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Abréviations [ € 2 )

Abc: Absorbance \ s
AcOEt : acétate d’éthyle. e
AcOH : acide acétique.

AFNOR: Association Frangaise de Normalisation.

ARP : Puissance Anti-Radicalaire(ou puissance antioxydante)
BuOH: butanol

C: concentration

CCM :Chromatographie sur Couche Mince

CE50: Concentration efficace médiane

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl

EAc: extrait acétate d’ethyle

EB: extrait butanolique

EE: extrait éthanolique

EH: extrait héxanique

HE: Huile essentielle

HCI: Acide Chlorhydrique

IA: indice d’acide

IE: indice d’ester

IS: indice de saponification

KOH: Hydroxyde de potassium.

MH: Muller Hinton

mg: milligramme

Ug : microgramme

nm: nanometre

Rf: Rapport Frontal

SM: solution mére

UV: Ultra-Violet
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INTRODUCTION GENERALE

Depuis des milliers d’années, I’humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, il est certain que ces plantes faisaient partie de I’alimentation quotidienne,
mais elles peuvent étre une source pour soigner de certains maladies, sans connaitre
réellement les propriétés de ces plantes, ni avoir la moindre connaissance scientifique sur
cette utilisation thérapeutique [1].

Les plantes sont de véritables pharmacies naturelles que la nature a établie sur cette terre
afin de vaincre la souffrance, prévenir les maux, voir les guérir et d'améliorer la santé des
hommes [2].

Environ 35000 espéces de plantes sont employés a traver le monde a des fins médicinales,
ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains [3].

En effet, les plantes possédent des milliers de substances actives a l'intérieur de leurs
organes (feuilles, fleurs, racines,...) et peuvent, selon des techniques chimiques (extraction,
distillation,....), permettre 1'isolement du principe actif pour 1’utiliser en pharmacie. Ces
remedes naturels sont bien souvent trés efficaces avec moins d'effets secondaires reconnus
que beaucoup de médicaments de synthése, mais peuvent néanmoins étre mortels ou
toxiques pour l'organisme lorsqu'ils sont mal utilisés [4].

Dans le bagage chimique des plantes, les huiles essentielles représentent un groupe tres
intéressant des métabolites secondaires. De nos jours, la médecine moderne utilise les
vertus thérapeutiques des huiles essentielles et de leurs constituants qui sont aujourd'hui
des ingrédients courants des préparations pharmaceutiques. Les huiles essentielles
constituent donc une source intéressante de nouveaux composés dans la recherche de
molécules bioactives [5].

La valorisation des plantes médicinales de la flore nationale sera d’un grand apport pour
’industrie pharmaceutique Algérienne et aura un impact économique certain. Dans ce
cadre et pour notre part, nous avons choisi d’étudier I’espece végétale Satureja
calamintha. Le choix de cette plante a été justifié par le fait qu’elle est tres utilisée dans la
médecine traditionnelle Algérienne. En effet, cette plante est connue pour ses propriét€s

antispasmodique, stomachique et carminatif.



Ce travail est réparti en trois chapitres :

» Le premier renferme un aper¢u bibliographique sur la famille, le genre puis
espece de Satureja calamintha,

> Le second chapitre contient I’étude de Ia composition chimique de I’espéce
Satureja calamintha, Ce chapitre commence par un screening phytochimique
suivi par Iextraction de métabolites secondaires puis I’extraction de I’huile

essentielle de cette espéce.

\%

Le troisiéme chapitre est consacré a une €tude de I’activité biologique
(antioxydante et antimicrobienne) de Iespéce étudiée.

En fin, ce travail est achevé par une conclusion générale.
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Apercu bibliographique

I- Généralités sur les Lamiacées

Les Lamiaceae sont des plantes herbacées ou arbustives, trés rarement des arbres. Elles se
caractérisent par la présence de glandes épidermiques aromatiques et contiennent
ordinairement des carbohydrates tels que le stachyose [6].

Les plantes de la famille des lamiacées qui porte différents noms avec la famille des
labiées et labiacées et dont les noms latins sont Lamiaceae ou Labiatae, est une assez
grande famille on en dénombre plus de 6000 especes recenser dans prés de 210 genres [7].
Les Labiées ou Lamiacées constituent une importante famille de plantes angiospermes
dicotylédones herbacées ou légerement ligneuses et comprennent de 233 4 263 genres et de
6900 a 7200 especes qui se répartissent sur tout le globe, mais principalement du bassin
méditerranéen a 1'Asie centrale. C’est une famille trés importante en Algérie, représentée

par 28 genres et 146 especes [8].

II- Apercu bibliographique sur le genre Satureja

1- Présentation botanique du genre Satureja

Les plantes de ce genre sont des plantes vivaces, les inflorescences sont cymes laches et
pédonculées. Le calice tubuleux a maturité, les corolles sont roses et violacées sont plus
longue que le calice. Les tiges sont molles et velues tel que le feuillage est opposé a pétiole

moyen légerement denté [9].

2- La répartition géographique du genre Satureja
Ce genre se développe dans des régions arides, chaudes et rocheuses. Les espéces de ce

genre sont tres répandues autour de la région méditerranéenne [10].

3- La classification dans la systémique
Embranchement Spermaphyte

Sous Embranchement  Angiosperme

Classe Eudicot

Sous Classe Astéridées
Ordre Lamiale
Famille Lamiacées
Genre Satureja (L.) [11]
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4- Propriétés thérapeutiques

Satureja est une herbe aromatique, trés utilisée dans les préparations culinaires (soupes,
sauces, etc.) et entrent dans la composition de plusieurs recettes grace a ses propriétés
digestives et antitoxiques. En effet, elle facilite la digestion en stimulant la production de la
bile et prévient la fermentation intestinale [12].

- Ce genre est utilisé comme antiseptique, antispasmodique, stimulante, diurétique,
carminative et tonique.

- Il a été démontré que I’huile essentielle de ce genre a une activité antifongique,
antibactérienne et antivirale [13].

- Cette plante est indiquée en cas de douleur gastrique d’origine nerveuse, de crampes

abdominales, de parasites intestinaux et de toux [14].

5- Travaux antérieurs sur les huiles essentielles de quelques espéces du genre Satureja
La détermination de la composition chimique de l'huile essentielle des plantes du genre
Satureja a fait l'objet de plusieurs travaux, dont nous résumant quelques-uns dans le
tableau suivant.

Les constituants remarquables et les plus dominants des huiles essentielles du genre
Satureja dans la plupart des plantes sont : Carvacrole, thymol, p-cyméne , y-terpinéne,
Pipéritone , Pulegone, Caryophyllene et Piperitenone oxide ....

Tableau N° 1 : Travaux antérieurs sur la composition chimique des huiles essentielles de

quelques especes du genre Satureja.

