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Lactones : ester interne (perte d’une molécule d’cau intramoléculaire) d™un acide-alcool

ou d’un acide —phénol.

Coumarine : composé hétérocyclique oxygéné insaturé comportant une fonction cétone et

un noyau benzénique.

Diterpéne : composé formé de vingt atomes de carbone.

Alcaloides : Substances azotées basiques trés actives, mais souvent trop toxiques pour &tre

utilisées en phytothérapie.

Analgésique : apaise ou supprime la douleur.

Anthocyane : composé hétérocyclique oxygéné lié a deux noyaux benzéniques.

Antispasmodique : cesse les spasmes, contractions involontaires des muscles et des

organes, d’origine nerveuse.

Monoterpénes : se sont une classe de terpénes constitués de deux molécules d’isopréne

C3H8

Phénols : carbure aromatique (cycle benzénique) portant un ou plusieurs groupements

Hydroxyles

Saponine : substance hétérosidique moussante agissant sur la perméabilité des membranes.

Tanins : substance polyphénolique non azotée.

Triterpénes : constituant végétal composé de trente atomes de carbone et dont la structure

chimique posséde quatre ou cing cycles.
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Introduction

Dans le monde, 80% des populations ont recours a des plantes médicinales pour se

soigner et traiter certains maladies (diabéte, cancer, la grippe, hypertension,...) (89).

En Algérie, comme dans tous les pays du Maghreb et le recours a la médecine
traditionnelle est largement répandu, et plusieurs remédes a base de plantes utilisés

individuellement ou en combinaison sont recommandés (60).

L’ Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore
singuliérement riche et variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15%
endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques Néanmoins, il faut noter que,
d’une part, le nombre d’espéces végétales diminue et que d’autre part, le savoir des
médecines traditionnelles tend lui aussi a disparaitre progressivement. La recherche de
molécules bioactives d’origine naturelle constitue d’ailleurs un des axes prioritaires de
I'industrie pharmaceutique algérienne mais également des médecins et des chimistes
cherchent a mieux connaitre le patrimoine des espéces spontanées utilisées en médecine

traditionnelle.

La pharmacopée Algérienne est qualifiée de traditionnelle parce que, a la différence
des pharmacopées occidentales officialisées, elle n'est pas écrite et s'est perpétuée jusqu'a
présent de génération en génération, chez les guérisseurs et les herboristes uniquement par

la transmission orale des connaissances et la pratique de 1'art médical.

Une maniére simple de conserver les cultures, les savoirs et les plantes qui y sont
liées consiste a valoriser ces connaissances, les dynamiser, les expérimenter pour vérifier et
valider leurs effets supposés et enfin leur donner un sens en intégrant la médecine

traditionnelle dans le systéme de santé moderne.



Introduction

Notre présente étude s’inscrit dans cet objectif et constitue une é&tude
phytochimique qui a permis d’identifier certains groupes chimiques bioactifs contenus
dans les extraits aqueux et méthanoliques des plantes étudiées : Marrubium vulgare et

Ajuga iva et d’en évaluer Iactivité antioxydante a doses déterminées

Cette étude sera subdivisée en trois parties :
- Une premiere partie consacrée a la  bibliographie ou nous apportons des
informations sur la phytothérapie et sur les deux espéces étudiées.
- Une deuxiéme partie dans laquelle nous rapportons les méthodes utilisées
- Et une troisieme et derniere partie qui présente les résultats obtenus, leur discussion

ainsi qu’une conclusion et des perspectives









Synthese bibliographique Chapitre I : La phytothérapie

1. La phvtothérapie

1.1. Définition

Le mot phytothérapie provient de deux mots grecs ( Phyton—= végétal et Therapein—
soigner) qui signifient « soigner avec les plantes »(1), c’est aussi ’art de soigner par les
plantes. La phytothérapie permet a la fois de traiter le terrain du malade et les symptémes
de sa maladie. I.e malade est pris en charge dans sa globalité afin de comprendre 1’origine

de ses symptdmes et d’en prévenir leur apparition. (2)

Seules les plantes ayant fait preuve de leurs vertus médicinales ont un intérét en
phytothérapie. Les parties les plus concentrées en principes actifs seront choisies donc il
peut s’agir de la plante entiére, des feuilles, de la tige, des rameaux, des sommités fleuries,
de I’écorce, des racines, des fruits ou des fleurs, utilisées fraiches ou séches. Des modes de
préparations seront privilégiés en fonction de la partie de la plante concernée, de la nature
du principe actif qu’il soit hydrophile ou lipophile et du type de patient qui va la recevoir :

on ne traitera pas un jeune enfant avec une teinture mére a degré alcoolique élevé. (2)

La phytothérapie est 1’utilisation des plantes dans le traitement des maladies (4) et
le traitement des pathologies par les plantes médicinales, celles-ci sont consommeées sous
forme de tisanes ou aprés transformation (poudres, extraits, teintures,...) comme
composants de médicaments. (3), la phytothérapie est donc adaptée aux pathologies 1égéres
et aux traitements symptomatiques, c'est une thérapeutique familiale, de conseil, souvent

préventive. (3).

1.2. Différents tvpes de la Phyvtothérapie

» Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou
huiles essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de

plantes, ces huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau.

» Gemmothérapie : se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de

végétaux tels que les bourgeons et les radicelles.
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» Herboristerie : correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la
plus ancienne. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée; elle utilise soit la
plante entiere, soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur
deux méthodes simples, le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération. Ces
préparations existent aussi sous forme, plus moderne, de gélule de poudre de plante séche

que le sujet prend par voie orale.

» Homéopathie : cette méthode a recours aux plantes dune fagon prépondérante,
mais non exclusive; les trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant

d'origine animale et minérale.

» Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus
par extraction et qui sont dilués dans de I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits
sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. Ils sont

présentés sous forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats... (6)

1.3. Phytothérapie en Algérie

En Algérie les plantes occupent une place importante dans la médecine
traditionnelle, qui elle-méme est largement employée dans divers domaines de la santé.
Dans les derniéres années la phytothérapie est trés répandue, des herboristes sont partout
sans aucune formation spécialisée ou connaissance scientifique sur la phytothérapie, des
plantes et de mélanges pour toutes les maladies : diabete, rhumatisme, minceur et méme les

maladies incurables ...

1.4. Intérét de la phvtothérapie

Malgré les énormes progrés réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie
offre de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps a l'exception de ces cent
derni¢res années, les hommes n'ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de
maladies bénignes, thume ou toux ou d’autre maladies, telles que la tuberculose ou la

malaria.
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Aujourd’hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car
l'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi
universelle aux infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu

adaptés aux médicaments et leur résistent de plus en plus (8).

La phytothérapie qui repose sur des remeédes naturels est bien acceptée par
l'organisme, et souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours une
nouvelle plantes et des techniques d’utilisations, spécialement dans le traitement des

maladies chroniques comme 1'asthme ou l'arthrite (7).

2. Les plantes médicinales

On désigne par 'expression « plante médicinale » toute plante utilisée pour
prévenir, soigner, soulager ou réduire les maux (130). Aujourd’hui, environ 35000espéces
de plantes utilisées a travers le monde pour des fins médicinales qui ne cessent pas de

répondre aux différents besoins du systéme sanitaire moderne (129).

2.1. Utilisation des plantes dans la médecine traditionnelle

Les remédes naturels et surtout les plantes médicinales ont été pendant longtemps le
principal, et méme l'unique en utilise par voie orale pour soigner les pathologies en méme

temps que la matiére premiére pour la médecine moderne. (5).

2.2. Les méthodes de préparation des plantes médicinales

Pour composer des tisanes, il faut avoir une connaissance des propriétés des plants
est son utilisations médicale (phytothérapie de la plantes, les molécules actives, les

maladies) (134).
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2.2.1. Décoction

Méthode de préparation de tisane consistant a faire bouillir la plante dans l'eau

pendant5 a 15 minutes, puis a filtrer le liquide obtenu (le décocté).

Cette technique est adaptée aux parties dures et compactes (bois, écorces, tiges,

racines) qui ne délivrent leurs principes actifs que sous l'action prolongée de la chaleur.

Les décoctions sont bues ou quelque fois utilisées en usage local (gargarismes,

collyres). (133).

2.2.2. Infusion

Méthode de préparation de tisane consistant a verser de l'eau bouillante sur les
plantes ; aprés 5 & 10 minutes dans un récipient couvert, l'ensemble est filtré pour donner

l'infusée.

L'infusion est adaptée aux parties des plantes délicates : feuilles, fleurs, sommités
fleuries. Les infusions sont bues ou quelque fois utilisées en usage local (gargarismes,

collyres) ou en usage externe (bains, lotions). (133).
2.2.3. Macération
Solution obtenue en traitement pendant un temps plus ou moins long, une plante par
I'eau froide, du vin, de l'alcool, pour en obtenir les principes solubles (selon les cas, de
quelques heures a plusieurs jours par fois plusieurs semaines). (135).

2.2.4. Poudre

Les préparations galéniques sont souvent administrées sous formes de poudre

(utiliser lorsqu’on est en voyage).

Remarque : Pour les profiter aux maxima de tous les éléments actifs d'un mélange de

tisane, ou combinent souvent plusieurs modes de préparation.
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2.3. Les Molécules bioactives des plantes médicinales

2.3.1. Les alcaloides

Sont des substances organiques complexes (donc contenant du carbone, de
I'hydrogéne et souvent de 1'oxygene) de formule souvent assez compliquée pour caractére
commun la présence d'azote dans leur formule chimique ; cette présence d'azote leur

confére une réaction basique, alcaline, d’ou leur nom d'alcaloides.

Ils ont une action physiologique remarquable sur le systéme nerveux centrale ou sur

le systéme nerveux autonome sympathique et parasympathique. (131).

2.3.2. Les slucosides

Les glucosides sont contenus en grande quantité dans le suc cellulaire de certaines
plantes .ils jouent un rdéle dans le stockage des réserves nutritives et la protection de la

plante d'aprés leur compositions, ces composition groupés en (131) :

- Les glucosides cyanogénes.

- Les glucosides sulfurés.

- Les glucosides anthraquinoniques.

- Les phénolglucosides.

- Les glucosides tonicardiaques.

- Les glucosides ményanthiques amers.
- Les glucosides sudorifiques.

- Les saponines.

- Les glucosides flavoniques.

2.3.3. Principes amers

Les substances qui présentent un golt amer (amara) excitent les cellules gustatives,
stimulent l'appétit et augmente la sécrétion des sucs gastriques. La pharmacologie regroupe
sous le nom des principes amers des substances végétales terpéniques susceptibles de

libérer de 'azote, ainsi que des glucosides de diverses structures biochimiques.
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Ils sont aussi trés utiles dans le traitement des maladies hépatiques et rénales, entre
autre, les principes amers activent la circulation du sang, stimulent les globules rouges et

constituent de ce fait, un excellent adjuvant dans le traitement de I'anémie (132).

2.3.4. Les tanins

Substances polyphénoliques ayant la propriété de tanner la peau, c'est-a-dire la
rendre imputrescible, ils ont des propriétés astringentes (ils resserrent et contractent les
tissus, diminuent les sécrétions) d’ou leur emploi comme :

- Anti-diarrhéique.
- Veinotonique.
- Décongestionnant ophtalmiques.
On distingue : les tanins hydrolysables ou tanins galliques. Les tanins condensés ou tanins

catéchiques (flavanols). (133).

2.3.5. Huiles essentielles ou essences

Meélanges complexes de substances volatiles et odorantes, les huiles essentiellement
sont extraites des plantes par hydro distillation ou par expression. Elles ont des propriétés :
- Stimulante digestive.
- Antiseptique.
- Anti thumatismales (en usage externe).
- Parmi les nombreux constituants des huiles essentielles on distiques :
- Des monoterpénes.

- Des sesquiterpénes.

T.es essences sont souvent localisées dans les feuilles, les fleurs et les fiuits,
auxquels elles communiquent leur odeur.

Elles sont a l'origine d'une thérapeutique : 'aromathérapie. (133).
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2.3.6. Saponines

On entend par saponosides (lat. sapon, savon -saponaire, 1’herbe a savon ; le
réglisse ; le bouillon blanc), des hétérosides naturels dont la matiére est un composé
soluble a 1’cau qui la rend moussante comme une eau de savon. Ils modifient la tension
superficielle de I’eau. On les emploie pour la fabrication d’émulsions, dans lesquelles une
substance insoluble est mise en dispersion. Elles vont entrainer un mélange plus rapide
avec la fonction aqueuse, un effet de pénétration plus grand et plus rapide de la substance

dans I’eau.

Ces plantes a saponines facilitent la pénétration des autres substances au niveau de
la peau et au niveau de I’intestin et aussi au niveau de toutes les muqueuses.
Elles dissolvent les graisses et par voie de conséquence, elles sont irritantes pour les

muqueuses.

Toutes les membranes des cellules sont constituées de graisses. Pour éviter I’action
irritante des savons, on rajoute des corps gras. Quand, une plante est riche en saponines,

son action sera plus rapide que d’autres plantes.

Les plantes riches en saponines dans les séborrhées (augmentation de la sécrétion
des glandes sébacées) du cuir chevelu, on les emploie en shampoing. On les emploie aussi
comme expectorantes (ce qu’elles fluidifient dans un sens, elles le fluidifient dans 1"autre),
elles rendent un peu moussante la muqueuse des bronches inflammatoires et facilitent

I’expectoration. (133).
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3. La famille des labiées

3.1. Présentation de la famille

La famille des Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiées (Labiatae) est une importante
famille de plantes Angiosperme dicotylédones herbacées ou 1égérement ligneuses et
comprennent, selon les auteurs, de 233 a 263 genres (11) et de 6900 a 7200 especes (11),
(12) qui se répartissent sur tout le globe, dont deux plantes étudiés dans ce présent travail :

Marrubium Vulgare et Ajuga iva.

