’autres études ont démontré que l'acide férulique présente un large
éventail d’effets thérapeutiques. Ainsi, par l'intermédiaire du puissant pouvoir
antioxydant qu’il posséde, l'acide férulique peut étre utilisé contre diverses
maladies, y compris le cancer, le diabete, les maladies cardiovasculaires et

neuro -dégénératives [182].

3.2.7.3. Identification des hétérosides flavoniques :

L’identification des hétérosides flavoniques est réalisée a une longueur

d’onde de 370 nm, le profil chromatographique est représenté par la figure 3.17.
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Figure 3.17 : Profil chromatographiqgue des hétérosides flavoniques par HPLC a

370 nm en mode gradient d’élution

A cause de la mauvaise séparation des composés flavoniques au niveau de ce
profil, le chromatogramme révéle la présence de huit pics, parmi lesquels un
composé majoritaire non identifié, qui se distingue par un temps de rétention

compareé avec ceux de Seeram et al., (2006). (Tableau 3.8).
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Tableau 3.8 : Caractéristigues chromatographiques des hétérosides flavonigues

) Temps de Teneurs
Pics| . _ _ Composés
rétention (min) | relatives (%)
05 2,612 51,071 Non identifies
Monoglycoside-7
06 2,890 16,674 _
Lutéoléine

L’interprétation du tableau 3.8 nous a permis lidentification d’un hétéroside

flavonique : le monoglycoside-7 lutéoline avec une teneur de 16,67 %.

3.2.7.4. Ildentification des C-Glycosides

L’identification des c-glycosides a été réalisée a une longueur d’onde de

360 nm, le profil chromatographique est représenté dans la figure 3.18.
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Figure 3.18 : Profil chromatographique des C-Glycosides détecté par HPLC a

360 nm en mode gradient d’élution

Le profil chromatographique fait ressortir un pic majoritaire au temps de
rétention 2,589 min, il correspond a un composé flavonique non identifié.
L’identification d’'un autre pica été établie par comparaison de son temps de

rétention avec celui observé par HOSSAIN et al., (2010).

Les caractéristiqgues de ces composés sont regroupées dans le tableau

Tableau 3.9 : Caractéristigues chromatographique des C-Glycosides

_ Temps de Teneur ]
Pics| . ) Composes
rétention (min) | relatives (%)

C-Glycoside de
03 2,589 1,095 » .
Quercétine (pentoside)

11 5,949 0,219 Non identifié

3.2.7.5. Identification des Anthocyanes

L’identification des anthocyanes a été réalisée a une longueur d’'onde de

260 nm, le profil chromatographique est représenté dans la figure 3.19.
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Figure 3.19 : Profil chromatographigue des anthocyanes présents chez

Ajuga iva L., détectés par HPLC a 260 nm en mode gradient d’élution

Nous avons obtenu un seul pic majoritaire. Il correspond a un composé

flavonique non identifié. 1l est obtenu a un temps de rétention de 2,585 min. Un

deuxieme composé est identifié apres comparaison avec les temps de rétention

obtenu par OUAFI, (2007); les caractéristiques sont regroupées dans le

tableau3.10.

Tableau 3.10 : Caractéristigues chromatographiques des anthocyanes détectés

_ Temps de Teneur ]
Pics | ) . ) Compose
rétention (min) | relative (%)
03 2,585 1,095 Non identifié
17 9,848 0,503 Cyanidine

A partir de ces résultats, nous avons pu confirmer la présence

d’anthocyanes, notamment la cyanidine. Les anthocyanes sont caractérisés par

leurs propriétés antioxydantes. Leur consommation est bénéfique pour la santé
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et notamment contre le vieillissement cellulaire, la protection des veines et des

capillaires. Ce sont des anti-inflammatoires puissants [86].

3.3. Résultat de I'étude biologigue

3.3.1. Activité antimicrobienne

3.3.1.1. Mise en évidence de la zone d’inhibition

L’étude qualitative de I'activité anti microbienne au moyen de la méthode

de diffusion sur gélose en utilisant des disques absorbants, a donné les

résultats représentés dans le tableau 3.11 :

Cette activité est donnée par le diamétre en mm, de la zone d’inhibition

des cultures microbiennes (appendice F).

Tableau 3.11: Résultat de I'activité microbiologique des extraits de plante,

diameétre de la zone d’inhibition (mm)

Bactéries - Ethanol | Décocté Infusé ATB1 ATB2
méthanol.