Espéce Localité Composé Pour((:;ntage Référence

o

Satureja Croatie Carvacrole 63.4 [15]
montana thymol 19.4
boréole 4,2

Bosnie et géraniol 31,3 [16]
Herzégovine | carvacrol 23,6
terpinen-4-ol 10,3
caryophyllene oxide el
Bornéol 4.8

Satureja Croatie Carvacrol 17,7 [15]
cuneifolia spathulenol 13,2
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Caryophyllene oxide 95
a-cadinol 7.1
Amorpha-4,9-dien-2-ol 4.9
a~-murrol 4.6
neryl isovalerate 4.4
carvacrol 59,28
Turquic thymol 15,72 a7
p-cymene 9,69
y-terpinéne 4,16
Anabolia Carvacrole 44,99
p-cymene 21,6
Thymol 9
y-terpinene 4,35
Satureja Pipéritone 57,8 [18]
darwinii Chili Pulegone 11,4
carvacrol 48
Satureja Chili Neoisomenthol 83.1 [18]
multiflora isomenthone
linalol 3,7
y-terpinene 154 [19]
germacrene D 8,9
Satureja Argentine bicyclogermacrene 8,3
boliviana 1,8-cinéole 74
Linalol 4,8
Pérou isomenthone 27 [19]
pulegone 20
thymol 14,7
1,8-cinéole 9,8
p-cymene 5,4
Satureja Argentine Piperitenone oxide 69,8 [19]
parvifolia Piperiténone 5,6
pulegone 4.4
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Satureja Bosnie et | carvacrole 219 [16]
subspicata Herzégovine | Thymol 28,6

Caryophyllene 6,8
Satureja Croatie a-pinene 52,9 [20]
subspicata p-cymene 16,7
SSp- myrcene 5
Subspicata limonene 4,5
Satureja Croatie a-terpinene 42,6 [20]
subspicata p-cymene 8,5
SSp. carvacrol 7,6
Liburnica thymol 5.8

limonéne 5.2

eugénol 4,7
Satureja Iran carvacrol 53 [21]
spicigera Thymol 36,1

B-caryophyllene oxide 6,05
Satureja Iran carvacrol 30,9 [22]
mutica thymol 26,5

y-terpinene 14,9

p-cymene 10,3
Satureja Iran p-cymene 25,8 [22]
macrantha limonéne 16,3

thymol 8,1

y-terpinene 6,4
Satureja Iran thymol 32.3 [22]
intermedia y-terpinene 293

p-cymene 14,7
Satureja Iran Thymol 41,7 [23]
sahendica p-cymene 32,5

y-terpinene 12,8
Satureja Iran Carvacrol 80,6 [24]
khuzistanica p-cymene 4,8
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6- Travaux antérieurs sur les métabolites secondaires de quelques espéces du genre
Satureja

Un grand nombre d’espéces de Satureja ont fait, & ce jour, 1'objet d'études chimiques et de
trés nombreux métabolites secondaires ont €té isolés les travaux phytochimiques effectués

sur le genre Satureja ont permis 1’isolement, de flavonoides et de terpénes.

Les travaux effectués sur deux extraits métanolique et acétate d’éthyle obtenus par
extraction de la partie aérienne de Satureja atropatana Bonge ont permis d’isoler quatre
flavonoides : le 5,6,3'-trihydroxy-7,8,4'-triméthoxyflavone, le 5,6-dihydroxy-7,8,3 ', 4'-
tetramethoxyflavone ou desmethoxynobiletine, le 5,6,4'-trihydroxy-7,8,3'-

triméthoxyflavone ou thymonine et la lutéoline [25].

Bonilla Rivera et al. [26] ont pu séparé a partir de ’extrait éthanolique de l’espéce
Satureja sericea (Goyal) quatre flavonoides qui sont identifiées comme le 3 ', 4', 5,7-
tétrahydroxy-6,8- diméthoxyflavone, le  7-hydroxy-4',5,6-triméthoxy flavone, le 7-
hydroxy-4',5,6,8-tétra-méthoxy flavone et le 3',4',5,7-tétrahydroxy-8-méthoxyflavone.

L’analyse des parties aériennes de 1’espéce Satureja boliviana a révélée la présence de
composés phénoliques dont les majoritaires sont : le 3-O-glucoside kaempférol, le 3-O-
xylosylglucoside kaempférol, le 7-O-rhamnoside kaempférol et le 3-O-sophoroside

quercétine [27].

De Rojas et al. [28] ont pu isoler a partir de ’espéce Satureja obovata trois flavonoides : la

naringénine, 1”ériodictyol, et la lutéoline qui sont des composés vasodilatateurs.

Par ailleurs, I’étude de I’espéce Satureja hortensis L de seorgia a démontré la présence de
six flavonoides et de deux phenylpropanoides, qui sont respectivement : I’apigénine, la
lutéoline, la cinaroside, la 7-B-D-glucuronide lutéoline, la 7-rutinoside lutéoline, 1’acide

rosmarinique et ’acide chlorogenique [29].

Les travaux portés sur I’espéce Satureja montana cultivée en Egypte ont menée a la
séparation, a partir de ’extrait acétate d’éthyle, de trois composés, qui sont identifiés

comme : l'acide rosmarinique, l'acide caféique et de la lutéoline [30].
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L’analyse GC/MS et HPLC/DAD des extraits obtenus par hydrolyse acide et ou basique de
I’extrait aqueux de Satureja montana a permis d’identifier cinq acides phénoliques, 1’acide
2,3-dihydroxyphenylacétique, I’acide syringique, I’acide o-hydroxydihydrocafféique et
’acide cafféique, ainsi que deux autres dérivés esters : le 3,4-dihydroxyphenyléthanoate de

méthyle et le cafféate de méthyle [31].

Quatre composés, le pB-sitostérol, le P-sitostérol-3-O-B-D-glucopyranoside, l'acide
ursolique et le 4 ', 5,6-trihydroxy-3', 7-diméthoxyflavone ont été mise en évidence par
I’étude effectuée sur l'extrait dichlorométhane obtenu a partir de 1’extraction des parties

aériennes de Satureja khuzistanica cultivé en Iran [32].

D’autres études portées sur la méme espéce ont montré la présence de dix flavonoides qui
sont: la xanthomicrol, [Dacirsilinetol, le 6-hydroxy-7,3'-diméthoxyluteoline, la
cirsimaritine, la diosmétine, ’acacétine, 1'apigénine, la naringénine, 1’aromadendrine et la

taxifoline [33].

Par ailleurs, 1’étude de I’extrait méthanolique de Satureja parvifolia a permis d’isoler pour
la premiére fois de cette espéce deux acides triterpéniques : I’acide ursolique et I’acide
oléanolique et deux flavonoides, 1'ériodictyol et la lutéoline. L activité anti-spasmolytique

de ces quatre composés a également été démontrée [34].

D’autre part, un diterpene, le la,50 -dihydroxymanoyl oxide a été isolé de ’espece

Satureja gilliesii par Manriquez et al. [35].

III-Apercu bibliographique sur I’espéce Satureja calamintha
1- Présentation de I’espéce Satureja calamintha
1-1- Classification dans la systématique

Satureja calamintha est répertoriée comme suit :

Embranchement Spermaphyte
Sous Embranchement Angiosperme
Classe Eudicot

Sous Classe Astéridées
Ordre Lamiale
Famille Lamiacées
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Genre Satureja

Espéce Satureja calamintha [11]

1-2- Noms vernaculaires
En Francais: Sarriette [36]
En Arabe: Mentha, Nabta [37]

Noms scientifiques: Satureja calamintha [36]

2- Description botanique de Pespéce Satureja calamintha

Satureja calamintha est une plante odorante, a 'ardbme suave du type menthe, qui
appartient a la famille des lamiacées. C’est une plante vivace qui ne dépasse pas 40 cm de
haut au parfum mentholé. Les tiges sont molles et velues, elles portent des feuilles
opposées, a pétiole moyen, légerement dentées. Les fleurs, visibles de juillet a octobre,

d'un joli rose ou pourpres, sont groupées sur un pédoncule commun par deux ou trois [38].