Cette famille comporte de nombreuses plantes exploitées pour les essences ou
cultivées pour I’ornementation et la plupart de ces espéces sont aussi bien utilisées dans la

médecine traditionnelle que dans la médecine moderne (10).

La plupart des plantes de cette famille sont partiellement ligneuses, formant des
arbustes (trés rarement des arbres). C’est la famille des aromatiques utilisées tant en
cuisine qu’en parfumerie ou en pharmacie également, comme par exemple la ballote, le

basilic, la bugle, I’hysope, la lavande, la marjolaine, la mélisse,

Il s’agit d’une vaste famille, trés typique du monde végétale, et qui posséde une
importance économique due a la production des huiles essentielles (13) et de miel (les
miels de lavande, et de romarin sont réputes). Cette famille est trés répandue dans les

régions tempérées et surtout méditerranéennes (14).

La famille des labiées contient une trés large gamme de composés comme les
terpénoides, les iridoides, les composés phénoliques, et les flavonoides. Les huiles
essentielles et plus précisément les courtes chaines des terpénoides sont responsables de

I"odeur et la saveur caractéristique des plantes (9).

3.2. Distribution séosraphique de la famille

C’est une famille trés importante en Algérie, représentée par 28 genres et 146
especes, la distribution géographique des Labiées est cosmopolite. Les Labiées sont
rencontrées sous tous les climats, a toutes les altitudes (17). Certains des 200 genres que

compte la famille sont quasiment cosmopolites, d’autres ont une distribution plus
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restreinte. Rare dans le milieu forestier tropical, les Labiées se concentrent dans la région
méditerranéenne (16). Les Labiées comprennent environ 2500 espéces dont aire de
disposition est extrémement étendue, elles sont particuliérement abondantes dans la région

méditerranéenne (15).

Fiosure 01 : Carte de répartition séogsraphigue de la famille des L.abiées (en rouse)

3.3. Caractéristigues botaniques des L.abiées

Les Labiées sont des plantes herbacées ou arbustives, trés rarement des arbres.
Elles se caractérisent par la présence de glandes épidermiques trés riche en poils testeurs et
en poils séeréteurs. Ces deux catégories de poils se retrouvent au niveau de tous les
organes aériens, et aussi aromatiques et contiennent ordinairement des carbohydrates tels
que les tachyons. Les feuilles sont opposées (parfois verticillées ou alternes, mais pas dans
nos régions), exstipulées, simples, rarement composées. Les jeunes tiges sont a section

quadrangulaire. Les fleurs sont ordinairement hermaphrodites.

La forme de la fleur et la présence d'huiles essentielles signent cette famille. Pour la
plupart des genres, la section carrée de la tige et les feuilles opposées sont aussi des
caractéristiques importantes. De nombreuses espéces de cette famille sont des plantes
melliferes, fréquentées par les abeilles. Les plantes de cette famille sont souvent herbacées,

rarement ligneuses, souvent velues, a tige généralement quadrangulaire, les feuilles
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opposées, disposées en paire se croisant d’un noeud a 1’autre (= décussées), dépourvues de

stipules, a limbe généralement denté.

[’Inflorescence, en cymes, souvent réunies en faux-verticilles étagés, axillaires ou
terminaux ; rarement fleurs isolées. Les fleurs zygomorphes généralement hermaphrodites,
a symétrie bilatérale ou parfois presque radiaire, le calice a 5-12 lobes égaux ou disposés
en 2 1évres, la corolle généralement caduque, constituée d’un tube se terminant par 4 ou 5
lobes, soit subégaux, soit formant une lévre inférieure (la supérieure étant trés réduite), soit

le plus souvent formant 2 l&évres.

Les étamines insérées sur le tube de la corolle ; soit accompagnées parfois de 2
autres étamines stériles et réduites ; soit 4, en 2 paires souvent inégales.
Les carpelles : 2, soudés entre eux ; ovaire supére, a 4 ovules; 1 style bifide, naissant le
plus souvent entre les lobes de 1'ovaire. A la fructification, une fausse-cloison divise
chaque carpelle en 2, formant ainsi un tétrakéne, dont les 4 répandues, entre autres, dans le

bassin méditerranéen

Lévre supérieure

-1

——— Style bifide

_\;‘7 2 étamines saillantes

‘alice a 2 levres

[évre mférteure

Fisure 02: représentation d’une fleur de la famille des L.abiées
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3.4. Intérét économique et thérapeutique des I.abiées

Cette famille est une importante source d'huiles essentielles, d'infusion et
antibiotiques naturels pour I'aromathérapie, la parfumeric méme si les parfums de synthése
tendent a remplacer ces essences. L'industrie des cosmétiques utilise également les

Lamiacées pour leurs propriétés hydratantes et souvent antiseptiques.

On y rencontre beaucoup d'espéces cultivées comme plantes condimentaires (sauge,
thvm, basilic, menthe etc.), on y trouve aussi des plantes ornementales (sauge) tant en
extérieur qu'en intérieur ,on peut citer parmi eux Ajuga, Callicarpa, Clerodendrum,

Monarda, Salvia, Scutellaire et Vitex (17).

Les Labiées ont une grande importance culinaire et médicinale du fait de leurs
essences aromatiques localisées dans les poils sécréteurs : les menthes (Menthaspicata,
M. suaveolens ou menthe a feuilles rondes utilisée Outre-Manche dans la sauce a la
menthe), le basilic (Ocymum basilicum), l'origan (Origanumvulgare), la sauge
(Salviaofficinalis), le thym (Thymus vulgaris). De nombreuses Lamiaceae sont aussi des

plantes ornementales : les lamiers (Lamium), les phlomis.

Tableau 01 : Quelgues Plantes Médicinales de la Famille des Labides

Nom botanique de la plante

Nom Commun Nom Commun Nom Commun

sl /Emplacement Francais Anglais Arabe

f Mentha long. (Kesrwane) Menthe Mint Gusll Jagh pliad
2 Micromeriabarbata(Cana) Micromeére Micromeria dsads

4 Micromeria bar. (culture) Micromére Micromeria dads

4 Micromeriamyrtifolia Micromeére Micromeria LTS

3 Origanummarjo. (Chouf) Marjolaine Marjorana igla e

& Origanumsyria. (collines) Thym Origan S

T Origanumsyriacum(Sour) Thym Origan S

8  Origanumsyriacum(Békaa) Thym Origan B

9  Rosmarinusoffici. (culture) Romarin Rosemary Jaadi Jutsf
10  Salvialibanotica(montagne) Sauge Sage (Al ity
11 Salvialibanotica(Sour) Sauge Sage Al pnaally

11
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La famille des Labiées regroupe un grand nombre d’espéces d’intérét économique
majeur (14) et dont les applications sont trés variées, comme la parfumerie, la cuisine, la

phytothérapie et 1’aromathérapie :

» En parfumerie : méme si les parfums de synthése tendent a remplacer ces
essences, la parfumerie de luxecontinue a utiliser ces plantes en les distillant, afin d'en
extraire le précieux parfum qu'elles contiennent et de perdurer la qualité de ses produits

on y utilise les fleurs de la lavande (Lavandula angustifolia), de patchouli

(Pogostemon patchouly), par exemple.

» En cuisine : de nombreuses herbes aromatiques sont des Labiées : basilic, menthe,

thym, romarin, sauge...

» En phytothérapie et aromathérapie : cette famille est une importante source
d'huiles essentielles, d'infusion et antibiotiques naturels pour l'aromathérapie, 1'industrie
des cosmétiques. D’autres huiles sont utilisées également pour leurs propriétés
hydratantes. Cette famille posséde également un effet répulsif contre les insectes
indésirables, on peut citer comme exemple "utilisation de Melissa officinalis contre les

moustiques.




Synthese bibliographique Chapitre I : La phytothérapie

Tableau 02 : Utilisations traditionnelles des diverses Labiées.

I’hypertension, Les huiles
antimicrobien
Contre le diabéte, Partie aériennes

I’hypertension

Dépression, I’anxiété, Partie aériennes
insomnie,

cardiovasculaire,

hypertension

Hypertension, Feuilles
antimicrobien

Antidiabétique, anti Feuilles
hypertensive,

antimicrobienne,

astringent,

décongestionnante, asthme

Carminative, Partie aériennes
antispasmodique

septique, névralgique,

analgésique

Stomachique, Fleurs, feuilles
antispasmodique,

anti-inflammatoire,

astringent

Les maux d’estomac, Partie aériennes
hépatite,

infection microbienne, la

toux, 1I’asthme, le

ballonnement.

Infusion

Décoction

Décoction

Infusion

Infusion

Infusion, sirop

Infusion, décoction

Décoction
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Mentha Palpitation de I’aorte, Partie aériennes  Infusion
suaveolens tonifiant
i Les spasmes ¢t coliques, Feuilles Décoction
Salvia I’anxiété, grippe,
verbenaca pharyngite,
angines.
Salvia officinales  Ficvre, indigestion Feuilles Infusion

3.5. Principaux métabolites secondaires des labiées

La famille des ILabiées est connue pour la grande diversité des métabolites

secondaires qu’elle contient et notamment pour ceux des huiles essentielles.

Cette famille est donc une source importante des terpénoides, et plus
particuliérement de diterpénes dont les noyaux sont de type clerodane, kaurane, labdane,
pimarane, abietane et autres (19). On y trouve également un nombre important de

flavonoides (21) et des phenylpropanoides(20).

4. Le genre de Marrubium

4.1. Description botanique du genre

Le genre Marrubium comprend environ 75 espéces répandues dans une grande
partie du globe : I'Europe, la Méditerranée et 1'Asie ; 50 espéces poussent sur le pourtour de

la Méditerranée (27). les zones tempérées du continent eurasien et quelques pays

d”Amérique Latine (23)(24).

Le nom Marrubium dérive des mots hébreux : mar, rob, suc amer (jus amer).

En Anglais : Harehound, En Italien : Marrubbio. (22).

Le genre Marrubium est muni d’un calice a 10 dents, dont les 5 commissurales plus

courtes, toutes terminées en pointe épineuse. C’est un Arbuste a tiges et face inférieure des
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feuilles blanches tomenteuses. Les inflorescences sont en glomérules verticillés. Les

bractées sont linéaires aigues. Les fleurs sont blanches.

4.2. Répartition du senre Marrubinim

En Algérie on retrouve 6 espéces différentes au sein de ce méme genre
Marrubium vulgare, Marrubium supinum, Marrubium peregrinum, Marrubium alysson,

Marrubium alyssoidePomel et Marrubium deserti de Noé : (25).

Tableau 03 :Répartition et distribution du genre Marrubiumen Alsérie (25)

Espéce Abondance  Distribution en Algérie Répartition
M. vulgare Trés commune  Dans toute 1’ Algérie Cosmopolite
M. supinum Rare Atlas Saharien oranais et
Algérois, hauts plateaux bero-Mauritanien

Algérois et Oranais

M. peregrineay  Tres rare Atlas Tellien Furo —
Méditerranéen
M. alysson Trés commune  Partout sauf sur le lithoral
Algero-constantinois Ibero-Mauritanien
M. Rare Plaines lithorale et Atlas Endémique
alyssoidespomel Tellien
M. déserti de Ne¢ Commune Sahara septentrionale et Sahara
Central

4.3. Aspect phvtochimique du genre

Les études phytochimiques effectuées sur le genre Marrubium(26), ont permis
d’isoler un grand nombre de métabolites secondaires tels que les flavonoides, les
sesquiterpeénes, les diterpenes, les triterpenes et les tanins et iridiodesglycosylés. Plus de

détail
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5. L’espéce Marrubium vulgare

Elle pousse dans toute 1’ Afrique du Nord et presque dans toute 1’Europe, au centre
¢t au Sud-ouest de 1" Asie et aux Canaries. Elle est naturalisée dans I’ Amérique du Nord et

dans I’ Amérique du Sud (33).
Les noms donnés a la plante sont les suivants : en Algérie est connue par le nom
Marriouth(31), Merriwt au Maroc (28), Marroubia en Tunisie (29). En Anglais

Harchound, en Italien : Marrubbio. (30),

5.1. Description botanique de ’espéce

Le marrube est une plante herbacée, couverte d’un duvet blanc, a tiges dressées,
portant souvent de nombreuses pousses courtes et stériles, de 40 a 60 cm de long. Les
feuilles sont ovales, arrondies, souvent un peu cordées a la base, feutrées a la face
intérieure. Il posséde de petites fleurs blanches de 12 a 15 mm de long, une corolle a deux
levres dont I'inférieure est trilobée et la supérieure dilobés ainsi quun calice a 10 dents

courtes et crochues(34).