M.luteus 0,00 0,00 0,00 0,00 42,33+0,33 | 29,33+0,67
S.aureus 0,00 0,00 0,00 9,83+0,17 | 59,33+0,67 | 36,00%1,00
B.cereus 0,00 0,00 | 6,50+0,00 0,00 18,00+0,00 | 22,00+0,00

E.coli 0,00 0,00 | 6,50+0,00 | 10,17+0,17 | 33,33+2,40 | 30,00£0,00
E.feacalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P.aerogenosa 0,00 0,00 | 8,50+0,29 0,00 7,67+0,33 | 23,670,67
B.subtilus 0,00 0,00 0,00 9,17+0,17 | 47,67+0,33 | 31,67%1,67
C.albicans 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Selon l'échelle de LECLERC, (1975), on peut dire que E. coli et
Pseudomonas aerogenosa et bacillus cereus sont peu sensibles au décocté de
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la plante, alors que les autres souches lui sont résistantes. Les souches
Staphylococcus aureus, E. coli et Bacillus subtilis sont présenté une faible
sensibilité vis-a-vis de l'infusé de la plante (Appendice F). Ce résultat pourrait
s’expliquer par le fait que les concentrations utilisées lors de I'essai sont faibles
car, selon JASSIM et NADJI., (2003) ; TAKAHASHI et al., (2004) ; YADAVA et

TIWARI, (2005), les flavonoides glycosides ont un effet antibactérien certain

3.3.3. Activité antioxydante

3.3.3.1. Résultat de I'activité antiradicalaire

L’activité antiradicalaire de l'extrait méthanolique est exprimée en EC
50%. Ce paramétre a été introduit par Brand-Williams et ses collaborateurs et a
été ensuite utilisé par plusieurs chercheurs pour présenter leurs résultats. I
définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de
radicaux libres.

3.3.3.2. Analyse statistique

3.3.3.2.1. Activité antioxydante au DPPH de 'extrait méthanolique d’Ajuga iva

La courbe polynomiale de la figure 3.20 d’équation y = -0,733x> + 1,021x?
+ 0,386x+ 0,006 a un coefficient de détermination r?=0,998. Cette courbe
représente en ordonnée le pourcentage d’inhibition des radicaux libres en
fonction de la concentration, en abscisse, de I'extrait méthanolique de la plante.

La valeur correspondant au pourcentage d’inhibition a 50% est ¢ = 0,667 mg.ml
1

Cette valeur est pratiquement égale a celle trouvée par régression
linéaire avec un coefficient de corrélation r=1,000; pratiquement idéal
(appendice G1) et qui signifie une excellente corrélation linéaire positive. Cette

corrélation est significative (p=0,020).

La valeur prévue du pourcentage d’inhibition a 50% est ¢ = 0,665+0,091

mg.ml™
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Figure 3.20 : Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de I'extrait

méthanoligue

3.3.3.3. Activité antioxydante au DPPH de I'a-tocophérol (vitamine E)

Nous avons une reégression (Figure 3.21) avec un coefficient de
corrélation r=1,000, donc une excellente corrélation linéaire positive, trés
significative p=0,004.La valeur prévue est ¢ = 0,223+0,013 mg.ml™* (appendice
G2)
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Figure 3.21: Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration a-
tocophérol
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3.3.3.4. Activité antioxydante au DPPH de 'acide ascorbique

La régression (Figure 3.22) donne un coefficient de corrélation r=0,999,
donc une tres forte corrélation linéaire positive, tres significative p=0,022.
La valeur prévue est c = 0,0210+0,0060 mg.ml™ (appendice G3)

Pourcentage d'inhibition
= N W b~ 0o O ~N
o O O O o o o

0
0,00 0,04 0,08 0,12 0,16 0,20
Concentration (mg.ml™?)

Figure 3.22 : Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en acide

ascorbique
3.3.3.5. Activité antioxydante au DPPH de la rutine

La courbe polynomiale (Figure 3.23) d’équationy = 112,3x® -20,45x* +
3,101x- 0,004 avec un coefficient de détermination r’=0,999 nous permet de
déduire la valeur correspondant au pourcentage d’inhibition a 50% :
y=0,50=50,0% ; ¢ = 0,1727 = 0,173 mg.ml™.

Cette valeur est pratiguement identique a celle obtenue par régression
linéaire avec r=0,974 signifiant une trés forte corrélation linéaire positive, trés

significative (p=0,026).

La valeur prévue est ¢ = 0,173+0,066 mg.ml™ (appendice G4)
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Figure 3.23 : Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en rutine

3.3.3.6. Activité antioxydante au DPPH de I'acide gallique

La régression (Figure 3.24)_donne un coefficient de corrélation r=1,000,
nous avons une excellente corrélation linéaire positive, trés significative

p=0,013 (appendice G5).La valeur prévue est ¢ = 0,0090+0,0015 mg.ml™
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Figure 3.24 : Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en acide

gallique
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3.3.3.7. Activité antioxydante au DPPH de la guercétine

Nous avons une régression (Figure 3.25), avec r=0,999, donc une tres
forte corrélation linéaire positive, tres significative p=0,024 (appendiceG®6).

La valeur prévue est ¢ = 0,0107+0,0033 mg.ml™

Pourcentage d'inhibition
= N W b O O =~
o O O O O o o

0,00 0,02 004 006 008 0,10 0,12
Concentration (mg.ml™?)
Figure 3.25: Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en

quercétine
3.3.3.8. Etude comparative des EC 50% des substances avec [extrait

méthanoligue de la plante

Nous disposons maintenant des concentrations d’inhibition a 50% des
différentes substances et des intervalles de confiance (donc des marges

d’erreurs) correspondants selon le tableau suivant 3.12 (appendices G1 a G6).
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Tableau 3.12 : les concentrations d’inhibition a8 50%des différentes substances

Concentration d’inhibition | Intervalles de
a50% (mg.ml™) confiance & 95%
Acide Gallique 0,0090 {0,0075 ; 0,0105}
Quercétine 0,0107 {0,0074 ; 0,0140}
Acide Ascorbique 0,0210 {0,0149 ;0,0270}
Rutine 0,173 {0,106 ; 0,239}
O -tocophérol 0,223 {0,210 ; 0,235}
Extrait Méthanolique 0,665 {0,574 ; 0,756}

Ces résultats sont illustrés dans la figure G7 (appendice G), qui montre
le pourcentage d’inhibition des différents témoins en fonction de la

concentration.

