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Résumé

Le présent travail porte sur 1’étude phytochimique et I’activité anti-oxydante et
antimicrobienne de I’espéce Satureja calamintha qui appartient a la famille des Lamiaceae.

Le screening phytochimique visant & caractériser les différentes familles des composés
chimiques contenus dans la partie aérienne, montre la richesse de cette plante en métabolites
secondaire.

L’extraction d’huile essentielle par hydrodistillation a permis d’obtenir un rendement de
1.16%.

L’analyse chimique effectuée par chromatographie en phase gazeuse couplée 3 la
spectroscopie de masse (GC/MS) de I’huile essentielle a permis d’identifier 38 composants
dont les constituants majeurs sont : 1-Limonéne (6.25%), Isomenthone (10.43%), Pulegone

(35.66%), Cis-Piperitone oxide (9.96%), Piperitone oxide (21.60%)).

La teneur totale en composés phénoliques a été déterminée en utilisant la méthode de
Folin-Ciocalteu, elle est de 0.230 et 5.22 mg EAC/g dans les extraits d'acétate d’éthyle et

méthanol respectivement.

L’évaluation de I’activité anti-oxydante par la méthode du piégeage de radicale libre DPPH
des extraits d’acétate d’éthyle et méthanolique a montré que ces deux extraits possédent un

pouvoir antioxydant important.

L’étude in vitro du pouvoir inhibiteur de 1’huile et des extraits par la méthode de diffusion
de disque révele que ’huile essentielle a exercé une importante activité inhibitrice notamment
sur les souches Bacillus cereus et Escherichia coli, alors que les extraits présentent une

inhibition 1égeére vis-a-vis les souches testées.

Les résultats antifongiques montrent que 1’extrait d’acétate d’éthyle et I’HE posséde une
activité inhibitrice trés forte sur les souches Aspergillus Brasiliensis et Candida albicans, par

contre aux autres extraits qui ont inhibé 1égérement.

Mots clés: Satureja calamintha, I’huile essentielle, activité antioxydante, activité

antibactérienne, activité antifongique.



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.
Total phenolic contents were determined using Folin-Ciocalteu method, it was: 0.230 mg

EAG/g and 5.22 mg EAG/g for the ethyl acetate and methanol extracts respectively.

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

Gas chromatography / mass spectrometry (GC/MS) analysis of the essential oils obtained
by steam distillation identified about 38 constituents. GC—MS analysis revealed that the major
constituents were Pulegone (35.66%), Piperitone oxide (21.60%), Isomenthone (10.43%), D-
Limoneéne (6.25%).

The antioxidant activity of two extracts (ethyl acetate and methanol) was evaluated using

the DPPH method; Results indicate that these two extracts efficace.

The evaluation of the antibacterial activity of the oil and of the extracts was assessed by the
disk diffusion method reveals that the essential oil has exerted a significant inhibitory activity,
in particular on the Bacillus cereus and Escherichia coli strains, while the extracts present a
mild inhibition of the tested strains.

The antifungal results show that the ethyl acetate and HE possess very strong inhibitory
activity on the strains Aspergillus Brasiliensis and Candida albicans, On the other hand to the

other extracts which have inhibited slightly.

Key words: Satureja calamintha, essential oil, antioxidant activity, antimicrobial activity,

antifungal activity.
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Depuis la nuit des temps, I'homme apprécie les vertus apaisantes et analgésiques des
plantes. Elles font partie de I'néritage traditionnel et médical de tous les peuples. Environ 80%
de la population mondiale profite des apports de la médecine traditionnelle a base des plantes
reconnaissant ainsi les savoirs empiriques de nos ancétres [1].

Aujourd'hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours a leurs propriétés curatives.

L’ Algérie recele d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité dans les
régions coOtiéres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis
sahariennes : on y trouve plus de 3000 espéces végétales. Parmi ces ressources naturelles les
plantes aromatiques et médicinales occupent une large place et jouent un grand role dans
I’économie nationale. Elles sont utilisées dans différents domaines : industrie alimentaire,

conserverie, pharmaceutique, et phytothérapie [2].