Le Marrube vulgaire [synonyme: Marrubium album (Cariot et Saintlarge)] est une
plante, d’aspect blanchatre a odeur forte et désagréable. Ses fleurs blanches, relativement
petites, apparaissent du mois de Mai jusqu’au mois de Septembre, et parfois encore en
hiver. Les feuilles ont toutes un pétiole (35, 36). C’est une plante vivace, a tiges épaisses,
cotonneuses, trés feuillées, qui se perpétue et se multiplie par des bourgeons nés sur la tige

souterraine (35).
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Figure 03 : plantes Marrubium vulgare

5.2. Position systématique

Embranchement : Spermatophytes

Sous enbrenchement : Angiospermes

Division : Magnoliophytes

Classe : Magnolipsides (Dicotylédones)(eudicots)
Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : lamiaceae

Genre : Marrubium

Espéce : Marrubium vulgare
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53.3. Métabolites phvtochimiques de I’espéce

La partie aérienne du marrube blanc contient plusieurs métabolites secondaires tels
que les diterpeénes dont la marrubine responsable de la majorité des propriétés biologiques
du Marrubium vulgare (38). On y trouve des diterpénes amers de la série des
furanolabdanes et surtout des composés de lactones : marrubine principalement et son
précurseur préfuranique, la prémarrubine, mais aussi du pérégrinol, du wvulgarol, du

marrubénol et du marrubiol.

Il y a également des Hétérosides flavoniques du quercétol, de la lurtéoline ou de
I’apigénine (39), mais aussi des lactoylflavones, et quelques dérivés de I’acide ursolique.
En outre 11 y a des tanins spécifiques des Lamiacées et dérivés de 1acide
hydroxycinnamique (juste a 7%) (Acide cholorogénique, caféique, caféylquinique, mais
absence d’acide rosmarinique). Toutefois la présence d’une faible quantité d’huiles
essentielles comportant différents composés monotérpéniques (mois de 1% : a-pinéne,
campheéne, lomonéne) (37), ainsi que plusieurs phenylpropanoides esters tels que les

verbascosides (40).

5.4, Marrubium vulgare et phytothérapie

Le marrube blanc est trés utilisé en médecine traditionnelle comme expectorant,
antispasmodique, antidiabétique, diurétique et en cas d’infections respiratoires. 11 est aussi
employé pour combattre la cellulite et 1’obésité (42). Plusieurs de ces utilisations
traditionnelles ont été confirmés par des essais scientifiques (43); le marrube blanc est

considéré comme antidiabétique (41).

Au Maroc la décoction de la plante est employée comme antidiabétique. La
décoction est prescrite également comme anti-typhoidique, anti-diarrhéique, fébrifuge,
anti-ictérique, expectorant, tonique et stimulant (pour les malades alités). Les diabétiques
édulcorée généralement la décoction avec le miel ou les raisins secs (45).En usage externe,
la plante hachée et couramment utilisée en cataplasmes sur le front et les tempes contre les

fievres, et sur les abeds, le Marrube est maché contre les maux de dents.
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En médecine traditionnelle Tunisienne on reconnait au Marrube un certain nombre
de propriétés : le décocté prépare a partir de la plante entiere est utilisé dans ’hypertension,
les hémorroides et aussi antirhumatismal, analeptique cardiaque, antiseptique pulmonaire.
11 est réputé pour purifier le lait des femmes qui allaitent. I1 est utilisé en bain de bouche et

en usage externe dans le traitement des brilures (44).

Le Marrubium vulgare et une plantes :

- Agit contre la fatigue (¢ doses élevées).
- Antipyrétique (contre la fievre).
- Sédatif cardiaque.

- Insectifuge.

- Antispasmodique.

- Anti-inflammatoire.

- Anti diabétique

- Analgésique.

- Anti-microbien.

- Aide le bon cholestérol (HDL).
- Entrave le mauvais cholestérol.

- Empéche 1’athérosclérose.

6. Le genre Ajuga

Le genre Ajuga appartient a la famille des Labiées avec plus de 300 especes
différentes. Cette plante est largement distribuée dans les régions arides d’Europe, d’ Asie,
d’ Afrique et d” Australie (46).

Le nom Ajuga vient du mot latin "Jugum": joug. Avec le suffixe "a": sans joug, du
fait que la corolle est dépourvue de 1évre supérieure. Iva, est un ancien nom féminin latin
qui est utilisé pour la premiére fois pour cette plante (49). Le genre Ajuga comprend

environ 40-50 espéces herbacées annuelles et vivaces (48).
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7. Dlespéce Ajuga iva L

[’ivette musquée pousse a une altitude de 0 a 1600 métres, dans les régions arides
ou e¢lle croit dans les champs. Elle est commune dans la région méditerranéenne, trés
répandue dans les pelouses et les foréts du Tell algérien. La floraison de la plante est

d’avril a octobre(47).

7.1. Description botanique de I’espéce

Ajuga iva est une petite plante vivace étalée, a odeur de musc de 5 a 20 cm de long,
a tiges vertes rampantes et velues, a feuilles vertes grisatres de 14 a 25 mm de longueur,
linéaires, denses et couvertes de duvets. Les fleurs sont violettes, roses, blanche ou jaunes,
de 20 mm de longueur ;de deux a quatre a I"aisselle de chaque feuilles et plus petites que
les feuilles mais a tube plus long que le calice, la lévre supérieure de la corolle est réduite
ou absente et la lévre inférieure est divisée en trois lobes velus. Les lobes latéraux sont
petits, alors que le lobe central est relativement plus large décoré dans sa base par un axe

central jaunatre

7.2. Position systématique

Embranchement : Spermatophytes

Sous Embranchement : Angiospermes

Division : Magnoliophytes

Classe : Magnolipsides (Dicotylédones)(eudicots)
Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : lamiaceae

Genre : Ajuga

Espéce : Ajugaiva (L) Scherb
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7.3. Métabolites phvtochimiques de I’espéce

La plante est riche en composés polyphénolique, qui sont les meilleurs
antioxydants, flavonoides et tanins ; Tanins catéchiques , tanins galliques(61). Elle contient
aussi des anthocyanes, des acides phénoliques ¢t d’autres substances en particulier

I’ajugarine (48).

Les études phytochimiques ont montrés que [D'ivette contient aussi des
ccdystéroides, des diterpénoideset terpénes, des iridoides et stéroides et des saponosides

acides (62),

Une activité inhibitrice sur la croissance des larves Spodopterafrugiperda et
Spodopteralittoralisdans I’extrait éthanolique de Ajuga iva issue de la région de Ain Mila
(Algérie) a été prouvé. Cette activité peut étre attribuée a la présence de deux épimeéres

diterpenoidesivain IV et 14,15-dihydroajugapitin

Sur une ¢&tude(70), ont isolé a partir de 1'espéce Ajuga iva sept aglycones
flavoniques (quercétine, lutéoline, chrysoériol, 5,5'- dihydroxy 7.4'-diméthoxyflavone, 5,7-

dihydroxy 4'.5'-diméthoxyflavone, apigénine, naringénine).

Et autres(71) a isolé a partir des feuilles Ajuga iva deux nouveaux composés : 24-
Hydroxycyastérone et ajuga stérone B et il a identifié par ’analyse spectrale RMN les
structures des composés phytochimiques suivants : cyastérone, 20hydroxyecdysone,

makistérone A et le 24, 25 didehvdroprécyastérone.

Le screening pharmacologique réalisé in vivo et in vitro démontre que Ajuga iva est
douce d’un large spectre d’activités pharmacologiques; elle est antihypertensive;

Vasodilatarice(72) diurétique et hypoglycémique.
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7.4. Ajuga iva et phytothérapie

Ajuga iva est une plante utilisée dans la médecine traditionnelle algérienne contre le
diabéte (hypoglycémie) et I’hypertension, ¢lle est connue pour ses propriétés anti-
inflammatoires, antimicrobiennes, antirhumatismales, hypoglycémiantes,

antispasmodiques, antifongique(63).

Des études pharmacologiques ont montré aussi que cette plantes a des propriétés
antibactérienne, diurétique, anti malarique, elle est indiquée également pour les troubles

intestinaux, contre le froid, hydropisie et comme cicatrisant (64, 65)

C’est une plante astringente, qui asséche les écoulements et qui facilite la

cicatrisation. Elle est recommandée aussi pour guérir les ulcéres, les plaies et les blessures

.

La richesse de 1'ivette lui donne plusieurs propriétés prouvées scientifiquement,
c’est un agent antioxydant (67).antidiabétique et hypolipidémique (68), vasodilatateur et
donc anti hypertensif (69), antibactérien et antifongique (66).

En autre étude (73) ont montré aussi que I'extrait aqueux de Ajuga iva posséde un
effet hypolipidémiant et antioxydant, il exerce une action contre la péroxydation lipidique

des tissus chez les rats diabétiques.

D’autre part, (74) ont testé 1’effet des iridoides extraites de I’extrait aqueux de
Ajuga iva sur la composition des lipoprotéines et sur 1’activité de la l1écithine cholestérol

acyltransférase (LCAT) chez les rats rendus hypercholestérolémiques.

Ces molécules agissent efficacement sur I'efflux du cholestérol des tissus
périphériques vers le foie en augmentant Dactivité de la LCAT et atténuent

I’hypercholestérolémie causée par le régime enrichi en cholestérol alimentaire.
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1. Présentation

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, largement distribués possédant plusieurs groupements phénoliques,
avec ou non d’autres fonctions et comportant au moins 8000 structures connues différentes
(50), allant de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que, les acides
phénoliques a des composés hautement polymérisés comme les tannins. Ils font partie

intégrante de I’alimentation humaine et animale (51).

Les composés phénoliques sont des molécules aromatique constituées d’un
groupement phényle C6 et d’un hydroxyvle (-OH), les composées (les tanins, les
coumarines, la lignine, les flavonoides) sont typiques des plantes vasculaires et ont
colonisée I’environnement aérien, la plupart de ces composés phénoliques dérivent

d’acides aminés aromatique (la tyrosine et la phénylalanine) (43)

2. Définition

Un composé phénolique est constitué dun ou plusieurs noyaux aromatiques (cycle
benzénique ou groupe phényle) et un ou plusieurs groupements OH. Le squelette général
des composés phénoliques est présenté .Ces composés peuvent avoir plusieurs

substitutions (OH, CH20, H, CH3.. .etc.).

Groupe phényle
= Pheny!
| ring
Armneau — S
hromatique r
~ OH 'Acidic”
- hydroxy
Groupe -OH or
acide phenolic
group
Phenol

Fisure 06 : structure chimique du novau aromatique
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3. biosvntheése des composés phénoliques

3.1.Voie de I’acide shikimique

Cette voie est trés importante parce qu’elle contréle le métabolisme de la voie de
phénylpropanoide. (Importante pour la biosynthése des composés aromatiques dans les
plantes et les micro-organismes, y compris les acides aminés aromatiques : la

phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane)

GoCH
PO COOH  CHO — OH _ COOH SaH
: H—1—OH (o S
cHz  * L oo . CH—a—H —= 3 : -
Acide : 2
Phosphpeno[ CH20F e ¥ o] 4 OH & H
pyruvique — “
(PEP) Erythrose 4 P i .OH OH
Acide 3 déhydroquinique Acide 3 déhydro
CH20P OHQ) shikimique (DHS)

Acide 3 désoxy D arabino
heptulosique 7 P (DHAP )

CQOH c EP  coom
, ' ._C
[ cH2 = Cee
LA A
0/\COOH b COOH OH  oH

OH OH
Acide chorismique S-Enclpyruvylshkimate 3 P Shikimate 3 P e s.hilm'mqu-:-
{CA) (EPSP)
COOM
NH2
H
COOH o
v L-Phénylalanine
COOH -~
/’
COOH
— NH2
— —H
o T
OH

Acide préphénique

OH
L-Tyrosine

———

Fisure 07 : la voie de Schikimate
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3.2. La voie de phénvlpropanoide

Cette séquence biosynthétique permet la formation des principes acides
hydroxycinnamiques : acide coumarique, caféique, férulique et sinapique que se présentant

généralement sous forme d’esters ou de glucosides.

NH2 0
’ Flavonoides
e Isofavoncide s
A Anthocjanines
s e - Stibenes
Acxde salgilgue
PP:.l o
7 _,
oH
Acxde cnnamique
Can
/ e ———— Hﬁmﬁheﬂrf an‘,-:,
o] ) SCoh
(o 2]
Acde p coumnangue p Coumaray! CoA

Acide caffeique oH Caffec/ Car
| |
V74
3 —_— O
O_—ﬁ’}f\\ oH
A

m ferubque Wed

oH 4
: '_@ﬁsw ---- R

OH

mmmeadm Guaacy Igrshe
SCoA

1
i
MeO A:rde&hprca/'eq que = E Mydroxy ferulod CoA i
1
!
i
A
Syring/iignine
Acide sinapique
e —

Fisure 08 : la voie de phénolpropanoide
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3.3. La voie de biosynthése des flavonoides :

La biosynthése des flavonoides se fait a partir d’un précurseur commun
la 4,2'.4" 6'- tétrahydroxychalcone. Cette chalcone qui a une couleur jaune, sous 1’action
d’enzymes. Elle est métabolisée en différentes classes de flavonoides. La forme in vivo des
flavonoides est eu aprés des étapes ultéricures essentiellement la glycosylation et

I’acylation.

2,4.6. § tetrahydroxy chalcone

1Chalccne ISOMerase

Flavancne : Naringénine Flavone : Apigénine

l 25 ) favanone 3 hydroxylase

OH o ﬂ©/ Flavonol synthase Odi\ i ©

OH
i OH o
on © S
Dihydroflavonol : 2R, 3R ) gshydrokaempférol Flavonol : Kaempférol
l: thydrofavonot 4 réductase
OH o
OH & OH
N\ - o] = \&J e
~
OH Ur
OH
OH OH
Flavan 3, 4 diol : Leutoanthocyaniol Flavan 3 ol
el
Anthocyanido! Pelargonidol Anthocyanosice : Pélargonidol 3 O glucoside

Fisure 09 : la voie de biosynthése des flavonoides




Syntheése bibliographique Chapitre II : Les composés phénoliques

4. Effets biologsiques des polyphénols :

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques interviennent
dans la qualité alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise a des blessures
mécaniques. La capacité d’une espéce végétale a résister a I'attaque des insectes et des
microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques (52). Ces
composés montrent des activités anti-carcinogénes, anti-inflammatoires, antiathérogénes,
anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux, anticancéreux

(53), anti-allergénes, vasodilatateurs (54) et antioxydants (75).