Nous avons comparé par ANOVA les concentrations d’inhibition a 50%
de ces substances. Les échantillons de mesure étant petits, nous avons opté
pour des erreurs standard maximales afin d’éviter toute interprétation trop

optimiste.

La figure G8 (appendice G) regroupe les EC50% des diverses

substances avec les marges d’erreur correspondantes.

Un test de Levéne préliminaire (appendice G9) est établi pour vérifier
I'hnomogénéité des variances. Il a donné p = 0,069>0,05 ; les variances des six

échantillons sont donc comparables.

L’ANOVA (appendice G10) met en évidence des différences trés
hautement significatives (F = 358,7 ; p = 0,000000, méme appendice). Un test
post-hoc de Tukey (appendice G11) nous donne un déploiement des groupes

ayant des concentrations d’inhibition a 50% comparables :

Groupe 1 (3 éléments) :Acide gallique, quercétine et acide ascorbique
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Ces trois substances ont des concentrations d’inhibition a 50% comparables
allant de 0,0090 & 0,0210 mg.ml™.

Groupe 2 (2 éléments) : Rutine et & -tocophérol

Ces deux substances ont des concentrations d’inhibition a 50% comparables
mais significativement plus élevées que celles du groupe précédent, allant de
0,173 40,223 mg.ml™.

Groupe 3 (1 seul élément) : Extrait méthanolique de Ai

Cette substance, qui est celle de notre étude, a une valeur significativement
beaucoup plus élevée que celles de toutes les substances testées, avec une

valeur égale & 0,665 mg.ml™.

Tout ceci est parfaitement visualisé par le graphe déja cité (annexe G8).

Le mécanisme de la réaction entre I'antioxydant et le DPPH dépend de la
conformation structurale de [I'antioxydant [145]; [187]; [188]. Quelques
composés réagissent tres vite avec le DPPH en réduisant un nombre de
molécules de DPPH égal a celui des groupements hydroxyles de I'antioxydant
[189]. L’activité antioxydante par ordre décroissant des extraits testés se
présente comme suit : Acide gallique > Quercétine > Acide ascorbique > Rutine

> a-tocophérol > Extrait méthanolique.

3.3.4. Résultat de I'activité hypoglycémiante

3.3.4.1. Analyse statistique

Nous avons 5 échantillons de 6 rats chacun (eau, Diabénil®, E1, E2 et
E3) dont on mesure la glycémie a cing temps (T puis Sp a S3).

Nous avons a Ty les rats sains, puis vient le temps Sy qui est celui du
diabéete correspondant a la glycémie provoquée. Si;, S, et Sz correspondent
respectivement a la 1%, 2°™ et 3°™ semaine aprés So.

Notre étude a consisté en 3 étapes :

- Une comparaison par des tests de Student des glycémies des divers lots

par rapport au témoin a Sy, S1, Sy et Ss.
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- Une mise en évidence des pourcentages de réduction pour chaque lot
dans le temps (de Sp a S3).
- Enfin, une comparaison des effets a la fin de I'expérimentation par

rapport aux rats sains.

Nous constatons tout d’abord, grace a un test ANOVA, que les glycémies
initiales & To sont comparables et varient entre 1,03 et 1,10 g.I* (F=0,419 ;
p=0,79>>0,05 ; tableau 3.13; appendice H1l). Nous voyons ensuite qu'a Sy
(méme tableau, appendices H2 a H5), les glycémies moyennes des divers
groupes sont comparables a celles du groupe témoin (eau). Les degrés de
signification sont tous non significatifs : témoin-Diabénil® (p=0,071), témoin-E;
(p=0,085), témoin-E; (p=0,127) et témoin-E3 (p=0,335).



Tableau 3.13 : Tableaux des glycémies moyennes (x + sem) des divers lots

To So S: S, S;

Glycémie | Glycémie | Glycémie % Glycémie % Glycémie %
(9. (9. (9.I") | deréduction| (g |deréduction| (g.I") de réduction
Eau |[1,07+0,05|2,58+0,03|2,37+0,02| 8,20+2,17 | 2,22+0,01 | 14,20+1,81 | 1,80+0,04 | 30,15+3,24
Diabénil | 1,10+0,04 | 2,78+0,09 | 2,54+0,10| 8,52+6,75 | 2,22+0,07 | 20,28+6,12 |1,45+0,02"" | 47,81+5,42
E;, |1,07+0,04|2,78+0,09|2,39+0,10| 14,01+7,56 |1,89+0,01"" | 32,04+4,75 | 1,79+0,03 | 35,87+5,62
E, [1,03+0,02(2,76+0,09|2,51+0,13| 8,77+8,48 |1,74+0,06" | 36,72+6,67 | 1,57+0,04 | 43,19+6,12
E; |1,04+0,05|2,70+0,10|2,28+0,11| 15,52+8,65 |1,44+0,10 " | 46,63+9,44 |1,00+0,03""| 62,96+7,30

n=6 pour chaque groupe ; les étoiles en exposant (*) dénotent une différence significative
par rapport au témoin eau (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)
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Pour la 1°® semaine, les glycémies moyennes de tous les groupes restent
comparables a celles du groupe témoin ; avec des valeurs comprises entre 2,28 et
2,54 g.I""Nous avons témoin-Diabénil® (p=0,134), témoin-E; (p=0,835), témoin-E,

(p=0,332) et témoin-E; (p=0,454) (appendices H2 a H5).