() (b)

Figure 1 : Satureja calamintha : (2) la plante fraiche, (b) la plante seche

3- Répartition géographique

Satureja calamintha est une espece tres répandue autour de la région méditerranéenne,
c'est également une espece eurasiatique qui pousse spontanément en Italie et en Corse [29,
32,33].

On le rencontre dans les sous-bois mais aussi sur les terrains incultes, le bord des routes et
dans le tell, surtout en montagne, jusqu’a 1500 metres d’altitude [39].

4- Propriétés thérapeutiques

Cette plante aromatique est utilisée comme stimulante, antiseptique [40], tonique,
antispasmodique [26,27], stomachique, carminatif, fébrifuge, sudorifique et expectorante
[41].
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L’huile essentielle de cette plante a une activité antibactérienne [42] et antifongique

importante [26,42].

5- Composition de ’huile essentielle de Satureja calamintha

De nombreux travaux ont montrés que ’huile essentielle de cette plante est riche en
pulégone, menthone, menthol et isomenthone [36,43].

En 1987, De Pooter et al. [44] ont confirmés que I’huile essentielle de I’espéce Satureja
calamintha récoltée en Belgique est riche en oxyde de pipériténone, suivi de pulégone et
d'oxyde de pipéritone. La composition chimique de l'huile essentielle de Satureja

calamintha récoltée en Belgique est résumée dans le tableau suivant.

Tableau N° 2 : La composition chimique de l'huile essentielle de Satureja calamintha

récoltée en Belgique.

Composé (%) Composé (%)
a-pinéne 0.2-0.6 Cis-hydrate de sabinene 0-0.1
B-pinene 0.2-0.8 Menthone 6.3-8.9
Sabinene 0.1-0.5 Isomenthone 0-6.7
Myrcene 0.3-1.1 Menthol 1.4-7.5
Limonéne 0.7-4.6 Pipériténone 0.4-3.8
B-octanol 0.1-0.3 caryophyllene 1.4-6.2
a-terpinene 0-0.5 Germacrene 0.4-1.6
Terpinoléne 0-0.3 Oxyde de pipéritone 8.4-17.0
Pulégone 11.5-33.2 Oxyde de pipériténone 5.9-37.8

D’autres travaux effectués sur l'huile essentielle de Satureja calamintha técolté en Corse
(France) ont montrés que cette 1'huile contient comme composés majoritaires le menthone
et le pulégone, plus d'autres composés qui sont présents en quantités appréciables: le

limonéne, l'isomenthone, le néo-menthol et le pipéritone.

L’étude de la composition chimique de l'huile essentielle de cette plante cultivée en
Espagne a permis a Perez-Alonso et al. [37] de mettre en évidence un autre type chimique,

soit: carvone /1,8-cinéole.

10
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Par ailleurs, les travaux menés par Baldovini et al. [45] ont étudi¢ I'évolution de la
composition chimique de Thuile essentielle de Satureja calamintha au cours du cycle
végétatif de la plante récolté dans différentes régions en Corse, durant la période de pleine
floraison, plusieurs échantillons sont étudiés et les résultats obtenus sont divisés en 3
groupes :

- Le premier groupe est caractérisé par une prédominance en menthone (teneur moyenne:
43,4%), suivi de la pulégone (18,9%), de l'oxyde de pipéritone (8,3%) et de limonéne
(5,2%).

- La 2% groupe sest caractérisé par une forte teneur en oxyde de pipéritone (30,5%), suivi
de l'oxyde de pirériténone (12,5%). Le limonéne est également présent en forte proportion
(12,4%).

- Dans le dernier groupe le pourcentage moyen de la pulégone est de l'ordre de 55,6%,
suivi de menthone (20,0%) et de limonéne (6,0%).

D’autre part, Fraternale et al. [46] ont étudié la composition de l'huile essentielle de
Satureja calamintha récolté en Italie, dont les résultats de 1’analyse sont reportés dans le
tableau 3.

Tableau N° 3 : La composition chimique de I'huile essentielle de Sarureja calamintha

récoltée en Italie [46].

Composés (%) Composés (%)
a-pinéne 0,2 Linalol 0,4
Sabinene 0.2 Néo-menthol 0.4
B-pinene 0.3 (Z)-3-hexenyl-2-méthyl butyrate 0.1
3-octanol 2.0 Carvone 0.2
Myrcene 0.3 Oxyde de Piperitone 68.0
p-cymene 0.2 Piperitone 0.3
1,8-cinéole 0.2 Isopulégyl acétate 2.3
Limonéne 2.0 Néo-menthyl acétate 0.1
y-terpinene 0.2 Diosphénol 0.1
Trans-hydrate de sabinéne 0.2 Oxyde de Caryophyllene 0.2
-nonanol . 0.2 Piperitenone 0.1
Thymol 12 Eugénol 0.1
4-hydrixypiperitone 0.6 Piperitenone oxide 3.6
Diosphénol 0.8 Caryophylléne 1.3

11
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a-copacne 0.1 Germacréne 1.1

Bourbonéne 0.3

L’étude de la composition chimique de I’huile essentielle de Satureja calamintha récoltée
au Maroc a permis de déterminer la teneur la plus élevée en huile essentielle 1,60%. Cette
huile est caractérisée par la présence du p-cymene (20,9 %), du y-terpinéne (18,7 %) et du

thymol (34,9 %) comme principaux constituants [38].

CONCLUSION

D’apres la littérature, les travaux étudiés ont montrés que la composition chimique de
I’huile essentielle de Satureja calamintha peut étre classée dans trois chimiotypes:

- Chimiotype a pulégone (composé majoritaire), associé a d'autres constituants: soit au
menthone et/ou isomenthone [33,36], soit au menthol et ses isoméres [36], soit au
pipériténone, soit encore au pipéritone et oxyde de pipériténone [43].

- Chimiotype a pipéritone et/ou a l'oxyde de pipériténone [35,29].

- Le dernier est le Chimiotype a Carvone et a 1,8-cinéole [39].

Les travaux effectués sur ce genre ont montré sa richesse en métabolites secondaires en
particulier les flavonoides tels que la thymonine, la lutéoline, la naringénine, 1’ériodictyol,

ainsi I’acide rosmarinique et I’acide cafféique.
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Chapltre II Etude de la composmon chlmlque de l’espece Satureja calammtha

I- Extraction de métabolites secondaires de I’espéce Satureja calamintha

1- Matériel végétal

L’espéce étudiée a été récoltée au mois de novembre de I’année 2014 de la région de la
wilaya de Jijel.

L’espéce récolée est triée puis séchée a I’air libre, & I’ombre et & température ambiante
pendant une semaine, ensuite la matiére végétale est conservée en vue de procéder aux

différentes manipulations.

2- Protocole d’extraction

a- Extraction des parties aériennes

La quantité du matériel végétal obtenue (100g) a subi une macération dans un mélange de
solvants (MeOH / eau : 80 / 20 : V/V). Cette macération est répétée 2 fois avec
renouvellement du solvant, pendant 24 heures. Aprés concentration sous vide, I’extrait
méthanolique a subi des extractions successives de type liquide-liquide en utilisant des
solvants de polarité croissante en commengant par le n-hexane, le chloroforme, ’acétate
d’éthyle et le n-butanol. Chaque extraction est répétée trois fois. Le protocole d’extraction

est présenté sur la figure 2.