Un certain nombre de molécules polyphénoliques sont également en étude clinique

comme des anti-agrégant plaquettaire, ou hypotenseur sans résultats probants (55).

Action sur les cellules du .
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

!

Détoxifiant «—— - POLYPHENOLS<_——> Anti-inflammatoire

\ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Schéma 1 : Effets biologiques des polyphénols (53).
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Comme les composés phénoliques sont des métabolites secondaires, ils se trouvent
dans les végétaux différemment selon la famille, le genre, I"espéce ainsi que la variété. Le

tableau suivant montre que chacun des végétaux se caractérise par des polyphénols précis

Tableau 04 : Quelques végétaux alimentaire riches en composés phénoliques.

: = Principaux
Sources Nom _ _
o . Famille (Omposes Teneur
vegetales scientifique o
phenoliques
Phenols totaux’ | 100mg a 3g-kg”
Pomme Manis Rosacées Flavonols' 460me-ke
Anthocyanes
' Spinacia . . _,
Eptnard Chanopodiacées Flavonols 1720 mg-ke*
oleracea
Lycopersicum , Acides
Tomate Solanacees o
esculenum hydroxvemnamique
_ Phaseolus _ Anthocyanes
Haricot vert . Fabacees T
vulgaris Delphimidines
Graminee; -
Orge Hardeun | Catechine
(Poacees}
, Diiticum Granunées Flavonols
Ble tendre o
aesihum (Poacees} Flavones
Flavonols
N Gram:nee; Flavonones
Bledur | Triticum durum |
Poacees [soflavonones
Anthocyamdines
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5. Principales classes des composes phénoliques

Tableau 05 : classification des composés phénoliques.

Nombre —
d'atome quelette e :
Y p - Classe Exemples Plante:
carbone
6 6 Phenols sumples | <{athecol hvdrogunone | Busserole
= o Acides phenols Ac giligue, Ac Amnckaw
' e berzoxques salviaiique. vamiliine Saule
o Y N — 3-acenvis- )
$ £%-12 Acetophenones méthosyt lashyde Sale
0 .o Acades phenols At coumanque. \ﬁ‘:mnm'er
, . cinpamiques Ac.cafeique S e
10 26-C+ | Naphtoquinones Shikoaine 5’;;“’
Fxine 42
13 T6-Ci-CU9 Xartone: Bellidifoiine, mangocuns gennanse.
Centauree
- : . Hvdrangenol, _
14 S-C0-L Stiblenes Phosyivine Paisin pio
(inkgo
15 faisi Flavonoldes Quercete g;lm Ll
. T | Lofavoroides Roteroide
18 (CE-C3)2 Ligranes Manzesirol Chardon
i S B o e Amertoflavone Carcirza
R LU0 -aa)d Bi flavonoide: Hinokiflavone H‘mcum
Tanios condenses Wlionaes
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Tableau 06 : structures de diftérentes classes des phénols

Chapitre II : Les cemposés phénoligues

CONMPOSES PHENOLIQUES

Nqtelette

Classe Exenyple Formnile Origine
sarbone
) Jﬁ-\
6 Phénols simples Hydioquinone W~ M Buserole
3 Acide " 0
S Agides ) /-f\\ oF 0
C6-Cl ; { . p- HO —( < Epices. fraises
hydroxybenzolques hydroxybenzoique /o
Acides Acde o Y\ o
hydroxyCinnamiques p-comnanque A Tomates. al
€6.C3 —
( Ombellif Wff \/1 C i
Cownannes nbellitérone ) “arottes, conandic
\/iq 0
€6.C4 Naghtoquuiones Juglone [ Noix
Obd lr'l
MO, AN, j: i ‘ 0
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L
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5.1. Les composés en Cs-C et Cs-Cs ou les composés Simples :

On distingue deux principales classes d'acide phénolique; les dérivés de l'acide
benzoique et les dérivés de l'acide cinnamique .I.a concentration de l'acide
hydroxybenzoique est généralement trés faible chez les végétaux comestibles. Ces dérivés
sont assez rares dans l'alimentation humaine par contre ceux d'acides hydroxycinnamiques

sont trés présents (S6)

Ce type de composés provient d’'une [ oxydation des composés en C6-C3 ou
simplement dit un raccourcissement au niveau de leur chaine latérale qui par conséquent

perd deux atomes de carbone (76).

A. Les Acides benzoique :

Les acides benzoique ont une structure générale d’un squelette a sept atomes de
Carbonne C6-Cl1, les variations de structures de différents acides benzoiques se situent
dans I’hydroxylation et la méthylation du noyau aromatique (77). Ils peuvent &tre présent
sous forme de combinaisons avec des sucres ou des acides organiques généralement de

type ester, dont ils sont libérés par hydrolyse alcaline (78).

On trouve les acides p-hydroxybenzoiques, protocatéchiques, galliques, salicyliques,

vanilliniques, cyringiques, o-hydroxybenzoiques et gentisiques.

Tableau 07 : principaux Acide hydroxy benzoique (79)

Stiucture R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
[ H H 3% H Acide benzoique
H H OH H Acide p hvdroxy
R2 "1 benzoique
— Hi OoH OH I Acide
R — O
— protocatechique
e H OCH?3 OH H Acide vamllique
H OH OH OH Acide gallique
H OCH? OH OCHSA Acide ssTingique
OH H E H Acide salicvligque
OH H E OH Acide gentisique
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B. Les acides cinnamiques :

Les acides cinnamiques ont une structure générale de C6- C3, les plus répondus chez

les végétaux sont I’acide p-coumarique (1), caféique (2), férulique (3) et sinapique (4)

On rencontre au moins un d’entre ces quatre acides, dans pratiquement tous les

végétaux supérieurs.

Tableau 08 : principaux Acide hydroxycinnamique (79)

Structure R1 R2 R} Acides phenoliques

H i H Acide cinnamuque

L H OH H Acide p coumanque
j OF | OF H Acide calfique
W] —OoCEF | OF | H Acide eriiqe
OCH> OH OCH2 Acide smapique

5.2. Les composés en C6-C3 : Phénvlpropanoides

On distingue souvent les dérivés directs (essences secrétées), les dérivés issus de
I’estérification (acide chlorogénique. I’acide rosmarinique) ou de la cyclisation de I"acide
hydroxy-cinnamique. Les coumarines sont trés répandues surtout chez les dicotylédones,

les plus fréquentes sont I'umbelliférone, la scopolatine, 1’aesculétine.

On rencontre également les dimeéres qui sont obtenus par la dimérisation des
phényl-propanoides (lignanes), et en dernier les lignines qui viennent lors de la
polymérisation de certains phénylpropanoides et elles constituent les macromolécules de la

paroi végétale.

#» Les lignanes et les lignines

Les monolignols sont les dérivés de l'acide cinnamique, ils servent de précurseurs

pour les composés de types phénylpropanoides tels que les lignanes et les lignines.
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Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le régne
végétal et seraient formées par polymérisation oxydative de monolignols (monomeéres) qui

sont les alcools p coumarique, coniférique ¢t sinapique (38)
#» Les coumarines

Les coumarines sont des hétérocyeles oxygénés avant comme structure de base le
benzo-2- pyrone .Ils ont été isolés pour la premiére fois par Vogel en 1820 dans le
Coumarouna odorata. Aujourd’hui, prés de 1000 composés coumariniques sont isolés dans

plus de 800 espéces de plantes et dans les microorganismes (S8).

HO 0 O HO ) O
‘ Umbélliféronc Scopoletine

Fisurel( : Structure chimique de quelques coumarines.

5.3. Les composés mixtes C6-(C1 ou C2)-C6

Aprés que 1, 2 ou 3 groupements acétates sont adjoints a 1’acide cinnamique (ou ses
dérivés hydroxylés) et que la chaine polycétonique, par conséquence, se forme et puis se
cyclise ; ces composés résultent. Ce groupe inclut une série de composés qui sont les

stilbenes et les flavonoides.

5.3.1. Les stilbénes

Les stilbénes se trouvent en petites quantités dans l'alimentation humaine, parmi ces
composés on trouve le resveratrol qui est un anticancéreux présent dans certaines plantes

médicinales (37).

Les stilbénes sont trés connus par leurs propriétés antifongiques et leur fameux
comportement qui ressemble beaucoup aux phytoalaxines. On cite comme exemple le

resvératrol produit par la vigne en cas d’une attaque fongique (121).

36

-




Synthése bibliographique Chapitre 11 : Les composés phénoliques

5.3.2. Les flavonoides

5.3.2.1. Présentation

Le terme flavonoide dérive du mot grec flavus qui veut dire jaune. Ces substances ou
pigments, généralement colorées trés répandues chez les végétaux. On les trouve dissoutes
dans les vacuoles a 1’état d’hétérosides ou comme constituant des plastes particuliers, les
chromoplastes (96). On les trouve dans les 1 parties de la plante c.a.d omniprésents : tiges,

feuilles, racines, fleurs, pollons, fruits, grains,

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels du régne
végétal (97), qui sont caractérisés par la présence d'une structure phénolique dans leur

molécule, et méme d'une structure flavone ce qui les distingue des autres polyphénols (98).

La prise moyenne quotidienne des flavonoides est 14.4 mg dont (35.2%) viennent de
fruits, (19.1%) des légumes, (16.9%), du thé (102). La quercétine est réguliérement
consommeée par 1’homme car c'est le flavonoide principal trouvé dans le régime alimentaire
(103).

Leur ingestion diététique est tout a fait haute, comparé a d'autres antioxydants

diététiques comme les vitamines C et E (101).

5.3.2.2. Structure chimique et classification

Les flavonoides possédent un squelette de base de quinze atomes de carbones constitué
de deux unités aromatiques en Cs A ¢t B relié par une chaine en Cs (structure en Cg¢-Cs-

Cs). La chaine en C3 entre les cycles A et B est cyclisé pour former le cycle C.
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Figsure 11 : Squelette de base des flavonoides

La famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui different par leurs
structures chimiques: flavonols, flavones, flavanes, flavanones, isoflavones et

anthocyanidines (99).
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Fisure 12: les classes des flavonoides (100)

a. Les flavonols (hydroxy-3-flavone)

Les flavonols se différencient des flavones par 1’existence d’un OH en position 3. Ce
sont les flavonoides les plus répandus ; les trois principales structures sont le kaempferol,
la quercétine et la myricétine. La quercétine est sans doute le composé phénolique le plus

répandu dans la nature (3).
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b. Les flavones

Les flavones proprement dites ont un rdéle moins important que les flavonols ;
cependant I’apigénine et la lutéoline, dont I’hydroxylation correspond respectivement a
celle du kaempferol et la quercétine, sont des constituants assez fréquents dans les

différentes familles d” Angiospermes (3).

¢. Lesisoflavones

Les 1soflavones telle que la génistéine n’ont pas la structure classique en C6-C3-C6 des
autres flavonoides ; elles sont beaucoup moins répandues que les précédentes, mais il

existe dans cette famille un grand nombre de structures peu classiques (3).

d. Les flavanones

Ces composés ne comportent pas des groupements OH en position 3, et présentent de
fortes similitudes de structures avec les flavonols. Dans cette catégorie, il faut ranger les
flavonoides responsables de la saveur amere de certaines pamplemousses, citrons, orange:

la naringenine , I'hespéridine et 1’eridictyol. (137).

¢. Les flavanes

Les flavanes contiennent un hétérocycle central, dont, d’une part est entiérement
saturée, d’autre part ne possede pas de groupement -CO- ; on rencontre fréquemment dans
les tissus végétaux des flavanols (catéchine) et surtout des flavane-di-ols3-4 (ou
leuconthocyanidines) qui interviennent dans la constitution des tanins condensés. Les
flavanes les plus importants sont les catéchines et les gallocatéchines, la leucocyanidine et
la leucodélphidine. Les flavanes se différencient des autres composés phénoliques en ce
sens qu’elles existent dans la nature sous forme d’aglycones, le plus souvent polymérisés,
alors que les flavones, flavonols et composés voisins sont toujours sous forme

hétérosidique.

40




Synthése bibliographique Chapitre 11 : Les composés phénoliques

f. Les anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui
regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés (138). Ces molécules faisant partie
de la famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiére visible, sont des pigments

qui colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange (139;140).

Leur structure de base est caractérisée par un noyvau "flavon” généralement
glucosylé en position C3 (3). Les anthocyanes se différencient par leur degré
d'hydroxylation et de méthylation, par la nature, le nombre et la position des oses liés a la
molécule. L'aglycone ou anthocyanidine constitue le groupement chromophore du

pigment.

5.3.2.3 Propriétés biologsigues des flavonoides

» Activité anti-oxydante :

Les flavonoides ont été découverts dans les années 30 par Albert Szent-Gyorgyi
lauréat prix Nobel, en tant que des composés avec l'activité anti-oxydante prononcée (141).
Les flavonoides expriment les propriétés anti-oxydantes par : Le piégeage direct des
especes réactives de 1'oxygeéne (ERO), La suppression de la formation des ERO par
I"inhibition de quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques, impliqués dans
leur production, La protection des systémes de défense antioxydants de 1’organisme

(Boudiaf, 2006).