Pour la 2°™ semaine, la glycémie moyenne du groupe «Diabénil® » est
comparable a celle du témoin (p=1,00 ; appendice H2) mais nous constatons une
baisse de la glycémie avec des différences hautement significatives (p<0,001)
entre les glycémies moyennes du témoin (glycémie 2,22+0,01 g.I') et des
groupes :

- E; (p=0,0000, appendice H3), glycémie 1,89+0,01 g.I™*
- E, (p=0,00030, appendice H4), glycémie 1,74+0,06 g.I"
- E;3 (p=0,00059, appendice H5), glycémie 1,47+0,10 g.I"

Pour la 3°™ semaine, la glycémie moyenne du groupe E; est comparable a
celle du témoin (p=0,738 ; appendice H3) ; mais la aussi, nous constatons une
baisse de la glycémie avec des différences tres (& hautement) significatives entre

les glycémies moyennes du témoin (glycémie 1,80+0,04 g.I"") et des groupes :

- Diabénil® (p=0,000037, appendice H2),glycémie 1,45+0,02 g.I"*
- E, (0,0018, appendice H4),glycémie 1,57+0,04 g.I*
- Esz (p=0,00000, appendice H5), glycémie 1,00+0,03 g.I*

La figure 3.26 montre I'évolution des pourcentages de réduction pour les
divers lots (eau, Diabénil, E;, E, et E3) dans le temps (de la 1° a la 3°™ semaine).
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Pourcentage de réduction
de la glycémie

70 -
60 t

50 |

30 |

20 L

3éme sem.
10 L

2éme sem.

E, lére sem.

Diabénil

Eau

Figure 3.26 : Evolution du pourcentage de réduction de la glycémie des divers lots

en fonction du temps

Un autre résultat digne d’intérét apparait lorsque nous comparons la
glycémie a la fin de I'expérimentation (S3) a ce qu’elle était chez les rats sains (T,
donc avant Sp). Un test de Student (appendice H6) montre que malgré les
diminutions significatives de Sp a Sz, dues au Diabénil® et aux concentrations
faibles (E1) et moyenne (E;) de I'extrait, la glycémie finale reste significativement

€levée par rapport a celle relevée a T,. Seul I'extrait fort (E3) fait retomber celle-ci
a un niveau comparable a celui des rats sains.

En effet, entre le temps initial (To) et final (S3), les différences restent
significatives pour :

- Le témoin (eau) (p=0,00000), glycémie 1,80 g.I* contre 1,07 g.I"*
- Le Diabénil® (p=0,00004), glycémie 1,45 g.I"* contre 1,10 g.I"*
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- E1 (p=0,00000), glycémie 1,79 g.I* contre 1,07 g.I"*
- E, (p=0,00000), glycémie 1,57 g.I"* contre 1,03 g.I"*

Seul l'extrait aqueux de la plante a forte concentration (E3) s’est avéré
parfaitement efficace et a ramené la glycémie a une valeur comparable a celle du
début de I'expérimentation (& To); nous avons une glycémie de 1,00 g.I* & S;
contre 1,04 g.I" & T, (p=0,5026>0,05 ; appendice H6).

L’effet hypoglycémiant de ce dernier dépasse celui du Diabénil® a la géme
semaine du traitement avec un pourcentage de réduction de 62,96+7,30 contre
seulement 47,81+5,42% pour le Diabénil®

A I'heure actuelle, il n’est pas possible d’identifier le mécanisme exact de
'effet hypoglycémiant ; néanmoins, Ajuga iva L. n'a aucun effet sur la

concentration de I'insuline plasmatique [190].

Des études sur I'effet hypoglycémiant d’autres espéeces de la méme famille
ont démontré que cet effet est di & un mécanisme extrapancréatique, a savoir sur
une sensibilisation des tissus périphériques quant a l'utilisation du glucose [191] ;
[192]; [193]. L’analyse phytochimique de la plante a révélé la présence de
flavonoides qui pourraient étre responsables de I'effet hypoglycémiant d’Ajuga iva
[194]. Des recherches récentes ont démontré que les hétérosides flavoniques en

sont responsables [195].

3.3.5. Activité antalgique

3.3.5.1. Analyse statistigue

Nous avons établi les statistiques descriptives du nombre de spasmes par
souris, du pourcentage de réduction des spasmes (ou de protection) et du calcul

d’erreurs correspondant (méthode appendice ).