Différentes plantes aromatiques sont caractérisées par la biosynthése de molécules
odorantes qui constituent ce qu’on appelle les huiles essentielles (HE) connues depuis
longtemps pour leur activité antiseptique et thérapeutique dans la médecine populaire. La
composition chimique des HE est assez complexe, les composés terpéniques et aromatiques
représentant les principaux constituants. La nature de la fonction chimique du composé
majoritaire (phénol, alcool, aldéhyde, cétone...) joue un réle prépondérant dans I’efficacité de
leurs activités biologiques.

Au cours de ces derniéres années, la recherche de nouvelles molécules bioactives

d’origine naturelle a connu un regain d’intérét dans la plupart des recherches scientifiques.

Le présent travail rentre dans le cadre de la recherche de nouvelles substances naturelles
extraites du régne végétal, vise 4 évaluer les activités biologiques, anti-oxydantes et
antimicrobiennes.

C’est dans cette optique que notre étude a été scindée en trois chapitres:

Le premier chapitre, est une synthése bibliographique sur la famille des Lamiacées, la
description botanique et la systématique, ainsi que 1’étude antérieure sur le genre et I’espéce.

- Le deuxiéme chapitre est I’étude de la composition chimique de 1’espéce Satureja
calamintha, en présentant le screening phytochimique ainsi que I’extraction de métabolites
secondaires et de 1’huile essentielle.
-Le troisicme chapitre est consacré a 1’étude de I’activité biologique (antioxydantet
antimicrobienne) de ’espéce étudiée.

On finalise ce travaille par une conclusion générale.
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Chapitre I _ ‘ 7 _ ‘ Recherche bibliographique

I. Présentation de la famille des Lamiacées

La famille des Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiées (Labiatae) est une importante famille

de plantes dicotylédones, qui comprend environ 4000 espéces et prés de 210 genres [3].

C’est une famille trés importante dans la flore d’Algérie, ces espéces sont souvent des
plantes herbacées, ou sous-arbrisseaux a poils glanduleux, en général aromatiques. Leur tige
est carrde, certaines espéces sont dressées, d'autres couchées portent des feuilles opposées ou
verticillées. Les fleurs bisexuées, irréguliéres, groupées a l'aisselle des feuilles en
inflorescences plus ou moins allongées ou en inflorescences terminales plus ou moins denses,
a calice tubuleux ou en cloche persistant, & corolle 4 tube trés développé, ordinairement
caduque et a 2 1evres (rarement 1). Le fruit sec se séparant en quatre articles contenant chacun

une graine [4].

La famille des Lamiacées 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 [3].

Dans la pharmacopée traditionnelle africaine, les plantes de la famille Lamiaceae sont
utilisées comme diurétique, antisyphilitique, anti-diarrhéique, cicatrisante, antiseptique et
dans le traitement de nombreuses affections telles que les problémes intestinaux ou encore le
météorisme (ballonnement du ventre, dfi a des gaz), De nombreuses espéces de cette famille
ont confirmé leur intérét pharmacologique dans la littérature et qui peuvent étre citées 4 titre

indicatif dans le tableau 1.

Tableau 1 : Intérét pharmacologique de quelque espéce de la famille des Lamiacées [3]

Nom scientifique Activité pharmacologique

Thymus vulgaris Anti-inflammatoire, fongicide, provoque 1'agrégation

de plaquettes, antispasmodique.

Satureja khuzistanica Jamzad Anti hyper lipidemique, antidiabétique, antioxydant.

Melissa officinalis L. Relaxant, activités antimicrobiennes, agglutination
du récepteur, antioxydant, anti-inflammatoire,

antiviral (Anti-HIV), cytotoxique, analgésique.
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Nepeta cataria L. Activités antimicrobiennes et répulsives.