» Propriétés pro-oxydantes :

Nous avons décrit précédemment les propriétés anti-oxydantes des flavonoides
mais il ne faut pas négliger leurs propriétés pro-oxydantes. Parfois les flavonoides jouent
un rdle de pro-oxydants. En effet, plusieurs d'entre eux ont été décrits comme responsables
d'autooxydation et de la génération de radicaux oxygénés actifs, comme le peroxyde

d'hydrogene.
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En définitive, certains flavonoides pourraient accélérer la survenue de 'atteinte
oxydative de I'ADN, des protéines et des glucides in vitro. Alors, le potentiel pro-oxydant

de ces composés ne doit pas étre négligé dans le mécanisme d'action des flavonoides (142).

» FEffets cardiovasculaires :

Récemment, beaucoup d'études se sont concentrées sur les effets cardiovasculaires
des flavonoides. Les rapports épidémiologiques ont démontré que les gens peuvent avoir
une incidence plus limitée en maladies du coeur, s'ils ont une ingestion diététique élevée en
flavonoides (143).

Parmi les 17 flavonoides examinés (143), les agents de relaxation vasculaires les plus
cfficaces sont I’apigénine, lutéoline, kaempferol et la
génisteine. Cette relaxation est attribuée a l'action directe des flavonoides sur le muscle

lisse vasculaire.

» Activité anti-ulcérogéne :
Les flavonoides protégeraient la muqueuse gastrique contre les agents ulcérogénes.
La quercétine exerce ses effets cytoprotecteurs grace a un complexe impliquant la
stimulation de la prostaglandine et I’inhibition de la production de

leucotriénes via la production de mucus et de ses propriétés antioxydantes

» Activités antimicrobienne et antivirale :
Les flavonoides affecteraient la réplication intracellulaire et/ou atténueraient les

propriétés infecticuses de bactéries et virus

» Activité de prévention de la cataracte diabétique :
Les flavonoides préviendraient la cataracte diabétique en inhibant 1’aldose
réductase. La myricétine posséde des propriétés hypoglycémiantes et

hypotriglvcéridémiantes chez les animaux diabétiques

» Activité anti-ostéoporose :
L’ostéoporose est une pathologie caractérisée par une densité minérale osseuse
relativement faible, surtout chez les femmes agées. De nombreux nutriments comme la

vitamine D, les minéraux et certaines protéines permettent le maintien osseux. Certains
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flavonoides inhiberaient la résorption osseuse ostéoclastique selon des mécanismes encore

inconnus

» Activité antiallergique :
Les flavonoides influenceraient la production d’histamine en inhibant les enzymes
permettant le relargage de 1’histamine au niveau des mastocytes et des basophiles

I’ATPase Ca++ dépendante et I’ AMP cyclique phosphodiestérase
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1. présentation

Les antioxydants apparaissent aujourd’hui comme les clés de la longévité et nos alliés
pour lutter contre les maladies modernes. Ce sont des éléments protecteurs qui agissent
comme capteurs de radicaux libres es derniers sont produit quotidiennement par 1’organisme ;
ce sont des composés trés réactifs comportant un électron célibataire et nécessaire a des
mécanismes vitaux (106) mais, ils deviennent nocifs quand ils sont en excés et induisent
certains dommages au niveau de la structure des protéines, des lipides (108), des acides
nucléiques (107) en entrainant un stress oxydant qui contribue aux processus de vieillissement
cellulaire accéléré et au développement de pathologies humaines telles que les maladies

cardiovasculaires, les cancers, I’artériosclérose

2. Définition d’un antioxvdant :

On désigne par antioxydant toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible
concentration comparée a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de maniére

significative I’oxydation de ce substrat (105).

2.1. Les antioxvdants endogénes

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes ( Superoxvde dismutase, Catalase et
Glutathion peroxydase) élaborées par notre organisme avec I’aide de certains minéraux. Elles

sont présentes en permanence dans 1’organisme mais leur quantité diminue avec 1’age (111).

v Les superoxydes dismutases (SOD) : sont des métallo-enzymes se retrouvant dans
I’ensemble du monde du vivant. Elles catalysent la dismutation de deux anions

superoxydes en dioxygene et peroxyde d’hydrogene (110).

v Les catalases (CAT) : Sont des enzymes majoritairement peroxysomales catalysant

la dismutation du peroxyde dhydrogene (110).

v Les peroxydases (POX): Sont une large famille multigénique d’enzymes hémiques
catalysant la réduction d’un substrat oxydé en utilisant de nombreux co-substrats

comme donneurs d’électrons.
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v Les peroxyredoxines (PRX), aussi appelées thiorédoxines peroxydases, sont des
peroxydases non hémiques contenant un résidu cystéine au niveau de leur site
catalytique. Les PRX sont des éléments essentiels du systéme de détoxication des

especes réactives de 1’oxygene.

v Glutathion péroxydase (GPX) : Elle agit en synergie avec la SOD puisque sont réle
est d’accélérer la dismutation du H202 en H20 et O2.

2.2.L.es antioxvdants exosénes

Ils sont présents dans I’alimentation tels que les vitamines A, C, E et les polyphénols
en particulier les flavonoides, ainsi que les cofacteurs des enzymes impliquées dans les

systemes anti-oxydants endogeénes comme le sélénium, le zinc et le manganeése.

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

ce qu’ils soient régénérés.
v La vitamine E : Le¢ principal anti-oxydant nutritionnel est la vitamine E
(essentiellement 1 K-tocophérol), liposoluble, puissant anti-oxydant mais qui peut avoir des
effets délétéres a trés forte dose. Elle agit principalement par le transfert direct d’atomes

d’hydrogéne et permet d’inhiber la lipoperoxydation dans les cellules (117)

La vitamine E est abondante dans les germes de blé, les 1égumes verts, les oeufs, les noix et

les corps gras notamment les huiles de tournosol, de soja, de mais (113).

v L’ascorbate ou vitamine C : est l'antioxvdant hydrosoluble majeur, réagit
rapidement avec 1’anion superoxyde et [’oxygéne singulet, ou encore avec le peroxyde
d’hydrogene. Elle est indispensable par sa capacité a réduire d’autres antioxydants oxydés
comme la vitamine E ou les caroténoides (118). La vitamine C est abondante dans les

agrumes, les fruits rouges, les pommes, les brocolis (112).

v Les caroténoides : sont des pigments végétaux lipophiles formant une famille de plus
de 600 molécules notamment le lvcopéne ¢t le 2-caroténe, précurseurs de la vitamine A. Ils
sont présents dans les carottes, les fruits rouge et jaunes, les 1égumes verts ¢t les tomates

(115).
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Le role biologique des caroténoides est, entre autres, complémentaire de celui de la
vitamine E, elle-méme régénérée par la vitamine C, d'ou l'intérét de consommer une
alimentation équilibrée, riche en fruits et 1égumes variés pour bénéficier des nombreux effets

de synergie entre micronutriments (116).

v Les flavonoides : Ce sont des substances naturelles présentes dans tout le regne
végétal. Les flavonoides peuvent agir de différentes fagons dans les processus de régulation
du stress oxydant : par capture directe des espéces réactives de I'oxygeéne, par chélation de
métaux de transition comme le fer le cuivre ou par inhibition de activité de certaines
enzymes responsables de la production des espéces réactives de I’oxygéne comme la xanthine

oxydase (114).

v Les tanins : Les tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques
produits au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés,

ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation des lipides.

v Les coumarines : Ils sont capables de piéger les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxyles, importants dans la prévention de la peroxydation des lipides membranaires et ils

ont une activité antiperoxydante (119).

v Le sélénium : il neutralise les métaux toxiques en particulier le plomb et le mercure. Il

aurait aussi une action préventive sur certains cancers.
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Chapitre III : Activité Antioxydante

Tableau 09 : exemples d’antioxvdants retrouvés dans les aliments

Antioxvdant Protege contre Sources
S Les maladies cardiovasculaires,
Vitamine C | jos cataractes. et certains types mg o el n::rlon I
de cancer ’ PN
gt | LETRRALCS EEtnics o] Noix et grames, huiles. fruits et
¥ ltamine cancer de la prostate. ralentt la légumes
maladie d Alzhenner B
Les cancers. en particulier le Carotte. patate douce. courge.
Carotenoides | .ancer du poumon. et les brocoli. chou fnise. epinard :
maladies cardiovasculaires fnuts : abncot. peche
. ‘ Bleuet. cense, canneberge.
Flavonoides Cancer mire, cassis. prune, raisin
rouge
Pecucuon de I mcidence des i . _
Selenjum cancers de la prostate. du colon Cereales completes, noix,
et du poumon oignon. ail, volaille, viande
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3. Les radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des déchets du métabolisme cellulaire.
Ce sont des atomes et des molécules dotés d'une forte énergie et qui, avant d'étre neutralisés
détruisent ce qu'ils rencontrent. Ils sont produits dans toutes les cellules de I'organisme tout a
fait normalement ¢t en faible quantité dans les mitochondries. Il s'agit des ions oxygeéne,
hydroxyde et de 1'eau oxygénée qui sont libérés lors des réactions biochimiques. Avant d'étre

neutralisés ils provoquent des lésions sur tous les éléments qu'ils ctoient.

L'organisme sait cependant se défendre contre eux, grace aux enzymes antioxydantes
contenues dans nos cellules. Ces enzymes sont aidées dans leur action antiradicalaire par la
vitamine E, C, provitamine A, le zinc et le sélénium. Si ces systemes de défense sont débordés
ou insuffisants, les radicaux libres ont tout le loisir d'étre nuisibles : ils s'attaquent alors aux
membranes cellulaires dont les acides gras insaturés sont dénaturés (leur structure est

modifiée); ils agressent également les protéines.

Le plus simple des capteurs des radicaux libres est l'alcool éthylique, agent de transfert
d'hydrogéne qui conduit a un composé biologiquement compatible, l'acétaldéhyde, bio-
oxydable par la chaine enzymatique avec production d'énergie.

CH3 CH20H + 2 Re a3 CH3 CH=0O +2RH

» Principaux radicaux libres

v" I'anion super oxyde : la molécule d'oxygéne, mise en présence d'une quantité
d’énergie suffisante, peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi I'anion

super oxyde O ™. Cet anion comme facteur oxydant dans de nombreuses réactions.

v" le radical hydroxyle : OH Il est trés réactif vis-a-vis des structures organiques et joue

un role initiateur dans l'auto-oxydation lipidique.

v le radical peroxyde : ROO - l'oxygéne singulet : O, forme « excitée » de l'oxygéne
moléculaire, est souvent assimilé a un radical libre en raison de sa forte réactivité

(109).
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Tableau 10 : liste des principes radicaux libres

Chapitre III : Activité Antioxydante

" Radical Formule
Anicg mapssexvie ¢
Parexrde d avdrogems Faly
Hyvdoxde OH
Parsxyde ~ ROC
Hvdropacxvies ~ ROOH
Alcexvies o)
Oxygacs smpader 120,
NO

Oxvde mmque

4. Quelgues plantes a activité antioxvdante

Tableau 11 : Quelques plantes i activité antioxydante(120) :

_Planles Partie utilisée Famille
Diopyros abyssinica Hiem f. W Feuilles Ebenaceae
Psorospermum guineense Spach. Fewlks Hypericaceae
Burkea africana Hook. ¢ConKe s tronc Caesalpiniaceae
Cussoma barteri Seenm éooroes racines Ceasalpinaceae
Fruada africana Gaull et Perr. €COroes racines Mimosaceae
Lannea velusina Rich., Feuilles, écorces (racines et tronc) ~ Anacardiaceae
Guiera senegalensis ).F Gmel. Feuilies Combreraceae

5. Utilisation des antioxvdants :

v" Dans I'industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en

métallurgie pour protéger les métaux de I’oxydation.

v" Dans l'industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras.

v" Dans I'industrie teinturerie : pour éviter I'oxydation des colorants au soufre ou des

colorants de cuve lors de la teinture.
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1. Matériel végétal :

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes de Marrubium vulgare et
Ajuga iva . Les feuilles et les tiges du Marrubium vulgare cueillies en mois de janvier
2015 de la région SALLAH BEY (el gherabe) wilaya de Constantine, tandis que Les feuilles

et les tiges du Ajuga iva ont été colletées en Mars 2015.

Apres séchage a une température ambiante et a 1’abri de la lumiére solaire, afin de
préserver au maximum 1’intégrité des molécules, le matériel végétal de chacune des deux

especes est broyé grossiérement dans un moulin électrique.

Fisure 13 : Localisation géographique de la zone d’étude

SALAH BEY (El gherabe)

Tableau 12 : présente les dates de récoltes et les parties utilisées

Espéces ' Durées ' Partie
Marrubium vulgare 01/01/2015 Partie aérienne
Ajuga iva 15/03/2015 Partie aérienne
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» Matériels :

SR VL . L B VR . B B B TN

Béchers de 500 ml

fioles de 1000 ml

Erlan

Entonnoir

Balance

Bain marie

Papier wattman.

Papier filtres N° 1.

Pipette

Ampoules a décantés
Spectrophotometre des cuves
Tubes secs

Porte tubes

Des pipettes (01ml, 05 ml)

Chapitre I : Etude phytochimique
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2. Screening phvtochimique:
2.1. Définition

Le screening phytochimique est un ensemble des méthodes et techniques de

préparation et d'analyse des substances organiques naturelles de la plante.