Moy. des spasmes du l6t tém. - Moy. des spasmes du I6t essai
Moy. des spasmes du |16t témoin

% de protection = x100




100

Les résultats concernant le nombre de spasmes et le pourcentage de

protection apres administration de I'eau physiologique et les différentes doses de

I'extrait aqueux sont reportés dans le tableau 3.14 suivant (appendice 11 et figure

12)

Tableau3.14 : Comparaison des nombre de spasmes moyens (x + Sem) et

pourcentages de protection

Lot Nombre de spasmes | Pourcentage
moyen de protection
Témoin 35,60+0,51° 0,00
Contréle+ 8,00+0,45°°¢ 77,53+3,80
Lot 1l 10,00+0,71° 71,91+4,45
Lot 2 8,60+0,40"° 75,8413,64
Lot 3 7,20+0,73"¢ 79,78+4,64
Lot 4 5,20+0,58° 85,39%4,29
Lot 5 1,20+0,80° 96,63+5,06

n=5 pour chaque groupe
Les groupes avec des lettres identiques en exposant sont comparables.

Apres injection de I'acide acétique au lot témoin de souris, on enregistre
une moyenne de35,6+0,51crampesabdominales apres 10 min. Aprés
administration des différentes doses (0,025; 0,050; 0,130; 0,200 et 0,400 g/ml)
de I'extrait aqueux de Ajuga iva L., le nombre de crampes abdominales diminue
en passant de 10,00 a 1,20 spasmes en passant par les valeurs 8,60 ; 7,20 et
5,20. Le pourcentage d’inhibition des contractions, quant a lui, augmente de 71,91
% a 96,63 %.

Un test de Levene ayant montré des variances comparables pour les 7 lots
(appendice 13 ; p=0,44>>0,05), nous avons comparé par ANOVA les nombres
moyen de spasmes de ces 7 lots et trouvé F=338,0 et p=0,00000 (appendice 14)

ce qui dénote une différence tres hautement significative.
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Le test de Tukey HSD (appendice I5) montre que c’est dans le lot témoin
gu’'on retrouve le nombre de spasmes moyen significativement le plus élevée
(35,60+0,51) ; viennent ensuite lots contréle+, 1 et 2 qui sont comparables
(moyennes entre 10,00 et 8,00); puis les lots 3 et 4 qui sont comparables aussi
(moyennes entre 7,20 et 5,20) ; enfin le lot 5 avec le nombre de spasmes moyen

significativement le plus bas (1,20+0,80).

Ces résultats indiquent qu’Ajuga iva L. a un effet analgésique plus efficace
que celui de libuproféne (lot contréle+). En effet I'ibuproféne provoque une
inhibition de la douleur de 77,53+3,80 % et celui de I'extrait aqueux de Ajuga iva
L., est 85,39+4,29 % pour la méme concentration (200 mg/kg, voir tableau3.14).
L’extrait aqueux d’Ajuga iva contient des flavonoides et des saponines qui sont
des inhibiteurs des prostaglandines et des phénomeénes inflammatoires. [198].

Deraedt et al., 1980ont mis en évidence des proportions €élevées de
prostaglandines PGE2a et PGEa dans les exsudats péritonéales des rats aprés
I'injection de I'acide acétique. Durate et al.1988 ; Hokanson et al., 1978 et Neo et
al., 2005 ont observé dans les mémes conditions, la libération des médiateurs du

systeme nerveux sympathique.

3.3.6. Etude de la toxicité

Aucune mortalité ni signe de toxicité n'ont été observés suite a
'administration de I'extrait aqueux a une dose unique (14g/kg) d’Ajuga iva L. par
voie orale. Selon El Hilaly et al., 2006, une seule prise d’'un extrait aqueux d’Ajuga
ivaL.par voie orale, a des doses de 2 a 14 g/kg n’ont montré aucun changement
des paramétres biochimiques tels que les transaminases (ALT, AST) et la
créatinine. Ces parametres sont de bons indicateurs des fonctions du foie et des
reins. Nous pouvons donc dire qu’éventuellement, I'extrait aqueux n’a provoqué

aucun dommage au niveau du foie et au niveau des reins.

Apres injection par voie intrapéritonéale a une dose unique de 3,60 g/kg, un
changement de comportement a été observé chez les souris et qui se résume
comme suit :

- une hypoactivité et salivation sont observées immédiatement aprés

l'injection
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- elles sont suivies d’'une anorexie et une perte de poids chez les souris

- ces changements de comportement persistent jusqu'a leur déces.

La DL50 est de 3,60 g/kg; nos résultats concordent avec ceux de
ALEEXEFF et al.,(2002); EL HILALY et al.,(2004). Ce taux de déces pourrait
s’expliquer par une faible absorption de l'extrait aqueux de la plante par voie
intrapéritonéale.

En conclusion a I'étude de la toxicité et en se reférant a I'echelle de

HODGE et STERNER, nous pouvons dire que la plante est légerement toxique.
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CONCLUSION

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances naturelles biologiqguement actives. La présente étude a eu pour
objectif de déterminer la composition chimique d’Ajuga iva L. et d’en connaitre le

ou les principes actifs lui conférant des propriétés thérapeutiques.