Ocimum basilicum L. Activités antimicrobiennes, antioxydant et anti-
inflammatoire.

Rosmarinus officinalis Insecticide, antinociceptive, antioxydante, diurétique.

Lavetula stoechas Anticonvulsante, antispasmodique, calmante.

IL. Apercu bibliographique sur le genre Satureja
1. Présentation botanique du genre Satureja

Le genre Satureja comporte 200 especes d'herbes et d'arbustes, souvent aromatiques. Tous
sont remarquables par leur odeur forte, qui rappelle celle de 1a menthe [5]. En effet, le terme
Satureja vient du mot latin ‘satura’ c¢’est-a-dire pot a fleur (ornemental).

Cette herbacée est annuelle sous des climats tempérés mais vivaces dans les régions
arides, ensoleillées, pierreuses et rocheuses. Beaucoup de ce genre sont bien connus pour leur
caractére aromatique et médicinal.

Ce genre est caractérisé par des parties aériennes ayant un goft distinctifs et peuvent étre
ajoutées a plusieurs préparations culinaires ou utilisées en médecine traditionnelle, pour traiter
diverses affections [6].

Ce genre est largement distribué dans la région de la Méditerranée, 1’ Asie et I’Amérique
boréale [7].

2. Place dans la systématique botanique

La classification qu'occupe Satureja dans la systématique est la suivante :
q p ) y q

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.

Classe : Eudicots.

Sous-classe : Astéridées.

Ordre : Lamiales.

Famille : Lamiacées.

Genre : Satureja (L.) [4, 8].
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3. Propriétés thérapeutiques

Satureja est une plante considérablement utilisée en phytothérapie. En effet, une infusion
des extrémités fleuries de cette plante est indiquée en cas de douleurs gastriques d'origine

nerveuse, de diarrhée, de crampes abdominales, de parasites intestinaux [9].

En plus de leur utilisation traditionnelle, ce genre posséde aussi des propriétés
stimulantes, diurétiques, stomachique, tonique [10], antispasmodiques et carminatives [11,
12].

4. Travaux antérieurs sur le genre Satureja
De nombreux travaux ont été réalisés sur le genre Satureja qu’est caractérisé par la
présence des huiles essentielles, des flavonoides, des tanins, des acides phénols (acide

rosmarinique, acide caféiques) et des saponines [5].

4.1. Travaux antérieurs sur les huiles essentielles des quelques espéces du genre
Satureja
La détermination de composition chimique de I’huile essentielle des plantes du genre

Satureja a fait ’objet de plusieurs travaux, dont nous résumons quelques-uns dans le tableau
2.

11 faut noter que des différences remarquables entre et dans la composition chimique de

’huile essentielle des plantes du genre Satureja ont été rapportés [13].

Les constituants majeurs des huiles essentielles dans la plupart des espéces sont: le
thymol, le vy-tepinéne, le p-cymene, le pulegone, le carvacrol, le menthone, le B-

Caryophylléne, le Spathulenol...
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Tableau 2: travaux antérieurs sur la composition chimique des huiles essenticlles de

quelques espéces du genre Satureja.