Le but final de 1'étude des plantes médicinales est souvent d'isoler un ou plusieurs
constituants responsables de l'activité particuliére de la plante. De ce point de vue, les
techniques générales de screening phytochimique peuvent étre d'un grand secours. Ces
techniques permettent de détecter, dans la plante, la présence des produits appartenant a
des classes de composés ordinairement physiologiquement actifs. I.e nombre de ces classes
est important et il ne peut &tre vérifié la présence de chacune. Il faut choisir et il est retenu
les classes reconnues comme les plus actives mais aussi les plus faciles a détecter compte

tenu des ressources techniques disponibles

2.2. Préparation des extraits :

Toutes les réactions de détection ont été effectuées soit directement a partir de la
poudre de feuilles, soit a partir du résidu d’évaporation a sec de I’extrait a analyser.

Différents extraits sont utilisés pour les tests de détection des diverses substances.

2.2.1. Extraits Méthanoliques (Extrait A) :
15 g de poudre des feuilles et tiges mélanges sur 200 ml extrait hydro-alcooliques
8:2 (160 méthanol, 40 ml Eau distillée) dans un flacon, laissé le mélange macérer une 24

heure, puis filtré ainsi obtenu constitue la solution méthanoloque.

2.2.2. Extraits Chloroformée (Extrait B) :
Cing (05) gramme de poudre ou de résidu est mis en suspension dans 100 ml de
chloroforme. La suspension est laissée macérer pendant une nuit (24 heure), puis filtrée

apres agitation. Le filtrat constitue la solution Chloroformique.

sy
i
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2.2.3. Extraits éthére de pétrole (Extrait C) :
Cing (05) gramme de poudre ou de résidu est mis en suspension dans 100 ml de
chloroforme. L.a suspension est laissée macérer pendant une nuit (24 heure), puis filtrée

apres agitation. Le filtrat constitue la solution éthére de pétrole.

3. Criblase des polyphénols :

3.1. Criblage des Flavonoides :

> Réactifs :
v" HCl pur 100%.
v Mg

» Protocoles Expérimentale :
Le Criblage des flavonoides se réalise a partir de 1’extrait hydro-méthanolique des
parties aériennes (feuilles et tiges) da la plantes.
Deux tests sont effectués sur I’extrait. Trois tubes sont nécessaires, dont le premier

sert de témoin :

v Teste de Wilstater :
Pour le premier test, 0,5 ml de HCI pure et quatre tournures de magnésium sont
ajoutés dans 05 ml d’extrait A. Aprés 10 minutes, le changement de colorations est noté.
Le virage au rouge révéle la présence de flavones ; au rouge pourpre, celle des flavonols et

au rouge violacé, celle des flavonones et des flavonols, se développe aprés 3 minutes

(Bruneton,1993).

v Teste de Bate-Smith :
Pour le second test, la méme opération est répétée sur méme extrait A mais avec
quatre gouttes HCI, en porter au Bain marie trente (30) minutes. Une coloration notée sur
la phase supéricure.

rouge a rouge violacé de la phase supérieure indique la présence de flavonoides.
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Temnin

teste de Wilstater

HCL + Mg

teste de Bar-Smiirh

HC1 + g

Solution A Solution A Sadution A
i Q—

+ Bain Marie
{30 minures)

Schéma 03 : Criblage de flavonoides

3.2. Criblage des Tanins :

» Réactifs :
v" FeCl3: 01 gde FeCl; + 100 ml MeoH
v' Gélatine 01% : 01g gélatines + 100 ml eau distillée
v Gélatine salée : gélatine 01% + NaCl 10%

» Protocoles Expérimentale :

Le Criblage des Tanins se réalise a partir de ’extrait A. Les tanins réagissent avec le
chlorure ferrique et sont précipités de leurs solutions aqueuses par la gélatine. 1.’ extrait A
est utilisé pour les trois tests suivants :

v Teste ala gélatine :
I’apparition de précipité dans le tube contenant 2.5 ml d’extrait A, apreés ajout de

quatrea cing gouttes de gélatine aqueuse 1%, traduit la présence de tanins.

v’ teste a la gélatine salée :
Quatre a cing gouttes de gélatine salée, sont versées dans 2.5 ml d’extrait A. La

formation deprécipité indique la présence de tanins condensés de type pyrogallique.

v Teste un Chlorure ferrique :
Quatre a cing gouttes de chlorure ferrique en solution A sont additionnées dans 2.5ml
d’extrait A a analyser.
- Les tanins Catéchiques sont mis en évidence par la formation d’une coloration
bleu-vert ou vert-noir alors qu’une coloration noire bleuatre indique la présence

de tanins de type pyrogallol.
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- Remarque : Sile test a la gélatine est négatif alors que le test au chlorure
ferrique demeure positif (coloration bleue ou noire), I’extrait contient d’autres

composés poly phénoliques.

gélatinpe 015 gélatine salée EeCl3
Témoin

Solution A Solution 3 Solution A Solution A

Schéma 04 : Criblage des Tanins

3.3. Criblage desAnthraguinones :

» Réactifs :
v KOH 10% : 1g KOH + 100 ml cau distillé

» Protocoles Expérimentale :
Le Criblage des Anthraquinones se réalise a partir de 1’extrait B. deux tubes sont
nécessaires, dont le premier sert de témoin, en ajoute KOH aqueuse concentré 10%, apreés
agitation la présence des anthraquinones est confirmée par un virage de la phase aqueuse

aurouge.

KOH 1020

Téemoin

= Solution B =1 Solutisy E
h (_

Schéma 05 : Criblage des Anthraguinones
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3.4. Criblage des Quinones :

» Réactifs :
v NaOH 10% : 1g NaOH + 100 ml eau distillé

» Protocoles Expérimentale :

Le Criblage des quinones se réalise a partir de I'extrait C. deux tubes sont
nécessaires, dont le premier sert de témoin, en ajoute de quelque goutte de NaOH aqueuse
concentré 10%, aprés agitation la présence des quinones est confirmée par un virage de la

phase aqueuse ou violet.

NaOH 10¢%
Temoin
Rl sotuion C —1 Solatien €
o -

Schéma 06 : Criblage des Quinones

3.5. Criblase des Alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés faiblement basiques issus principalement
des végétaux. Leurs structures sont relativement simples et ils ont différents effets

physiologiques sur 1’organisme humain.

La méthode de détection des alcaloides consiste en leur précipitation par des
réactifs d’une assez grande spécificité. Ces réactions sont fondées sur la capacité qu’ont les
alcaloides a se combiner avec les métaux et les métalloides : mercure, tungsténe, iode,

bismuth...
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Quatre tubes a essai sont nécessaires pour la manipulation. Ils contiennent chacun
Iml d’extrait acide. Les deux premiers sont utilisés respectivement pour les tests de

MAYER, de DRAGENDORFF. Le 3eme tube sert de témoin.

> Réactifs :
v Réactif de MAYER
v Réactif de DREGENDORFE

» Protocoles Expérimentale :
v Préparation de extrait D :
- 200 mg environ de poudre végétale

- 10 ml de I'acide Sulfurique dilué a 10%

- Agiter pendant m mn, puis filtrer sur papier filtre

Partager le filtrat entre 03 tubes :
- Tube N°1 : le témoin
- Tube N°2 : ajouter quelque goutte de réactif MAYER
- Tube N°3 : ajouter quelque goutte de réactif DREGENDORF

» Composition des réactifs généraux pour les alcaloides
v Réactif de MAYER
- Chlorure de mercure 1,36 g
- lodure de potassium 5 g

- Eau distillée gsp 100 ml

v Réactif de DRAGENDORFF
Il s’agit d’un mélange (v/v) de deux solutions, A et B.

Solution A :

- Nitrate de bismuth 1,7 g

- Acide tartrique concentré 20 g

- Eau distillée gsp 100 ml
Solution B :

- lodure de potassium 10 g

- Eau distillée gsp 40 ml
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Le mélange est ensuite additionné de 10 g d’acide tartrique et son volume est ramené
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a 100 ml par de I’cau distillée.

extrait filtrat

v

= Reésetif MAYER
Lispizu |

1

Reactif

200 g poudre de 200 mg poudre de
matiére végétale matiére végétale
Acide Sulfirique Acide Sulfirique
- 1003 = 10%
Marubium vulga: Ajugaive
extrait filerat
Réactif
. DRAGENDORFF
DRAGENDORFF T i T“R \

Schéma 07 : Criblage des Alcaloides
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5. FEtudes guantitatives des composés phénoligues et flavonoides :

5.1.Procédes d’extraction :

5.1.1. Macération :

La macération de la matiére végétale broyée, dans une solution hydroalcoolique
(éthanol / eau, ou méthanol / eau), généralement cette opération est répétée trois fois pour

extraire le maximum de principes actifs.

A100 g de partie aérienne de chacune des plantes ( Marrubium Vulgaire, Ajuga iva)
broyés (poudre) est soumis a une extraction par macération dans 500 ml de solution
hydroalcoolique méthanol/ eau (70 :30 v/v) sous agitation magnétique pendant 72 heure

avec renouvelement de solvants chaque 24 heures

Les extraits hydroalcooliques obtenus par filtration est évaporé a sec sous pression
réduite a 45°C au évaporateur rotatif. Le résidu sec pesé est repris par 100 ml d’eau

distillée bouillante et conservés a 4°C jusqu’a utilisation.
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Fisureld: filtration des extrait Fisure 15 : asitation masnétique sure

les 02 plantes (partie aérienne)

Figure 16 : évaporation rotatif
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5.1.2. Décantation :
Aprés la évaporation rotatif une décantation de tous une nuit on récupére la phase

limpide qui va subir des affrontements.

5.1.3. Affrontement :

[’affrontement est la partition entre solvant. Les extraits déja obtenus sont affrontés
par divers solvants organiques en commengant par le moins polaire au plus polaire. Le
volume de I’extrait végétal est mesuré et mis dans une ampoule a décanter, puis le méme
volume du solvant est ajouté. Ensuite, le mélange est agité énergétiquement en laissant

sortir a chaque fois le gaz émis des produits.

Extractions successives de type liquide-liquide par des solvants de polarité croissante, les

solvants les plus utilisés sont :

v" Affrontement par Ether de pétrole
v" Affrontement par Ether di éthylique
v" Affrontement par Acétate d’éthyle

la phase aqueuse et le solvant sont agités énergiquement puis laissés au repos
pendant 30 minutes, la phase aqueuse (qui est au fond de I’ampoule) et la phase chargée de
molécules spécifiques sont récupérées séparément. Les différentes phases séparément la

phase aqueuse ¢t le solvant utilisé chargé de ses composés spécifiques.

Sont évaporées a sec puis reprises par 10 ml du méthanol, les extraits obtenus sont

ensuite stockés a une température ambiante jusqu'a leur utilisation.

61




MATERIELS ET METHODES

Chapitre I : Etude phytochimique

Matidee

stml _ ,J .- | — —
Buyee - —
3 mackrations Filtntioa des ~ Déicaatation =
RICCCIves extraits reunis Evaporation & soc é |'aide :
: > 100mi d cau
ﬁm d’un évaporaicur rotatif distillée
50/50
Affrontements l
Affroniemcat avee Eéther
de pétrob Lg———} Solvant
l d’affrostement
Affrontement aves §éther Phasc aqueuse =
dacthylique
Affrontomont svec | Acclade
o éthyle
Phasc aqucuse restantc

Figure 17: récapitulaire des étapes de I’extraction, séparation et identification

des polyphénols (125)
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5.1.3.1.Ether de pétrole

Aprés I’ajout de I’Ether de pétrole a I’extrait végétal, le mélange repose pendant 24 h
afin de permettre ce solvant a éliminer le maximum des graisses et des pigments qui
probablement dévient notre futurs résultats. La décantation conduit a avoir deux différentes

phases:

v La phase d’éther en haut est riche en composés non phénoliques (phase
rejetée):caroténoides, chlorophylles a et b et les graisses végétales.
v La phase aqueuse en bas contient les composés phénoliques ou le reste des

flavonoides (phase récupérée).

5.1.3.2.Ether di éthylique

Le méme volume de la phase organique issue est affronté avec le méme volume
d’éther di éthylique. Aprés une agitation énergétique, la séparation est faite aprés prés de
deux. La solution obtenue est laissée reposer deux heures, ce qui permet a 1’obtention de

deux phases :

v La phase d’éther di éthylique en haut contient éther et polyphénols simples (phase
récupéreée).

¥v" La phase aqueuse en bas contient les flavonoides (phase récupérée).

5.1.3.3.Acétate d’éthyle :

Le méme procédé est suivi. Ce solvant sert a extraire les mono-o-glucosides et
partiellement les di-o-glucosides. Les deux phases sont récupérées (phase acétate d’éthyle

et phase aqueuse) .
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Figurel8: phase Figure 19: phase
Ether de pétrole Ether di éthvlique

Figure20: phase

Ether de pétrole

Les Affrontement de la plante Marrubium vulgar
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Figure 21: phase Figure 22: phase
Ether de pétrole Ether di éthvligque

Figure 23: phase

Ether de pétrole

Les Affrontement de la plante Ajuga iva
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100 g du matérielle végétale
Nettoyage — Séchage — Broyage

Macération 72 h methanol : cau
(70:30 1 vv) :
Renouvelement de Solvant cha w:
24h (03 Extractions)

Filtration

Evaporation a sec

Reprise dans 100 ml
d’eau bouillent

05 ml pour le

dosage

Phase aqueuse

Phase aqueuse

phase

Acétate ¢ éthyle

Schéma 08 : protocole d’extraction des flavonoides
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6. Dosages des expphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin

Ciocalteu(80).