L'HPLC a permis lidentifier de la composition chimique de la plante, a
savoir les acides phénoliques, les flavones et flavonols, les hétérosides

flavoniques ainsi que les anthocyanes.

Nous avons pu connaitre aussi, grace a l'utilisation de la chromatographie
ionique, la composition en éléments minéraux tels que le sodium, calcium et

magnésium ainsi que les ions chlorures et fluorures.

Le screening phytochimique a révélé la présence de flavonoides, de tanins
et d’'une faible concentration en saponines. Certains composés actifs ont été
extraits séparément et ceci nous a permis d’en déduire leurs teneurs qui sont de
33,12+0,37 mg/EAG en polyphénols et 3.05 % en flavonoides/g d’extrait de plante
seche.

L’effet antimicrobien d’Ajuga iva L., se révéle faible ou inexistant sur la

totalité des souches testées.

L’étude biologique de la plante a montré un effet hypoglycémiant et
antalgigue remarquable qui dépasse celui des médicaments prescrits tels que le
Diabénil, mais une étude plus approfondie sur un long terme reste envisageable

pour confirmer les résultats.

La détermination de la DL50 (3,60 mg/kg) a été confirmée. Ainsi, Ajuga iva

L., est Iégérement toxique.

En ce qui concerne I'activité antioxydante, la plante a montré une faible

activité in vitro par rapport aux standards utilisés.
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En perspective, lisolement des molécules bioactives responsables des
effets thérapeutiques est nécessaire par [utilisation de techniques plus
performantes. Ces dernieres s’articulent autour de 'HPLCL/MS et la RMN qui
restent indispensables, afin de déterminer la structure moléculaire des principes

actifs pour mieux comprendre leur mode d’action.

Une étude in vivo quant a l'activité antioxydante est envisageable pour
démontrer I'action inhibitrice des radicaux libres impliqués dans un grand nombre

de pathologies connues de nos jours et font 'objet de nombreuses recherches.

Une étude sur l'effet antibactérien est a envisager, avec I'utilisation de

concentrations plus élevées afin de cerner la dose optimale d’inhibition.
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Les acides phénoligues [79]

Acides hydroxybenzoiques

R|=R2=R3=R4= H

R =R,=R;= H, R3= OH

R|=R4= H, R2=R3= OH

R;=R4= H, Ry= OCH3, Ry= OH

R;=H, Ry=R;=R,= OH

Ry R;=H, R;=R4= OCHj3, R3=OH
R;=OH, Ry=R;=R,=H
R;=R4= OH, R,=R;=H

R; COOH

Acides hydroxycinnamiques (« phénylpropanoides »)

R,=R,=R;=H
R] =R3=H,R2:OH
R1=R2:0H,R3=H

R; R, = OCHs3, R, =OH,R;=H
R, =R;=0CH;, R,=OH

R, - COOH

R;

Principaux acides phénoliques

COO

\
R i COOH
1
HO
H OH
Oon

acide benzoique (non phénolique)
acide p-hydroxybenzoique

acide protocatéchique

acide vanillique

acide gallique

acide syringique

acide salicylique

acide gentisique

acide cinnamique (non phénolique)
acide p-coumarique

acide caféique

acide férulique

acide sinapique

Acide chlorogénique (= 5-caféoylquinique)

Hscom P
HO o~ o
HO

Un exemple de coumarine simple :
la scopolétine

OH
A

Un exemple de stilbéne :
le resvératrol
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Appendice C

Les principales classes de flavonoides [79]

- 6
6 € 3
5 r
Squelette de base

HO @ | @ :: HO

on O
Chalcones (ex, : butéine)

et e

Aurones (ex. : aurcusidine)

RA S wo__o 2V

o
0 H

Isoflavones (ex. : génistéine)

OH
OH
Flavane-3.4-diols

Anthocyanidines (ex. : cyanidine)
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Les pricipaux groupes de tanins[79]

ow M OH
OH
)///\/OH a b
\;
HO. (o} 0=, OH
\/\\, U 0 OH
/ €
HO / o O,
& - OH
HO Ne~° ~g
{ 3 I
/ (5}
0=C,
OH
HO'
OH Q n
OH it

OH

Pentagalloylglucose (1'une des structures
de base des tannins hydrolysables)

OH

Exemple de structure d’un tanin condensé

R=H :unité procyanidine, dérivée de la catéchine
R =OH : unité prodelphinidine, dérivée de la gallocatéchine
OH
OH
o
c d 1
OH
Ry
HO.
s
HO OH
Ry
Exemple de structure d’un tétramére de type B ~ Exemple de structure d’un trimére de type A

Ri=H et R,=OH et R3=H : unité procyanidine, dérivée de 1’épicatéchine

R;=OH et Ry=H et R3=H : unité procyanidine, dérivée de la catéchine

Rj=H et R,=OH et R3= OH : unité prodelphinidine, dérivée de I’épigallocatéchine
R;=0H et Ry=H et R3=0OH : unité prodelphinidine, dérivée de la gallocatéchine
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Appendice E

Définitions des parameétres statistiques utilisés :

Moyenne d’un ensemble de valeurs :
Considérons un échantillon de n mesures d’'un parameétre donné (X, Xa... Xn).