Espéce Origine Composé Pourcentage % | Référence
p-cymene (1) 13.0
Y —terpinéne (2) 22.9
S. thymbra Turquie thymol (11) 12.8 [14]
carvacrol (12) 34.6
B-Caryophyllene (14) 3.69
S. thymbra L p-cymene (1) 10.2
Turquie B-Caryophylléne (14) 6.3 [15]
Y —terpinéne (2) 29.0
carvacrol (12) 39.0
S. montana Sud-Croatie | o —terpinéne (3) 4.9-10.6 [16]
Italie p-cymene (1) 3-11.8 [17]
thymol (11) 9.92-452
p-cymene (1) 12-25
Croatie Y —terpinéne (2) 8.0 [18]
carvacrol (12) 45-80
p-cymene (1) 22.1
S. spicigera Iran Y —tetpinéne (2) L% [19]
thymol (11) 35.1
p-cymeéne (1) 25.8 [20]
Iran limonéne (4) 16.3
S. macrantha carvacrol (12) 8.1
p-cymene (1) 22.6 [15]
Turquie carvacrol (12) 64.4
carvacrol (12) 7.7
p-cymene (1) 6.4
S. cuneifolia Liban limonéne (4) 8.5 [21]
a —pinene (5) 10.5
B-Cubebéne (13) 5.8
B-Caryophyllene (14) 6.0
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S. cuneifoli Ten. Turquie p-cymene (1) 38.1 [15]
carvacrol (12) 48.7
S. hortensis p-cymene (1) 8.97
Turquie Y —terpinéne (2) 18.56 [22]
carvacrol (12) 13.98
thymol (11) 40.54
S. hortensis L p-cymeéne (1) 434
Turquie Y —terpinéne (2) 32 [15]
carvacrol (12) 6.0
thymol (11) 35.9
S. Khuzestaniea Iran p-cymeéne (1) 3.11 [23]
carvacrol (12) 90.88
S. aintabensis p-cymene (1) 59.0
Turquie Y —terpinéne (2) 8.4 [15]
thymol (11) 17.5
S. brevicalyx Pérou pulegone (10) 10.4
menthone (8) 12.3
[24]
carvacrol (12) 34
S. boliviana Pérou pulegone (10) 9.7
menthone (8) 10.7
S. forbesii Cap-Vert | geranial (6) 42.0 [25]
(Benth.)Briq néral (7) 312
S. punctata Zimbabwe | geranial (6) 52.5 [26]
(Benth.)Briq néral (7) 334
S. biflora Tanzanie Spathulenol (15) 11.9 [26]
Bisabolol (16) 8.77
S. masukensis Tanzanie Spathulenol (15) 22.36 [27]
B-Bourbonene (9) 5.53
S. pseudosimensis Tanzanie Spathulenol (15) 13.3 [27]
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Des études biologiques ont montré que les huiles essentielles de Satureja calamintha,
Satureja hortensis, Satureja thymbra possédent une activité antimicrobienne due

principalement a la présence du thymol, du carvacrol et de l'alpha-terpinéol [28].

D’autre part, Michaelakis et al. [29] ont étudié la composition chimique de I’huile
essentielle de Satureja spinosa L., Satureja parnassica subsp. parnassica Boiss., Satureja

thymbra et Satureja montana récoltés en Grece, ainsi que leurs activité insecticide vis-a-vis de

e N
)
0y @ 3) “@ C)) )
AN
0 0 o OH

Y @® ® (10) an

Culex pipiens.

OH

OH

12) (13) (14) 15) 16)

Figure 1: Structures des composés présents dans I’HE de quelques espéces du genre Satureja.
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4.2. Travaux antérieure sur les métabolites secondaires de quelques espéces du genre
Satureja

Un grand nombre d’espéces de Satureja ont fait, a ce jour, 1’objet d’études chimiques et de

tres nombreux métabolites secondaires ont été isolés, les travaux phytochimiques effectuds

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

Gohari et al., [30] ont isolé quatre flavonoides & partir de la partie aérienne de I’espéce
Satureja Atropatana Bonge: le 5,6°,3’trihydroxy-7,8,4'-triméthoxyflavone (17); le lutéoline
(18) ; le 5,6-dihydroxy-7,8,3',4" tetraméthoxyflavone (19) ou le 5- desméthoxynobiletine ; le
5,6,4'-trihydroxy-7,8,3"-triméthoxyflavone (20) ou thymonine.

Fransisco et al, [31] ont isolé des flavones lipophiles, 5,6,4'-trihydroxy-7,8,3'-
triméthoxyflavone (thymonine) (19), et le 5,6,4'-trihydroxy-7,3'-diméthoxyflavone (21) de
tissus superficiels des feuilles de 24 genres appartenant a la famille des Lamiaceae y compris

le genre Satureja.