D’autre part, 10 g de la poudre de la partie aérienne de la plante sont placés dans un
erlenemeyer contenant 50 ml d’éthanol pendant 24 heures. Aprés la filtration, la solution
éthanolique est évaporée a sec dans un évaporateur rotatif a 60 °C.

Une masse de 0.7 g de I’extrait éthanolique (EE) est obtenu, soit un rendement de 7 %.

13
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[ 100g de la M.V ]

- Macération 2 fois dans le systeéme de solvants
MeOH/eau (80/20) pendant 24h

- Filtration

A A
l Marc l ( Extrait hydroalcoolique ]

- Extraction 3 fois par le n-hexane

A

[ Phase aqueuse ] [ Extrait héxanique (EH) ]

- Extraction 3fois par le CHCl;

|

[ Phase aqueuse J { Extrait chloroformique (EC) }

- Extraction 3 fois par I’AcOFEt

X

\ 4

Extrait acétate Phase aqueuse
d’éthyle (EAc)

- Extraction 3fois par le n-BuOH

y

{ Extrait aqueux J [Extrait butaﬁolique (EB) ]

épuisée

Figure 2 : Protocole d’extraction des métabolites secondaires de

I’espece Satureja calamintha
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b- Extraction des tiges

10g des tiges de I’espece Satureja calamintha sont macérés dans 100 ml d’acétone, le
mélange est soumit a un chauffage a reflux pendant 20 mn. Apres refroidissement et
filtration, le filtrat obtenu est évaporé a sec.

En fin, 0.05 g ont ét€ récupére, soit un rendement de 0.5 %.

Le protocole d’extraction des tiges de 1’espece Satureja calamintha est présenté sur la

figure ci-dessous.

{ 10g de tige +100 ml d’acétone ]

- Chauffage a reflux

- Filtration

| Marc l ( Filtrat }

- Evaporation a sec

[ Extrait des tiges ]

Figure 3: Protocole d’extraction des tiges
L’utilisation des solvants de polarités différentes on permit d’obtenir des extraits qui ont
des caractéristiques différentes (aspect, couleur et rendement).

Les résultats sont représentés dans le tableau suivant.

Tableau N° 4 : Aspect, couleur et rendement de différents extraits

Extrait Aspect Couleur Masse (g) Rendement %
EH Visqueux Verdatre 0.633 0.63

EC Péteux Jaune miel | 1.023 1.02

EAc Péteux Miel 1.263 1.26

EB Pateux Miel 8.565 8.56

EE Pateux Brun foncé | 0.702 7

Extrait de tiges | Pateux Miel 0.05 0.5
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3- Chromatographie sur couche mince CCM

Pour mieux voir la richesse de nos extraits en métabolites secondaires, nous avons réalisés,
pour chaque extrait, une chromatographie sur couche mince sur des plaques de gel de
silice.

Pour cela, une partie de chaque extrait a ét¢ solubilisée dans le méthanol et déposée sur
plaques CCM et éluée dans un systéme de solvant spécifique pour chaque extrait. Ensuite,
les chromatogrammes sont révélés avec les vapeurs de I’ammoniaque. Cette étape a permis
de mettre en évidence la présence de flavonoides détectés grace au ou certains spots sous
lumiére UV a 365 nm sont de couleur jaune et d’autres de couleur noire-violette.

La chromatographie sur couche mince des différents extraits ont permis d’obtenir les

résultats représenté dans le tableau N°5.

Tableau N°5: Les résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits de

Satureja calamintha.

Extraits Systéme de solvants v/v (ml) Rf Couleur des
étudiées spots
EH Cyclohexane/AcOEt 0.43 Jaune
(70/30) 0.56 Rouge
0.80 Rouge
0.91 Rouge
EC CH,CI/AcOEt 0.61 Violet
(60/40)
EAc 0.2 Jaune
CH,Cl,/ AcOEt/MeOH
(60/40/5) 0.36 Jaune
0.47 Jaune
0.56 Jaune
EB CH,Cly/ AcOEt/MeOH 0.79 Violet
(60/40/5)

L’étude de la coloration des spots de la chromatographie sur couche mince des composés

phénoliques réalisés par Markham sont représenté dans le tableau suivant.
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Tableau N°6 : Les résultats de la chromatographie sur couche mince des composés

phénoliques établis par Markham.

Couleurs des spots

Composés phénoliques

Rouge Anthocyanidine 3 glucoside
Rose Anthocyanidine 3,5 di glucoside
Orange Anthocyanidine 3 glucoside
Jaune Flavonols

Jaune pale Flavonols

Vert Rutine

Bleu sombre Flavonols, flavonones, aurones
Bleu vif Hydroquinones

Bleu pale Acide phenol

Bleu blanc fluo Acide phenol

Mauve

Flavonols, flavonones, isoflavonones,flavones

Violet

Flavonols, flavonones, isoflavonones, flavone

Pourpre sombre

Chalcones

Par comparaison avec la littérature [47], La présence des spots de coloration jaune et violette
dans les chromatogrammes de nos extraits, indique la présence dans 1’espéce étudiée, des

flavonols, des flavonones, des isoflavonones et des flavones.

II- Extraction de I’huile essentielle
Nous avons réalisé I’extraction de I’huile essentielle Satureja calamintha en utilisant le

procédé entrainement a la vapeur d’eau.

1- Protocole expérimental

Le dispositif expérimental que nous avons utilisé comprend un ballon de 2L, ce ballon
repose sur un chauffe ballon surmonté d’une ampoule contenant 30 g de matiere végétale
sec (partie aérienne : tiges, feuilles et fleurs), reliée a un réfrigérant servant a condenser la

vapeur contenant ’huile essentielle. Des béchers sont utilisés pour récupérer le distillat.
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Figure 4: montage d’entrainement a la vapeur d’eau.

Le distillat est ensuite mis dans une ampoule & décanter ou I’huile essentielle est séparée de
I’eau par une extraction liquide-liquide au moyen de diéthyléther. On agite ’ampoule a
décanter en tenant bien le bouchon, on ouvre le robinet pour dégazer, on place I’ampoule
sur un support puis on enleéve le bouchon et on laisse décanter et aprés on récupere la phase
organique.

Pour éliminer toute trace d’eau dans la phase organique, on lui ajoute du sulfate de
magnésium anhydre et on filtre. Ensuite, en élimine le solvant de la phase organique grace
a une distillation dans un évaporateur rotatif. L’huile essentielle ainsi récupérée est
conserve a basse température et a I’abri de la lumiére dans un flacon en verre.

Les étapes de I’extraction de I’huile essentielle sont résumées dans I’organigramme

suivant :

[ 30 g de la matiére végétale sec ]

- Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

 Distillat : eau+HE |
- Extraction de I’HE par le diéthyléther

{ Phase éthérée }

- Séchage par MgSOy

- Filtration

- Evaporation a sec du filtrat
( HE

Figure 5 : Schéma représentant les différentes étapes d’extraction d’HE
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2- Calcul du rendement de I’huile essentielle:
Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids d’huile extraite (Myg) en (g)
et le poids de la plante a traiter (Myrv) en (g) [48].

Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante:

[ R% = (Mgp/Mmv) x 100 ]

Calcul du rendement:

R% = (0.348/30) x 100

R% =1.16

Nous avons réalis¢ I’extraction de I’huile essentielle de Satureja calamintha par
entrainement a la vapeur d’eau, le rendement en huile essentielle est de 1’ordre de 1.16 %.
Cette valeur est comparativement forte a celle citée déja dans la littérature (0,17%) [25].
Donc on peut noter que notre espéce végétale révele une richesse en huile essentielle

obtenue par entrainement a la vapeur d’eau.