2

La moyenne est définie par: x =

n

Z(Xi _)_()2

n

Variance : 6° =

Ecart type : C’est la racine carrée de la variance

Ecart-type de la moyenne : il est défini par_°
Vvn-1
Une estimation de la variance d’'une population a partir de laquelle a été tiré un échantillon

Z (Xi - ;)2

estdonnée par s> = 1 ————
(n-1)

Nous avons donc I'écart-type estimé :

> =%)?

n-1

(SD, « standard deviation » en anglais)

L'écart-type estimé de la moyenne (erreur standard moyenne) est donné par:

SEM=— ° (« Standard f lais)
=—= « Standard error or mean » en anglals).
| Jn Vn-1



E1l : Teneur en eau d’Ajuga iva

Poids | Apres | Apres | Apres | Teneur en
frais (@) | 24h 48 h 72h eau (%)
1 essai 1,07 | 0,39 | 0,38 | 0,38 64,49
28Me aosai 1,04 0,33 0,33 0,33 68,27
3Mme aesai | 1,06 | 0,39 | 0,38 | 0,38 64,15
4% essai 1,09 0,41 0,34 0,34 68,81
58Me agsai 1,06 0,34 0,34 0,34 67,92
; 1,064 0,372 | 0,354 | 0,354 66,73
S 0,018 0,035 | 0,024 | 0,024
S 0,008 | 0,016 | 0,011 | 0,011
7
Poids frais et secs moyens
Descriptive Statistics
Valid N Mean |Std.Dev. |Standard
Variable Error
Poids_frais 5/ 1,064000 0,018166 0,008124
Apres_24h 5/ 0,372000 0,034928 0,015620
Aprés_48h 5/ 0,354000 0,024083 0,010770
Aprés 72h 5/ 0,354000 0,024083 0,010770

Teneur en eau (X) =

(Poidsfrais — Poids sec)

Poids frais
Erreur sur le pourcentage :

AX  Ala-

AX=X*[

b) Aa _Aa+Ab Aa

Aa+Ab  Aa
(a-b)

=

= — _7_*_7
X (a-b) a (a—Db) a

x100 =

@-b) 100
a
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Teneur en cendres d’Ajuga iva

Masse de | Masse des | Teneur en
poudre (g) | cendres (g) | cendres (%)

1% essai 1,000 0,121 12,1
2°™ essai | 1,000 0,131 13,1
3 *™essai 1,000 0,128 12,8
X 1,0000 0,1267 12,67
s 0,00508

7 0,00293

Jn
% de cendres totales (X) = Masse des cendres

Masse de poudre de la plante essai

Erreur sur le pourcentage :

AX _A(a-b) Aa_Aa+Ab Aa
X (a-b) a

AX:X*[

Aa+ Ab
(a-b)

Masses moyennes :

7+
(a-b)

Aa
+_
a]

a

Variable

Descriptive Statistics

Valid N

Mean

Std.Dev.

Standard
Error

Masse de poudre

Masse des cendres

3/ 1,000000

3/ 0,126700 0,005076 0,002931

% de cendres totales (X) =

Masse des cendres

Masse de poudre de la plante essai

Erreur sur le pourcentage :

AX Aa Ab
P —

X a

b

x100 = 2 x100

nm:%nm
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Gradient d’élution de la phase mobile utilisé pour la séparation et I'identification des

flavones flavonols et les acides phénols.

Temps(min) Solvant B % Solvant %
0 5 95
30 70 30
40 70 30
44 95
A +44 95
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Gradient d’élution de la phase mobile utilisé pour la séparation et 'identification des C-
glycosides et des hétérosides flavoniques.

Temps (min) Solvant B% Solvant A%
0 95 5
15 17 83
35 22 78
45 37 63
50 70 30
55 12 88
A+55 12 88
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Gradient d’élution de la phase mobile utilisé pour la séparation et 'identification des
anthocyanes

Temps (min) Solvant B% Solvant A%
0 50 50
15 40 60
25 30 70
35 60 40
45 70 30
a+50 70 30




Diameétre de la zone d’inhibition pour les différentes souches testées

Appendice F

Activité antimicrobienne

Micrococcusluteus

Extrait ) )
i . Ethanol | Décoction | Infusion | ATB 1 | ATB 2
méthanolique
1% essai 0 0 0 0 42 28
2°M¢ essai 0 42 30
3°M essai 0 0 0 0 43 30
Staphylococcus aureus
Extrait
) Ethanol | Décoction | Infusion | ATB 1 | ATB 2
méthanolique
1% essai 0 9,5 60
2°™ essai 0 10 58 35
3°™ essai 0 0 0 10 60 37
Bacillus cereus
Extrait
_ Ethanol | Décoction | Infusion | ATB1 | ATB 2
méthanolique
1% essai 0 6,5 18 22
2°M essai 0 6,5 18 22
3°™ essai 0 6,5 18 22
Escherichia coli
Extrait
. Ethanol | Décoction | Infusion | ATB1 | ATB 2
méthanolique
1% essai 0 6,5 10 38 30
2°™ essai 0 6,5 10,5 32 30
3°M essai 0 6,5 10 30 30
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Enterococcusfaecalis