Le réactif est formé d’acide phosphotungestique H3PW12040 et d’acide
phosphomolybdique H3PMo1204, qui sont réduits lors de I’oxydation des phénols en
oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdéne (Mo803), ce qui nous aide a doser

les phénols dans le visible a une longueur d’onde de I’ordre 765 nm.

Le réactif de folin-ciocalteu réagit avec la fonction —OH des phénols (81).Cette

réaction se traduit pour donner une couleur bleu foncée

» Etude spectrale :

Le dosage des phénols totaux permet d’identifier la teneur de ces composés dans 1g
de matériel végétal. .a réalisation de cet aspect est faite suivant ces étapes
v" Dilution d’extrait aqueux par étapes suivante :
- Tube N°1 : dilution 10fois
- Tube N°2: 01 ml de tube N°1 dilué 10 fois
- Tube N° 3 : 01 ml de tube N°2 dilué 10 fois

Tableau 13 : Coefficient de duitions Des extraits d’échantillon

Tube N° 1 Tube N°© 2 Tube N°3

coefficient de dilution (F) 1/10 1/100 1/1000

¥ Afin de quantifier les phénols totaux dans la matiére végétale, I’extrait

phyto méthanolique est pris dans chaque tube a essai en ajoutant deux réactifs :

- 1ml d'extrait de I'échantillon (extrait aqueux dilué)

- 3ml du réactif de Folin Ciocalteu (dilué dix fois)

- 4ml d'une solution de bicarbonate de sodiumNa2CO3 (0.7M : 5.88¢g/100 ml)
- Agiter vigoureusement

- Incuber pendant 2h a une température ambiante
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- le témoin est préparé par les mémes réactifs sauf que I’extrait végétal est remplacé par

le méthanol.

v L’absorbance est mesurée par le spectrophotométre UV-Visible a une longueur

d’onde de 765 nm,

» Expression des résultats

La quantification des polyphénols a été faite en fonction d'une courbe d’étalonnage
(y = ax + b) a été réalisée en paralléle par I’acide gallique a différentes concentrations dans

les mémes conditions que les échantillons.

L’acide gallique est pris comme un standard. Son absorbance en fonction de sa
concentration est illustrée par 1’équation suivante: y = 10.475 x + 0.0365
-y est la densité optique DO ;

- x est la concentration qui lui convient) (82).

En remplacant y par la densité optique mesurée « x = (y - 0.0365)/ 10.475 », on
obtient les concentrations « C (mg /ml)» des polyphénols chacun des extraits variétaux.

C=X.F

Ensuite, pour avoir la teneur de polyphénolsest déterminée selon 1'équation suivante :

T=C.V/M

-T : Représente le total des composés phénoliques (mg EAT / g d’extrait sec de la plante)

- C : Concentration d’extrait méthanolique équivalente a 1’acide tannique, obtenue a partir
de lacourbe d'étalonnage (mg/ml)

-V : le volume d'extrait méthanolique avant I’évaporation a sec (ml)

-M : poids sec d'extrait méthanolique de la plante (g)
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7. Dosages des flavonoides totaux

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) cité par (Djeridane er al,
2006)(83)ct(Boudiaf, 2006) (84)est utilisée pour quantifier les flavonoides dans les

extraits.

» Etude spectrale :

En utilise les mémes étapes pour préparer ’extrait d’échantillon .
v Dilution d’extrait aqueux par étapes suivante :

- Tube N°1: dilution 10 fois

- Tube N°2 : 01 ml de tube N°1 dilué 10 fois

- Tube N° 3 : 01 ml de tube N°2 dilué 10 fois

Tableau 14 : Coefficient de duitions Des extraits d’échantillon (Flavonoides)

Tube N°1 Tube N° 2 Tube N° 3

" Coefficient de dilution (F) 1/10 1100 C1/1000

- 1ml d'une solution éthanoliqued’AICI3 (2%) est rajouté a 1ml de I'extrait de la

plante

- Apres 30 minutes d'incubation a une température ambiante,

v L’absorbance du mélange est lue a 420 nm, la quercétine est utilisée comme un

standard, la quantité des flavonoides est estimée en mg EQ/g d'extrait sec de la

plante.
» Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (v = a X + b) réalisé par un standard étalon "la quercétine” a différentes

concentrations dans les mémes conditions que 1’échantillon.
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En remplagant y par la densité optique mesurée « x = (y - 0.021) / 4.7382 »,
on obtient les concentrations « C (mg /ml)» des polyphénols chacun des extraits variétaux.
C=X.F
DO=y
Ensuite, pour avoir la teneur de polyphénols est déterminée selon 1'équation
suivante :

T=C.V/M
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L’ Activité antioxvdante

#» Le test antiradicalaire (test DPPH)

Dans ce chapitre nous avons estimé 1’activité antioxydante des deux espéces
Marrubium vulgare et Ajuga iva , grice a la méthode du DPPH (2.2-diphényl-1-
picrylhydrazyl) selon le protocole décrit par Braca (2002)(83).

Dans ce test les antioxydants réduisent le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl ayant une
couleur violette en un composé jaune, le diphénylpicrylhydrazine, dont l'intensité de la

couleur est inversement proportionnelle

Le DPPH est un radical libre, de couleur violette qui devient jaune quand il est réduit
par un donneur de proton H.
DPPH + AH — DPPH-H + A.
Ou AH est un composé capable de céder un H au radical DPPH.

| - v/
0, N—N 0N s
\
1]
J %Y
Forme libre Forme réduite

Fisure 24 : Forme libre et réduite du DPPH
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v Préparation d’extrait
Pour tous les extraits, on prépare des solutions dans du méthanol absolu. Ces
solutions dites solutions méres, subiront ensuite des dilutions pour en avoir différentes

concentrations de mg par ml a savoir lmg/ml et Smg/ml.

Tableau 15: présente les déferont concentration et volume de préparations

volume volume
1mg/ml
Les espéce: Les phases @) méthanol Smg/ml (ul) méthanol ajouty
n
. ajouté (ul) (ul)

Ether de 17,24 982,75 86,20 913,79

pétrole
Ajuga va Acétate d’éthyle 11,36 988,63 56,81 943,18

~ Ether de pétrole 16,12 983,87 80,64 919,35

Marrubium

Acétate d’éthyle 17,24 982,75 86,20 913,79

vulgare

L’activité antiradicalaire de ces extraits est mesurée selon la méthode décrite par
ES —Safi et al, 2007 (86).
v 25ul de I"extrait a tester
v" 2.5ml d’une solution méthanolique de DPPH (0.004%)
v" La densité optique DO est mesurée par le spectrophotométre SHIMADZU a
517 nm, aprés 30 minutes d’incubation a une température ambiante et a
I’obscurité,
L’expression des résultats :
La décroissance de 1’absorbance est convertie en pourcentage d’activité Scavenger

selon I’équation suivante :

Activité Scavenger (%) = (A controle —A échant / A controle) x 100

- A controle : Absorbance du contréle

- A échant : Absorbance des échantillons testés









Résultats et discussion

4+ Résultats

1. Criblage phytochimique

Un criblage phytochimique a été effectué pour identifier les constituants chimiques
présents dans 'extrait A B C D dont la réalisation est détaillée dans la partie matériels et

méthodes. Il s'agit d'une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de

chapitre I : étude phytochimique

précipitation en présence de réactifs spécifiques pour chaque famille chimique.

1.1.Criblage des flavonoides

teste de Wilstarer

HClL + Mg

Témoin

Solution A

(__

Suolution A

(._

teste de Ber-Smith

HCL+ Mg

Solution A

(__

Y

+ Bain Marie
{30 minutes}

Schéma 09 : Criblage de flavonoides

v

Marrubium vulgare

Tegtede  Temoin
WILSTATER

Ajuga iva

Ficure 25: Résultat de criblage de flavonoides
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1.2.Criblage des tanins
r
gétatinpe 01% gélatine salee FeCl3
Témoin | ’ |
| Solution A Solution. 4 Solution A =1 Solution A
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Schéma 10 : Criblage des Tanins

Ajuga iva

Figure 26 : Résultat de criblage de Tanins
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1.3.Criblage des Anthraquinones

KOH 10%o
Tameoa
Solution B ¥ QE—
—

Schéma 11: Criblage desAnthraquinones

Marrubium vulgare Ajuga iva

Fisure 27 : Résultat de criblage desAnthraquinones
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1.4.Criblage des Quinones

NaOH 10%

Schéma 12: Criblage des Quinones

Ajuga iva

Marrubium vulgare

Ficure 28: Résultat de criblage de Quinone

L, P
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1.5.Criblage des Alcaloides

chapitre I : étude phytochimique
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Schéma 13: Criblagse desAlcaloides

Marrubium vulgare Ajuga va

Figsure 29 : Résultat de criblagse des Alcaloides
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Les résultats de la composition phytochimique de différents extraits de la plante par
screening chimique sont repris dans le tableau 4. De ce tableau, nous remarquons que les
extraits sont riches en flavonoides, les tanins, les alcaloides, et des faibles pour les

Anthraquinones et les Quignons sur les 02 espéces étudient.

Afin de quantifier la proportion relative des différentes familles. Les signes suivants
ont été utilisés :
-: absence (de changement de couleur, de précipité) (test négatif)

+: présence en faible concentration (test faiblement positif)

++ : Présence en moyenne concentration (test positif)

+++: Présence en forte concentration (test fortement positif)

Tableau 16: Récapitulatif des résultats du screening phvtochimique

des deux espéces

Marrubium ‘
Classes recherchées Ajuga iva Résultats
vilgare
Flavonoides ++ +++ Rouge cerise : flavonols
Tanins +++ +++ Colorant Bleu noiritre
Quinones ++ ++ Phase aqueuse blanche
Anthraquinones + + Phase aqueuse Verditre
Alcaloides +++ +++ Précipitation
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2. Analvses quantitatives des composés phénoligues

Dans cette partie nous avons dosé le taux de polyphénols et les flavonoides de deux

especes Marrubium vulgare et Ajuga iva

Pour les affrontements des différentes phases obtenues lors de la réalisation de notre
expérimentation, nous avons noté une différence des couleurs des phases éther diéthylique
et acétate d’éthyle plus la phase éther de pétrole peut étre lié aux différentes concentrations

des polyphénols et a leurs types inclus dans chaque phase

Tableau 17: L.es phases obtenues des affrontements entre trois solvants successifs
(stade Montaison).

Solvants durée Espeéces { 'ouleur Contenu des phases
Marrubium vulgare Marron Graisses et Pigments
Ether de Vert +clair chlorophylliens et
Pétrole Ajuga iva
caroténoides.
Vil Sl sl ie Jaune Composés phénoliques simples
Ether di et Molécules élémentaires de
Ethylique Ajuga iva LaunegEn g flavonoides.
clair
’ Mfep ittt s are Jaune claire Flavonoides et
Acétate Proanthocyanidines dimeres et
d’éthyle ] )
Ajuga iva aune trimeres.
Marrubium vulgare Marron foncé
Ph
SRS Ajuga iva Verditre foncé

2.1.Taux des phénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu..
I.’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 765 nm. Les résultats obtenus sont

représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant 1’équation:

Y =10.475x+ 0.0365 R>=0,9844
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La teneur en composés phénoliques obtenus a partir de 1’extrait brut méthanoliquea été
estimée grace a une courbe d’étalonnage, réalisée avec un extrait de référence, 1’acide

gallique a différentes concentrations. (Voir I’annexe)

Les résultats sont exprimés en mg équivalent en acide gallique par ml d’extrait (mg

EAG/mI d’extrait).

Tableau 18 : les résultats des dosases des phénols

Extraits Teneur en phénols (img EAG/mIKE) Facteur de dilution
Marrubium vulgare 0.004 =+ 0.001 1/100
Ajuga iva 0.007 <+ 0.001 1/100

Les deux espéces Marrubium vulgare et Ajuga iva ont des teneurs en phénols

totaux de Ajuga iva plus riche de teneur en Marrubium vulgare dans les extraits aqueux,

(95) des études ont montré que la teneur phénolique de I’extrait méthanolique de
quelques plantes appartenant a différentes familles Punica gramatum, Rétama raetam,
Thymus capitatus, Rosmarinus officinalis, Rutachale pensis, Ajuga iva, Lawsoniainermis ¢t
Agave americana varie entre 1,68 a 11,07 mg/g de matiére séche exprimée en équivalent

d'acide gallique.

L’extrait méthanolique du Marrubium vulgare contient une teneur en polyphénols
plus faible comparé aux résultats obtenus par d’autres études, ceci est peut &ére lié au
climat de la région ou a la méthode utilisée qui ne donne pas une composition quantitative

compléte des extraits (87).

La teneur en polyphénols totaux de I'extrait de Ajuga iva obtenue lors de cette

étude est différente par rapport a celle obtenue par d’autres études(88).
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Teneur en phénoles (mg EAG/mIE)

Ajuga iva marrubuim vulgar

Figure 30: Teneure en phénols de Marrubium vulgare et de Ajuga iva

2.2. Taux des Flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICls. L absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 420 nm. Les résultats obtenus

sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant 1’équation:

Y =4.7382 x+ 0,021 R*=10.,9824

La teneur en composés phénoliques obtenus a partir de I’extrait brut méthanoliquea été
estimée grace a une courbe d’étalonnage, réalisée avec un extrait de référence, 1’acide

quercitrine a différentes concentrations.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent en acide quercitrine par ml d’extrait (mg
EAG/ml d’extrait).