3- Propriétés physico-chimiques et organoleptiques de I’huile essentielle de Satureja
calamintha

La qualité d’une huile essentielle est établie par des normes internationales.

Pour cette partie, nous avons déterminé les différentes propri¢tés physico-chimiques et
organoleptiques de I’huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d’eau, suivant
la norme A.F.N.O.R.

3-1- Caractérisation de I’huile essentielle Satureja calamintha

Dans cette partie, nous avons déterminé les propriétés organoleptiques et physico-
chimiques. Ces propriétés constituent un moyen de vérification et de contréle de qualité de
I’huile essentielle.

3-1-1- Propriétés organoleptiques

Dans cette étude, trois critéres sont considérés pour évaluer la qualité organoleptique :

’odeur, la couleur, I’aspect.
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Figure 6: huile essentielle de Satureja calamintha

a-Caractéristiques organoleptiques
Les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur et odeur) de I’huile
essentielle ont €t€ notées a 1’issue de sa récupération selon les normes.

Tableau N °7: Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle

Aspect Couleur Odeur
Norme A.F.N.O.R Liquide mobile, incolore a Caractéristique
Limpid jaune pale fraiche, plus ou
moins mentholée
Huile essentielle Liquide jaune pale Fraiche
Agréable
Menthée

L’huile essentielle de la plante ¢tudiée est trés aromatique. Elle est caractérisée par un

aspect liquide, une couleur jaune pale et une odeur menthée agréable.

3-1-2- Mesure des indices physiques
v Determination de la densité
La densité d’huile essentielle est le rapport de la masse d’un certains volume de 1’huile a

20 °C et la masse d’un égal volume de 1’eau distillée a 20 °C [49]. Elle est mesurée a 1’aide

d’un pycnometre.

v" Determination de I’indice de refraction

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon lumineux
de longueur d’onde déterminée, passant de 1’air dans I’huile essentielle maintenue a une

température constante.
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Chapitre II : Etude de la composition chim ’

L’appareil employé pour mesurer l'indice de réfraction est le réfractometre [SO].
L’indice de réfraction des huiles essentielles est généralement élevé. 11 est supérieur a ceux
de I’eau a 20°C = 1.3356, Ceci montre leur richesse en composants qui dévient la lumiere

polarisée.

a-Caractéristiques physiques

Tableau N° 8 : les valeurs des indices physiques.

Densité Indice de réfraction a 20°C

HE de satureja calamintha 0.72 1.386

3-1-3- Mesure des indices chimiques
v Determination de ’indice d’acide
C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libres
contenus dans 1g d’huiles essentielles. Les acides libres sont neutralisés par une
solution d'Ethanol titrée de KOH, c’est-a-dire la mesure d'indice acide est réalisée par

titrage.

{ I,=V.C.56.11/m J

V: le volume, en ml de la solution KOH utilisée pour le titrage.
C: la concentration exacte en moles par litres de la solution KOH.

m: la masse en grammes de 1’huile essentielle.

%%”ﬁf-‘#ﬁ.ﬁfg\w

Figure 7: les différentes étapes de détermination de I’indice d’acide
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v Détermination de I’indice d’ester
C’est le nombre de milligramme d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire a la
neutralisation des acides libérés par I’hydrolyse des esters contenus dans un gramme

d’huile essentielle.

{ It = 28.05/m (Vo— Vy) - IA ]

Vo : le volume en ml, de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour I’essai & blanc.

Vi : le volume en ml de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour ’echantillon de
I’huile essentielle.

m: la masse en grammes de 1’huile essentielle.

a-Caractéristiques chimiques de ’huile essentielle de satureja calamintha
Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau N° 9 : propri€étés chimiques de I’huile essentielle de satureja calamintha

Indice d’acide Indice d’ester Indice de
(TA) (IE) saponification (IS)
HE de satureja calamintha 4.8 51.64 62.33
4 La valeur d’indice de réfraction mesurée est Iégérement supérieure a 1’indice de

réfraction de I’eau a 20°C (1,333). Le faible indice de réfraction de I’'HE indique leur faible

réfraction de la lumiere.

L’indice de réfraction des huiles essentielles est généralement €levé. IL est: supérieur a

ceux de I’eau a 20°C = 1.3356, Ceci montre leur richesse en composants qui dévient la

lumiére polarisée [50].

v Une valeur élevée d’TA indique une dégradation d’huile essentielle (hydrolyse des
esters) durant sa conservation. Inversement, un IA inférieur a 2 est un indice de bonne
conservation de 1’huile [48]. La valeur d’TA obtenue montre que notre huile essentielle
n’est pas stable et provoque une oxydation (mauvaise conservation d’huile essentielle
extraite).

v' L’huile extraite est caractérisée par un indice d’ester élevé ce qui ne permet pas un long
temps de conservation.

v' La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape nécessaire mais non

suffisante pour caractériser I’huile essentielle.

22



Chapitre II : Etude de la composition chimique de 1’espéce Satureja calamintha

III- Analyse par chromatographie liquide haute performance (HPLC)

Afin de connaitre la composition de I’huile essentielle de Satureja calamintha, une

chromatographie liquide a haute performance a ét¢ réalisée dans les conditions suivantes :

Appareil de type Agilent 1100/1200,

- pompe quaternaire équipée d’un systéme de programmation de débit,

- four pour colonne

- détecteur UV/Visible a barrettes de diodes.

- volume d’injection est de 5l

- Les séparations sont réalisées a une température de 35 °C,

- type de la colonne Zorbax Eclipse XDB-C8 (RP 8 =5um, ® = 4,6mm, | =250 mm).
- Les fractions ont été analysées en mode gradient a I’aide du mélange éluant H,O/MeOH,
a un débit de 1 ml.min™.

Le gradient d’éluant H,O/MeOH est représenté dans le tableau suivant :

Tableau N° 10 : Le gradient d’¢luant H,O/MeOH

t(mn) 0 2 15 25 60
H,0 60 50 35 20 20
MeOH | 40 50 65 80 80

Le profil chromatographique obtenu a A =230 nm est le suivant:

mAU e 9
0 N
© N )4
N (V)
40 ‘: 0
(] "o y : 5 g
o N r b i 0
z IS EE. : ;o8
¢ 9 80 o
10 o ¢ g v
0
0 9 10 15 2 % Rl 3 mir

Figure 8: Profil chromatographique d’huile essentielle a la longueur d’onde 4= 230 nm
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Les résultats de cette analyse sont représentées dans le tableau suivant:

Tableau N° 11 : le temps de rétention d’huile essentielle a la longueur d’onde 4= 230 nm

N° de pic T, (min) Eluant
H,O | MeOH
01 07.633 50 50
02 09.207 50 50
03 10.570 50 50
04 11.322 50 50
05 12.212 50 50
06 13.755 50 50
07 19.299 35 65
08 23.461 35 65
09 31.237 20 80
10 31.780 20 80
11 35.800 20 80

L’analyse de I’huile essentielle de 1’espece Satureja calamintha par HPLC, nous a permis
de déterminer la présence de 11 composés dont leurs identification nécessité 1’utilisation
d’autres techniques tel que la GC-MS ou LC-MS.