Extrait
i . Ethanol | Décoction | Infusion | ATB 1 | ATB 2
méthanolique
1% essai 0 0 0 0 0 0
2°™ essai 0 0
3°M essai 0 0 0 0 0
Pseudomonas aerogenosa
Extrait
) . Ethanol | Décoction | Infusion | ATB 1 | ATB 2
méthanolique
1% essai 0 8 25
2°™ essai 0 8 7 23
3°M¢ essai 0 0 8,5 0 8 23
Bacillus subtilis
Extrait
i . Ethanol | Décoction | Infusion | ATB 1 | ATB 2
méthanolique
1% essai 0 0 0 9 47 30
2°M¢ essai 0 9 48 35
3°M essai 0 0 0 9.5 48 30
Candida albicans
Extrait
) . Ethanol | Décoction | Infusion | ATB 1 | ATB 2
méthanolique
1% essai 0
2°™ essai 0
3°M¢ essai 0
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Activité antioxydante
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Régressions linéaires pour déterminer les concentrations d’inhibition a 50%
des diverses substances

G 1 : Extrait méthanolique

Summary Statistics; DV: ¢ (mg.ml %) |

Statistic Value
Muliple R 1,000
Mulkiple R2 0,999
Adjusted R2 0,998
F(1,1) 1045,125
p 0,020
Std.Err. of Estimate 0,009

Predicting Values

variable: ¢ (mg.ml™)

B-Weight | Value |B-Weight
Variable * Value
Pourcentage d'inhibition 0,011961 50,00000 0,598051
Intercept 0,067051
Predicted 0,665102
-95,0%CL 0,573853
+95,0%CL 0,756350

G2 : a-tocophérol

Summary Statistics; DV: ¢ (mg.m! %) |

Statistic Value

Multiple R 1,000
Multiple R2 1,000
Adjusted R? 1,000
F(1,1) 23449,9
p 0,004
Std.Err. of Estimate 0,001




Predicting Values
variable: ¢ (mg.mr%)

B-Weight | Value |B-Weight
Variable * Value
Pourcentage d'inhibition 0,004435 50,00000 0,221769
Intercept 0,000760
Predicted 0,222529
-95,0%CL 0,209806
+95,0%CL 0,235252

G3 : acide ascorbigue

Summary Statistics; DV: ¢ (mg.m| ™) |

Statistic Value

Multiple R 0,9994
Multiple R2 0,9988
Adjusted R2 0,9976
F(1,1) 823,8866
p 0,0222
Std.Err. of Estimate 0,0005

Predicting Values
variable: ¢ (mg.mr%)

B-Weight | Value |B-Weight
Variable * Value
Pourcentage d'inhibition 0,000423 50,00000/ 0,021147
Intercept -0,000189
Predicted 0,020959
-95,0%CL 0,014910
+95,0%CL 0,027007
G4 : rutine
Summary Statistics; DV: ¢ (mg.ml %) I
Statistic Value
Multiple R 0,97426
Multiple R2 0,94917
Adjusted R2 0,92376
F(1,2) 37,34935
p 0,02574
Std.Err. of Estimate 0,03061
Predicting Values
variable: ¢ (mg.mi%)
B-Weight | Value |B-Weight
Variable * Value
Pourcentage d'inhibition 0,003038 ' 50,00000 0,151905
Intercept 0,020750
Predicted 0,172655
-95,0%CL 0,106411
+95,0%CL 0,238899
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G5 : acide gallique

Summary Statistics; DV: ¢ (mg.ml ™) I

Statistic Value

Multiple R 1,000
Multiple R2 1,000
Adjusted R? 0,999
F(,1) 2340,255
p 0,013
Std.Err. of Estimate 0,000

Predicting Values
variable: ¢ (mg.mr%)
B-Weight | Value |[B-Weight
Variable * Value
Pourc entage d'inhibition 0,000213 50,00000 0,010626
Intercept 0,000113
Predicted 0,010739
-95,0%CL 0,007430
+95,0%CL 0,014048
0,80
B Moyenne
t
oo 1 Moyenne=SD
S 0,60
T}
O
'5 0,50
S
€ 040
o]
c
2 0,30
=
5
8 0,20
c
o]
O
0,10
OV — - —

Ac_gallique Ac_ascorbique a-tocophérol
Quercétine Rutine Ext_méthanolique



Appendice H

Activité antidiabétique

Calcul d’erreur sur les pourcentages de réduction P :

Ci _Ce

P= x100

Si AC; et AC.sont les erreurs sur Cj et Ce

AP _A(C,-C,) AC, _AC +AC, AC
P (C,-C) C, (Ci-C,) ¢

AP — P*(ACi +AC, Acij

+
cC,+C, C,

H1 : Comparaison des glycémies a To
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Activité antalgique

Calcul d’erreur sur les pourcentages de protection :

% de protection (X) =

Nous avons donc :

_(a-=h)
a

X *100

Si Aa et Ab sont les erreurs sur a et b, alors :

AX A(a—b)+E_Aa+Ab+E
X (a-b) a (a-Db) a

AX = X * Aa+Ab+Aa)
a—-b a

Moy. des spasmes du I6t tém. - Moy. des spasmes du |6t essai <
Moy. des spasmes du I6t témoin
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