Tableau 16 : les résultats des dosages des Flavonoides

Extraits  Teneur en Flavonoides (mg
' Facteur de dilution
EAG/ml E)
Marrubium vuleare 0.221 =+ 0.006 1/10
Ajuga iva 0.022 =+ 0.003 1/100
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D’aprés ces résultats 1'extrait de Marrubium vulgare est le plus riche en

flavonoides (0.221 + 0.006 mg EAG / ml E) par rapport a I"extrait du Ajuga iva(0.022 =
0.003 mg EAG/ml E)

Teneur en flavonoides (mg EAG/mIE)

Ajuga iva marrubuim vulgar

Figure 31: Teneur en Flavonoides de Marrubium vulgare et de Ajuga iva

» Comparaison des teneurs des phénols et des flavonoides

D'aprés les résultats précédents, on constate que dans I'extrait méthanoliques, la

teneur en polyphénols est inférieure que celle des flavonoides.

Ajugaiva

Teneur en phénoles {mg Teneur en flavonoides (mg
EAG/mIE) EAG/mIE)

Fisure 32 : Teneur en phénols et en Flavonoides de Ajuga iva
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marrubuim vulgar

Teneur en phénoles (mg Teneur en flavonoides {mg
EAG/mIE) EAG/mIE)

Figure33 : Teneur en phénols et en Flavonoides de Marrubium vulgare

i Ajuga iva  ® marrubuim vulgar

Teneur en phénoles {mg Teneur en flavonoides {mg

EAG/mIE) EAG/mIE)

Fisure 34 : Teneur en phénols et en Flavonoides

de Ajuga iva et Marrubium vulgare
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4+ Discussion

1. Screening phyvtochimique

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
quelques métabolites secondaire (Tanins, flavonoides, alcaloides, les Quinones et les

Anthraquinones libres) au niveau des tissus végétaux des deux espéces étudiées.

La détection de ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilité des

constituants, des réactions de précipitation, un changement de couleur.
Les résultats obtenus des tests phytochimiques, des différents extraits de la partie
aérienne du Marrubium vulgare, et Ajuga iva ont révélé une richesse d’ Ajuga iva en tanins

galliques et Catéchiques et des flavonoides par rapport a Marrubium vulgare.

La présence des alcaloides, par contre, les tests des anthraquinones libres et les

Quinones se trouvent en faible concentrations dans les deux espéces.

2. Analvses quantitatives des composés phénoligues

[’étude quantitative des extraits bruts de Marrubium vulgare et de Ajuga iva, au
moyen des dosages spectrophotométriques, avait pour objectif la détermination de la teneur

des polyphénols totaux, des flavonoides.

Les polyphénols sont estimés par plusieurs méthodes, comme la méthode de bleu
de Prusse (123), mais la plus utilisée est celle de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est constitué
par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMO12040). 11 est réduit par les phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungstene
et de molybdéne (122).

En présence des polyphénols, le complexe Folin-Ciocalteu change sa couleur du
jaune au bleue, ce qui permet de mesurer 1’intensité de la couleur 4 longueur d’onde de 765

nm (124).
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Les résultats du dosage des polyphénols totaux montrent que 1’extrait dedjuga iva
représente 1’extrait le plus riche avec: 0.007 mg EAG/ml E d'extrait, suivi de 1’extrait de
Marrubium vulgare 0.004 mg EAG/ml E qui représente la fraction qui contient la plus

faible teneur en polyphénols.

Cette différence dans les teneurs peut étre expliquée par :

La faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est l'inconvénient principal du
dosage colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les
groupes d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques, mais également de

certains sucres et de protéines etc. (93)( 90).

Le solvant d'extraction emporte des substances non phénoliques comme les sucres,
les protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation
phénolique(89).

Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous les composés
phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spéeifique aux polyphénols, mais beaucoup de

composés peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé (92).

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement
de la plante. Ceci peut étre lié aux conditions climatiques dures (la température élevée
exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthése des métabolites

secondaires tels que les polyphénols (91).

En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinséques (génétique) et extrinséques (conditions climatiques, les pratiques culturelles,

la maturité a la récolte et les conditions de stockage) (91 ; 94).

La détermination quantitative des flavonoides s’effectue par la méthode de
trichlorure d’aluminium, celle-ci est la plus employée, elle se base sur la formation d’un
complexe flavonoide-ion d’aluminium ayant une absorbance maximale a 420 nm. La
quercétine est utilisée comme standard, les résultats du dosage des flavonoides sur 1’extrait
de Marrubium vulgare plus riche avec 0.221 mg EAG/ml E extrait du suivi extrait du
Ajuga iva 0.022mg EAG/ml E d'extrait dans les extraits respectivement.
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+ Résultats

C’est la capacité de capter ou de piéger les radicaux libres produits spontanément et

d’une fagon continue dans I’organisme vivant.

Le radical DPPH est un radical libre organique stable, avec une bande maximum

d'absorption entre 517 nm.
Dans cet essai les antioxydants réduit et décolore le radical DPPH, a un composé
jaune le diphenylpicryl hydrazine, I'ampleur de la réaction dépendra de la capacité des

antioxydants de donner I"hydrogénes (104).

Tableau 20 : Résultat des activité antioxvdant méthodes de DPPH

Absorbance des Activité
Les espéces lLes phases Concentration
échantillons Scavenger (%)

Ether 1 mg/ml (ul) 0.751 12.26

dié¢thylique 1
S mg/ml (ul) 0.745 12.88

C2

Ajuga iva

Acétate 1 mg/ml (ul) 0.763 10.63

d’éthyle C1
S mg/ml (ul) 0.735 14.05

C2
a Ether 1 mg/ml (ul) 0.751 11.87

dié¢thylique 1
S mg/ml (ul) 0.745 17.40

Marrubium
2
vitlgare

Acétate 1 mg/ml (pul) 0.765 10.04

d’éthyle C1
S mg/ml (ul) 0.735 17.64

2
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Ajugaiva 1 mg/ml

éther di éthylique Acétate d'éthyle

Fisure 35 : activité antioxvdante de 1’espéce Ajugaiva a 1 me/ml

Marrubium vulgare 1 mg/ml

/.

o

=

Figure 36 : I’activité antioxydante de I’espéce Marrubium vulgare a 1 mg/ml
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ajuga iva 5 mg/ml

2

1 /

\\

éther di éthylique Acétate d'éthyle

Figure 37 : activité antioxydante de ’espéce Ajuga iva a S mg/ml

Marrubium vulgare 5 mg/mil

éther di éthylique Acétate d'éthyle

Fioure 38 : I’activité antioxvdante de I’espéce Marrubitom vulpare a S mo/ml
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B Ajuga iva 1 mg/ml m Marrubium vulgare 1 mg/ml
12 y
'
- o
j/ <
éther di éthylique Acétate d'éthyle

Figure 39 : I'activité antioxydante de I’espéce 4juga iva et

Marrubium vulgare a 1 mg/ml

& Ajuga iva 5 mg/ml B Marrubium vulgare 5 mg/ml

17,

éther di éthylique Acétate d'éthyle

Figure 40 : activité antioxvdante de ’espéce djuga iva

et Marrubium vuleare a 5 mge/ml

Les résultats du test antioxydant a montré que les phases d’éther diéthylique
montraient une activité importante par rapport a la phase acétate d’éthyle pour la
concentration 1 mg/ml chez les deux espéces, par contre pour la concentration 5 mg/ml le

méme test montré une activité plus importante dans la phase acétate d’éthyle.

39
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I’espece Ajuga iva présente une activité antioxydante plus importante dans les
deux phases a une concentration de 1 mg/ml par rapport a 1’espece Marrubium vulgare, et
on remarque tout a fait le contraire quand il s’agit de la concentration 5 mg/ml

On peut noter que l'activité antioxydante chez les deux espéces augmente avec la

concentration de 1’extrait (fig.41)

+ Discussion

La méthode du DPPH est indépendante de la polarité de substrat. Cette méthode est
basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d’un antioxydant
qui donne un hydrogéne ou un électron. La forme non radicalaire DPPH-H est formée. Les
graphes ci-dessous représentent la variation du pourcentage du pouvoir inhibiteur en

fonction de la concentration de chaque fraction méthanolique.

L’activité antioxydante des différents extraits de la plante vis-a-vis du radical
DPPH a été évaluée par spectrophotométrie en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune, mesurable a 517nm
.Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de I’absorbance induite par

des substances anti radicalaires (126).

Le potentiel antiradicalaire d’une substance peut étre évalué a 1’aide d’une

colorimétrique en utilisant des radicaux de substitution tels que le radical DPPH.

En effet, a température ambiante et en solution, le radicale DPPH présent une
coloration violette intense, son passage a la forme non radicalaire, aprés saturation de ses

couches électroniques s’accompagne d’une disparition de la coloration violette

DPPH + AH » DPPH-H + A
(Violet) (Incolore — jaune)
DPPH + R » DPPH-R
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=
©\$/© + Antioxvdant-OH : NQ + Antioxydant-O*
No NH
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-

DPPH (violet) DPPH-H (jaune)
Fisure 41: Réaction d’un antioxvdant avec le radical DPPH
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Fisure 42: Schéma de transformation du DPPH de sa forme
active a celle inactive (136)

Le pouvoir réducteur des deux extraits est probablement dii a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneurs
d’électrons. Par conséquent, les antioxydants peuvent &tre considérés comme des
réducteurs et inactivateurs des oxydants(127). Quelques études antérieures ont également
montré que le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur significatif

de son activité antioxydante potentielle (128).

D’autre d’études signalent que la plupart des espéces de la famille de Labiacée possédent
une activité antioxydant en raison de la présence de polyphénols.

La fraction phénolique n'incorpore pas tous les antioxydants et les interactions
synergiques entre les antioxydants dans un mélange fait que 1’activité antioxydant dépend
non seulement de la concentration, mais également de la structure et la nature des

antioxydants (91).
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Conclusion

La phytothérapie peut constituer une médecine alternative ou au moins comme un
complément a la pharmacie classique. La nécessité de trouver de nouvelles molécules reste

une priorité de santé publique.

A T’heure actuelle, 1’ Algérie est un pays riche en termes de biodiversité, et 1'usage des
pharmacopées traditionnelles est encore une pratique bien vivante. Ces pharmacopées
traditionnelles comportent des traitements pour soigner plusieurs pathologies et il est donc
toujours d'actualité de penser que de nouvelles molécules puissent continuer a étre isolées des

plantes locales spontanées.

La présente étude a porté sur les espéces Marrubium vulgare (le marrube) et Ajuga iva
(I'ivette) qui appartiennent a la famille des Labiées, une des familles les plus importantes dans

la flore algérienne ¢t les plus utilisées par les thérapeutes traditionnels.

Deux aspects principaux sont visés dans ce travail, le premier est d’évaluer les teneurs
par spectrophotométrie de certaines molécules bioactives a savoir les phénols totaux et les

flavonoides.

Le second est de nature biologique qui a été mis en évidence par un test biologique; un

test antioxydant.

Le criblage phytochimique de la partie aérienne des deux espéces montre la présence

des tanins, des flavonoides, alcaloides, et la faible teneur en anthraquinones et quinones.

D’un point de vue quantitatif, les extraits aqueux de I'ivette etdu marrube sont

caractérisés par une richesse en phénols et en flavonoides.

Le dosage des phénols totaux chez les deux espéces a révélé des teneurs considérables

dans Marrubium vulgare (0.004mg/g) et Ajuga iva (0.007mg/g).

D’autre part, le dosage des flavonoides a montré que 1’espece Marrubium vulgare
posséde la concentration la plus élevée (0.221 mg/g) par rapport a 1’espece Ajuga iva

(0.022 mg/g).



Conclusion

L’ étude du pouvoir antioxydant de nos extraits par la méthode de réduction de radical
libre DPPH a révélé que malgré la richesse de I"espéce Ajuga iva en phénols ¢’est I’espéce
Marrubium vulgare qui a donné le meilleur pouvoir antioxydant pour la concentration

Smg/ml

Ce travail constitue une contribution importante dans la connaissance des métabolites
secondaires de la famille des Labiées, en guise de perspectives, cette étude pourrait étre
complétée par des analyses plus approfondies des composés polyphénolique est des
flavonoides, une exploitation de leur propriété antioxydantes implique une recherche plus

poussée de ses principes actifs, ainsi que tester d’autres activités biologiques.






Annexe

Annexe 1 : Les différent matériels utilisés

Moulin électrique de brovage

Fioure : spectrophotomeétres UV
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Ampoule a décanter

Agitateur



Absorbance a 765 nm
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Annexe

Annexe 2 : Les courbes d’étalonnages phénoliques :

0,04 0,06 0,08

Concentrations {mg/ml)

Courbe d’acide salligue

1. les courbes d’étalonnages des Flavonoides

Absorbance a 420 nm

0,45 -

0,4
0,35
0.3
0,25

y = 10,475x + 0,0365

R?=0,9844

0,1 0,12

y=4,7382x + 0,021
R?=0,9824

0,02 0,03 0,04 0,05

Concentrations (mg/ml)

0,07 0,08

Courbe d’acide Quercétine
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Annexe 3 : Les tableaux de calcule le dosage

Tableau : la lecture spectrophotometre sur le dosage des phénols

Marrubium vulgare Ajuga iva
/ /
/ /
/ /
0,324 0,35
0,322 0,353
0,321 0,35

Tableau : la lecture spectrophotometre sur le dosage des phénols

Marrubium vulgare Ajugaiv a
0,718 /
0,727 /
0,721 /
0,142 0,733
0,137 0,73

0,138 0,736
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