IV- Screening phytochimique

L’espece sélectionnée est soumis & un screening phytochimique dans le quel nous avons
voulu caractériser un certain nombre de familles de substances naturelles.

Les métabolites secondaires sont produits en tres faible quantité, il existe plus de 200000
métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique en 1’occurrence, les
Composés terpéniques, les alcaloides, les composés acétyléniques, les cires, et les
composes phénoliques [25].

Ils ont de nombreuses applications pharmaceutiques, ils convient d’explorer ces produits
naturels pour leurs propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et

anticancéreuses [8].
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Dans cette partie de ce chapitre, nous présenterons I’aspect structural c%t le role ' \

pharmacologique des différents groupes de substances naturelles, ainsi que 1 ui'§ reactlons % /

de caractérisation. Ces réactions portent sur la recherche des principaux groupes dhimlgue
de la plante. Elles permettent d’avoir des informations préliminaires sur la composmon

chimique du végétal.

1- les terpénes et les triterpénes

1-1- Les terpénes

a- Définition

Dans le régne végétal, les terpénes sont classés dans la catégorie des metabolites
secondaires. Leur classification est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de base
isopréne (a 5 atomes de carbone). A ce jour, avec plus de 30 000 molécules identifiées, les
terpénes constituent 1’une des plus polymorphes et des plus grandes familles de composés
naturels: hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpenes (C15), diterpenes (C20),
sesterpénes (C25), triterpénes (C30), tetraterpénes, (C40) et polyterpénes [S1].

b- Propriétés pharmacologiques des terpénes
Les terpénes sont surtout reconnus pour leurs actions drainantes lymphatiques, stimulantes,

et anti-infectieuses. [52].

c- Recherche des terpénes

On prend 0.5g de ’extrait méthanolique de la plante et on lui ajoute 3ml de chloroforme
puis on filtre. Ensuite, on ajoute au filtrat 10 gouttes d’anhydride acétique et 2 gouttes de
I’acide sulfurique (H2SO4). Le virage de la couleur du bleu au vert indique la présence des

terpenes.

1-2- Les triterpénes

a- Définition

Ce sont des composés en C-30 issus de la cyclisation du 3S-2,3-époxysqualéne, ou plus
rarement du squaléne lui-méme [51]. Ils sont presque toujours hydroxylés en position C-3
du fait de ’ouverture de 1’époxyde. Les triterpénes présentent une trés forte unité
structurale, les differences majeures sont d’ordre stéréochimiques ayant trait a la
conformation adoptée par 1’époxysqualéne avant la cyclisation initiale. Le cation formé

lors de cette cyclisation peut ensuite subir une série de déplacement 1, 2 de protons et de
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méthyles conduisant aux différents squelettes tétra- et pentacycliques qui caractérisent ce

groupe de substances naturelles [52].

b- Propriétés pharmacologiques des triterpénes

Des potentialités thérapeutiques dans les différents domaines: cytostatiques, anti-
inflammatoires, analgésiques, insecticides, molluscicides... etc.

-Un intérét considérable dans le secteur de 1’industrie pharmaceutique particulierement la
production de médicaments stéroidiques ayant des propriétés : contraceptifs, anabolisants,
anti-inflammatoires, ... etc [46].

-Un intérét thérapeutique concernant I’extraction des molécules bioactives, pour
I’obtention des formes galéniques simples ou pour celle de préparation phytothérapique

[51].

c- Recherche des triterpénes
Il consiste a évaporer a sec 1’extrait alcoolique correspondant & 10 ml. Ensuite, on dissout
le résidu obtenu dans un mélange d’anhydre acétique/ chloroforme (5/5 : V/V) ; puis on
filtre et on traite le filtrat par quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Si cette
réaction donne des colorations verte-bleue et verte-violette, elle indique alors la présence
des composés triterpéniques.

Les résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous

Tableau N° 12 : Résultats du test phytochimique pour les terpénes et les triterpénes.

PA |Tiges |EE |EH |EC |EAc |EB

Terpeénes + Traces | + + + +

Triterpénes | + Traces | + + + |+ +

Généralement tous les extraits possedent une teneur plus importante en terpenes et
triterpénes par rapport aux tiges .Une coloration verte-violette apparait indique leurs

présence.

2- Stéroides et stérols
a- Définition
Le terme stéroide est désignant toutes les molécules comportant un squelette tétracyclique

correspondant & un perhydrocyclopentanophénanthréne (Gonane). Les stéroides
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représentent un ensemble de molécules dérivées du cholestérol ou de ses homologues
particulierement abondants dans les végétaux et les animaux. Cette classe de substances
naturelles présente une sous-classe de triterpenes. Les quatre cycles sont désignés par les
lettres A, B, C et D [53].

Figure 9: structure de base des stéroides

La majorité des stéroides sont des alcools, on les appelle stérols [54]. Les stérols sont des
stéroides dérivant des triterpénes et formant ainsi tout un groupe d’alcools solides [53]. Ils
sont des composés tétracycliques comportant le plus souvent 27, 28 ou 29 atomes de
carbone. Le noyau perhydrocyclopentanophénanthréne possede le plus souvent une double
liaison fréquemment en 5(6), mais que I’on peut rencontrer en 7(8), beaucoup plus
rarement en C-8(9), en C-8(14) ou en C-9(11). Les groupes méthyles en 18 et 19, la
fonction alcool en 3 et la chaine latérale en 17 sont en configuration B. La chaine latérale
qui peut étre saturée ou comporter une ou deux doubles liaisons possede 8, 9 ou 10 atomes
de carbones [54].

HO

Figure 10: structure stérolique selon 1’insaturation
b- Propriétés pharmacologiques des stéroides et des stérols

Les stéroides ont un potentiel thérapeutique dans domaines les plus divers : cytostatiques,

antiviraux, insecticides et analgésiques [S3].
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c- Recherche des stéroides et des stérols

Un volume de I’extrait est placé dans un erlenemeyer. Aprés évaporation a sec, le résidu
est solubilis¢ avec 10 ml du chloroforme. Ensuite, on mélange 5 ml de la solution
chloroformique avec 5 ml d’anhydride acétique en y ajoutant quelques gouttes d’acide
sulfurique concentré, on agite et on laisse la solution se reposer. Un test positif est révélé
par I’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert.

Le tableau suivant résume les résultats obtenus.

Tableau N° 13 : Résultats du test phytochimique pour les stéroides et les stérols.
PA |Tiges | EE |EH | EC |EAc|EB

Stéroides | + = ++ + traces | + ++

et Stérols

Il est a signaler que les stérols et stéroides sont présentés en faible quantité dans les extraits
des tiges et chloroformique alors que d’autres extraits ont une teneur importante en stérols

et stéroides pour cette plante.

3- Les saponosides

a- Définition

On entend par saponosides (mot latin « sapon », savon ; saponaire », I’herbe a savon),
des hétérosides a aglycones de structure stéroide ou triterpénique qui tiennent une grande

place parmi les substances d'origine végétale [10].

b- Propriétés pharmacologiques des saponosides

Les saponosides sont des substances naturelles a large spectre d’activité biologique : ils on
une action protectrice sur le systéme veineux d’ou leur effet veinotrope. Ils sont utilisées
en thérapeutique comme : anti-tumoraux, antimicrobiens, hymolétiques, anti-

inflammatoires et cicatrisants notamment au niveau des plaies cutanées [55].
c- Recherche des saponines

Dans un Erlen Meyer de 250ml, on dissout 5g de la poudre végétale a analyser dans 50ml

d’eau distillée puis on fait décocter la solution pendant 30 minutes. Aprés refroidissement
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on préleve Sml du décocté et on les introduit dans un tube & essai et on agite

vigoureusement. L ’apparition d’une mousse persistante indique la présence des saponines.

Tableau N° 14 : Résultats du test phytochimique pour les saponines.

PA |Tiges |EE |EH |EC |EAc |EB

saponines | + - - - s - -

Dans la partie aérienne et 1’extrait chloroformique de la plante, la recherche des saponines
s'est montrée positive mais celle pour les autres extraits a €t€ négative.
En effet, la hauteur de la mousse était de 2 cm pour le resultat (+) et de 0.5 cm pour les

resultats (-).

4- Les Quinones

a- Définition

Ce sont des composés oxygénés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés aromatiques
avec deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisés par un motif 1,4-dicéto
cylohexa-2,5-diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto

cyclohexa-3,5-diénique (ortho-quinones) [57].

o
o
o
p-quinone o-quinone

Figure 11: structure des quinones

b- Propriétés pharmacologiques des quinones

Les quinines sont des composés irritants qui ont des propriétés laxatives, phytotoxiques et
allergiques. Certaines d’entre elles ont des propriétés tinctoriales comme par exemple la
lawsone localisée dans les feuilles de 1’arbuste tropical Henne. elle sert a teindre en orange

la soie et les cheveux [57].
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c- Recherche des quinones
On mélange une petite quantité de 1’extrait avec quelques gouttes de I"’HCI concentré puis
on ajoute 1ml de NaOH a 10%. L’apparition de la coloration rouge virant au violet indique

la présence des quinones.

Tableau N° 15 : Résultats du test phytochimique pour les quinones.
PA | Tiges | EE EH |EC |EAc |EB

quinones | - - - - - - -

Les extraits de la plante sont dépourvus de ce type de métabolites.

5- Les phénols

a- Définition

Les phénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, caractérisés par la
présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement li€é au moins un
groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester,

hétéroside...etc [S8].

b- Recherche des phénols
L’extrait brut a été mélangé avec 2ml de la solution de FeCl; a 2%.le changement de

couleur noir ou bleu-vert suggeére la présence des phénols.

Tableau N° 16 : Résultats du test phytochimique pour les phénols.
PA |Tiges | EE |EH |EC EAc | EB

phénols + - += |+ trace |+ ++

Les composés phénoliques ont montrés leur présence avec une teneur importante dans les

différents extraits étudiés sauf les tiges.
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6- Les flavonoides

a- définition

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols [S9]. Ce sont des polyphénols ayant une structure de base en C6-
C3-C6, constituée de deux noyaux aromatiques, que désignent les lettres A et B, relies par

un hétérocycle oxygéné, que désigne la lettre C.

o)
XX
C
/
Figure 12: structure de base des flavonoides

Ils peuvent étre regroupés en différentes classes selon le degré d’oxydation du noyau
pyranique central, le noyau B relié a I’hétérocycle C dans les positions 2 ou 3 :

v Dans la position 2: le flavonoide est appelé flavane.

v" Dans la position 3: le flavonoide est désigné par le terme isoflavane.

v' Si la position 4 du flavane porte un groupement carbonyle, la molécule est appelée

flavanone.

v Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est en plus insaturée, le compose est

nommé flavone.

v" Si le squelette précédent est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle, il est

désigné par le nom de flavonol [60].

b- Propriétés pharmacologiques des flavonoides
La principale propriété biologique reconnue des flavonoides est d’étre
« veino-actifs » (veinotrope, vitaminique « P ») c'est-a-dire qu’ils permettent de diminuer
la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur résistance [61].
Par ailleurs, on attribue aux flavonoides de potentielles activités biologiques telles

qu’anti-inflammatoires, antimicrobiennes, anti-oxydantes et anti-cancérigenes [60].

31



Chapitre IT : Etude de la composition chimique de ’espéce Satureja calamintha

c- Recherche des flavonoides
Une fraction de l'extrait est trait¢ avec de I’acide sulfurique (H,SO,) concentré, et

l'observation de la formation de la couleur jaune orange indique la présence des

flavonoides.

Tableau N° 17 : Résultats du test phytochimique pour les flavonoides.
PA | Tiges | EE |EH |EC EAc | EB

Flavonoides | ++ + +++ | - traces | + +++

Les flavonoides sont détectés dans la plante avec une présence trés importante

caractérisée par la coloration jaune orange.

7- Les Coumarines

a- Définition

Les coumarines sont des substances naturelles connues, Il s’agit de composés a neuf
atomes de carbone, appartiennent au groupe des composés connus par des benzo-o-pyrone
et toutes sont substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a 1’état

libre ou bien combiné avec des sucres [62].

R4

Ry o o
R3

Figure 13: structure des coumarines

b- propriétés pharmacologiques des coumarines

Les coumarines ont indiquées dans le cas de lymphoedéme du membre supérieure apres
traitement radiochirugical du cancer du sein .concernant les dérivés coumariniques,
certains d’entre-eux possedent des activités pharmacologiques, principalement
anticoagulantes.les plus connus sont le dicoumarol et ’esculoside, tout deux veinotoniques

et vasculoprotecteurs [63].
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c- Recherche des coumarines

Dans un tube a essai, on introduit 0.5g de I’extrait et on le couvre avec du papier filtre
traité avec une solution de NaOH (1N). Ensuite, le tube est placé dans I’eau chaude durant
quelques minutes. Enfin, le papier filtre est examiné sous UV. La fluorescence jaune

indique la présence des coumarines.

Tableau N° 18 : Résultats du test phytochimique pour les coumarines.

PA |Tiges |EE |EH |EC |EAc |EB

Coumarines | + - + + + - +

Les coumarines sont des classes de familles chimiques faiblement caractérisées dans la
partie aérienne et les extraits EE, EH, EC et EB mais totalement absentes dans les tiges et

I’extrait acétate

8- Les tannins

a- définition

Leur structure chimique est particuliérement variable, mais comporte toujours une partie
polyphénolique, il existe deux catégories de tanins, d'origine biosynthétiques différentes :
les tanins hydrolysables (Ce sont des esters d’oses et d’acides phénols) et les tanins
condensés (Ce sont des polyméres flavanoliques, constitués d’unités de flavan-3-ols li€es

entre elles par des liaisons carbone- carbone le plus souvent C4 -C8 ou C4 -C6) [64].

b- Propriétés pharmacologiques des tannins:

Les tanins ont un trés grand pouvoir antibactérien [65], antiviral [66], anti-inflammatoire et
une activité antimutagéne [67]. Les plantes riches en tanins sont utilisées dans les cas de
thume, de maux de gorge, les problémes de sécrétions trop importantes, les infections

internes ou externes, les blessures, les coupures et les brilures [S8].
c- Recherche des tanins

1ml de chlorure ferrique FeCls (1%) est ajouté & Sml de 1’extrait hydroalcoolique solubilisé

dans 1’eau distillée. Cette réaction permet de détecter la présence ou non des tannins. Le
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virage vers la couleur bleue noiratre indique la présence des tanins galliques, et vers la

couleur brune verdatre indique la présence des tanins cathéchiques.

Tableau N° 19 : Résultats du test phytochimique pour les tanins.
PA |Tiges |EE |EH |EC |EAc |EB

tanins + - + + + traces | +

D’apres la coloration obtenue avec FeCls , les différentes parties de cette espece

contiendraient des tanins catéchiques a I’exception des tiges.

9- Recherche des composés réducteurs
Iml de la solution de Fehling est ajouté a I’extrait alcoolique puis le mélange est chauffé.

La formation d’un précipité rouge brique dénote la présence des composés réducteurs.

Tableau N° 20 : Résultats du test phytochimique pour les composés réducteurs.

PA | Tiges | EE EH | EC EAc |EB

Composés | + - - - Traces | - Traces

réducteurs

Pour la recherche des composés réducteurs, les réactions ont ét€ négatives avec la plupart

des extraits et un résultat positif avec les parties aériennes.

10- Les Anthocyanosides

a- définition

Les anthocyanosides sont caractérisés par 1’engagement de 1’hydroxyle en position 3 dans
une liaison hétérosidique. Leur génines (les anthocyanidols) est des dérivés du cation

2-phényl benzopyrylium plus communément appelé cation flavylium [68].
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R4

OH

HO
Rz

OCLucose

Figure 14 : structure des anthocyanosides

b- Propriétés pharmacologiques des Anthocyanosides

L’action pharmacologique des anthocyanes est en général, limitée au domaine vasculaire.
Elles augmentent la solidité des capillaires. Elles inhibent les enzymes protéolytiques de
dégradation. Elles sont proposes en ophtalmologie en cas de troubles oculaires et pour

I’amélioration de la vision crépusculaire [58].

c- Recherche des anthocyanosides
L’extrait alcoolique a été acidifié. La solution acide devient rouge a pH = 7 et n'a pas

changé au vert ou le violet au milieu alcalin indique la présence d'anthocyanes.

Tableau N° 21 : Résultats du test phytochimique pour les anthocyanosides.
PA | Tiges | EE EH |EC EAc | EB

Anthocyanosides | - - - - traces | - Traces

Dans la plante, la recherche des anthocyanosides s'est montrée négative et quelque traces

dans I’extrait chloroformique et butanolique.
En conclusion, le screnning phytochimique réalisé sur les différents extraits de 1’espéce

satureja calamintha tévele la présence de plusieurs familles de composés chimique plus

particuliérement les flavonoides, les stérols et les phénols.
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Les extraits d’acétate d’éthyle et butanolique de la plante ont montrés un pouvoir de
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composés phénoliques, les flavonoides, les huiles essentielles et les triterpenoide.
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Tableau N°24 : Relation entre le diameétre d’inhibition et la sensibilité des souches

Diameétre Sensibilité

D> 20mm Hxtrémement sensible
15mm <D Sensible

Smm<D Intermédiairement

D < Non sensible {résista

) 0.25mg/disque, Amphotéricine B {ATF 2); 0.5mg/disque] selon la méthode de
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Figure 2@ : les diameétres des zones d’inhibition des extraits et ’HE relatives aux
différentes souches microbiennes.
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Conclusion générale

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a reu un grand intérét
dans la recherche biomédicale et est devenu aussi importante que la chimiothérapie. Ce
regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et, d’autre part du besoin de la
recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce et sans effets

secondaires.

La présente étude a porté sur 1’espece Satureja calamintha qui appartienne a la famille de
Lamiacées, une des familles les plus importantes dans la flore algérienne et les plus

utilisées par les thérapeutes traditionnels. De différents aspects ont été étudiés.

o Le screening phytochimique a montré la présence de nombreuses familles de
substances chimiques : les flavonoides, les stérols, les terpénes, les triterpénes et les
phénols.

e L’étude de I’activité antioxydante par la méthode du piégeage de radical libre DPPH
des extraits acétate d’éthyle et butanolique de ’espéce étudiée a montré que ces deux
extraits possedent un pouvoir antioxydant.

e L’extraction de I’huile essentielle par entrainement a la vapeur d’eau a permis d’obtenir
un rendement acceptable et peut étre rentable & 1’échelle industrielle (1.16%).

e Une étude analytique a permis de caractériser ’huile essentielle par ses indices
physico-chimique qui sont proches aux normes (AFNOR).

e L’analyse de I’huile essentielle par chromatographie liquide & haute performance
HPLC, a permis de déterminer la présence de 11 composés.

o Les résultats des tests de l’activité antibactérienne de I’huile essenticlle avec les
souches Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus
cereus ont montré que ’huile essentielle de Satureja calamintha agit de facon active
sur toutes les bactéries testées a ’exception de Pseudomonas aeroginosa qui est trés
résistante. L’HE révéle une sensibilité trés puissante et importante vis-a-vis la souche

Aspergillus Braziliensis avec une zone d’inhibition supérieure 4 35 mm.



e De fagon général, les autres extraits étudiés (chloroformique, acétate d’éthyle et
éthanolique) ont révélé une activité antibactérienne considérablement importante vis-a-
vis les souches testés a I’exception de la souche Pseudomonas aeruginosa.

o Concernant Iactivité antifongique, les résultats obtenus ont montré que la souche
Candida albicans a une sensibilité moyenne pour les différents extraits testés. Par
contre, la souche Aspergilus braziliensens ne présentent aucune sensibilité vis-a-vis les

extraits.

Pour conclure, cette étude a montré que I’espece Satureja calamintha est riche en
métabolites secondaires spécialement les composés phénoliques, une exploitation de leurs
propriétés antioxydante et antimicrobienne implique une recherché plus poussée de ses

principes actifs.
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Résumé

Le présent travail porte sur I’étude phytochimique et biologique de I’espéce Satureja
calamintha qui appartient a la famille des Lamiaceae.

Le screening phytochimique visant a caractériser les différentes familles de composés
chimiques contenus dans la partie aérienne, montre la richesse de cette plante en
meétabolites secondaires.

L’extraction d’huile essentielle par entrainement a la vapeur d’eau a permis d’obtenir un
rendement de 1.16%.

L’analyse de I’huile essentielle par chromatographie liquide & haute performance HPLC, a
permis de déterminer la présence de 11 composés.

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode du piégeage de radical libre DPPH
des extraits acétate d’éthyle et butanolique a montré que ces deux extraits possédent un
pouvoir antioxydant important.

L’effet antibactérien et antifongique des extraits et d’huile essentielle de cette plante ont

également été démontré.

Mots clés : Satureja calamintha, huile essentielle, screening phytochimique, activité

antioxydante, activité antibactérienne, activité antifongique.
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Abstract

This work aimed to investigate phytochemical and biological activity of aerial parts of
Satureja Calamintha which belongs to the family Lamiaceae.

The phytochemical screening shows that the aerial parts of this plant are rich in secondary
metabolites.

The steam distillation of dry aerial parts of Satureja calamintha yielded 1.16% of a yellow
good smell essential oil.

The analysis of the essential oil by high performance liquid chromatography HPLC,
allowed to determine the presence of 11 compounds.

The antioxidant activity of two extracts (ethyl acetate and butanol) were evaluated using the
DPPHe method.

The antibacterial and antifungal effects of the essential oil and extracts of this plant have

been also reported.

Key words: Satureja calamintha, essential oil, phytochemical screening, antioxydant,

antibacterial, antifungal activity.



Annexe

Les résultats de I’activité antibactérienne tel que : HE =SM, EC=SM1, EAc =SM2 et
EE=SM3.

1- la souche Pseudomonas aeruginosa

2- la souche Bacillus cereus

4- la souche Escherichia Coli




5- la souche Candida albicans