En outre, Hernandez et al. [32] rapportent que 1’extrait des flavonoides de Satureja
parvifolia poussant a 1’état spontané en Argentine, a présenté une activité inhibitrice sur la

croissance des microorganismes a Gram positif et & Gram négatif.

Cetkovié et al., [33] ont montré que D’extrait éther de pétrole de I’espéce Satureja
montana L. subsp. Kitaibelii présente une bonne activité antimicrobienne et aucune activité

antioxydante.

Mchedlishvili et al., [34] ont montré que les flavonoides isolés & partir del’espéce

Satureja hortensis ont des propriétés hypolipidémiques.

Une étude réalisée sur les feuilles séche de I’espéce Satureja gilliesii a permis d’isoler a
partir de I’extrait diclorométhane CH,Cly, et d’identifier par les méthodes d’analyse spectrales
RMN 'H, ®C et SM, deux monoterpenes oxygénés : [’acetylsaturejol  (22) et
Iisoacetylsaturejol (23), ainsi que deux sesquiterpénes alcools : le (+)-t-cadinol (24) et le (-)-
cadin-4-en-1-ol (25) [35].

D’autre part, I’étude menée par Manriquez et al. [36], sur la partie aérienne fraiche sur

méme espece Satureja gilliesii a conduit a ’isolement d’un diterpéne oxygéné de formule

8
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brute CzoH340;. Ce composé a été identifié comme : le 8 a, 13 R-epoxylabd-14-ene-1a, 5a —
diol (26).

Une étude réalisée sur I’extrait méthanolique de Satureja parvifolia a révélé la présence de
deux acides triterpéniques : 1’acide ursolique (27) et 1’acide oléanolique (28), qui ont été
isolés pour la premiere fois de cette espéce. L’activité anti-spasmolytique de ces composés a

également été démontrée [37].

Une autre étude a été effectuée sur Pextrait de dichlorométane (CH,Cl,) des parties
aérienne de I’espéce Satureja khuzistanica cultivée en Iran, a permis d’isoler et identifier un
triterpéne (I’acide ursolique) (27) et deux stérols (le B-sitosterol (29) et -3-O-B-D-glucosyl-
sitosterol (30)) [38].

(18)
R R,
(19) OCH; OCH;
20) OH OCH,;
1) OH H
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Figure 2: Structures des métabolites secondaires isolés des especes de Satureja.
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III.  Recherche bibliographique sur I’espéce Satureja calamintha

1. Présentation de I’espéce Satureja calamintha

1.1. Classification systématique

La classification qu'occupe I’espeéce Satureja calamintha dans la systématique est la
suivante :
Domaine : Eucaryote.
Régne : plantea.
Classe : Magnolio.
Ordre : Lamiales.
Famille : Lamiaceae.
Genre : Satureja.
Espece : Satureja calamintha nepeta [8].

Figure 3: Photo de I’espéce Satureja calamintha nepeta.

Nom commun : Sarriette [39], baume sauvage, pouliot de montagne.
Nom botanique : Satureja calamintha subsp. nepeta (L.) Briq.
Synonyme : Calamintha nepeta [39].

Nom vernaculaire : ketéya, tourte, menta, Nabta.

Nom arabe : 1= [40].

1.2. Description botanique
L’espéce Satureja calamintha regroupe 3 subespeéces qui sont : Satureja calamintha
Scheele subsp. nepeta (L.) Briq, S. calamintha Scheele subsp. adscendens (Jord.), S.

calamintha Scheele subsp. silvatica Briq [8].

11
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C’est une petite plante vivace atteint une taille de 3040 cm de haut au parfum mentholé,
et est treés ramifiée depuis la base. Elle a des feuilles lancéolées et pointues a leur extrémité.

Les tiges sont plus ou moins velues et molles, elles portent des feuilles opposées, a pétiole
moyen, légérement dentées. Les fleurs, de couleur blanche & mauve, fleurissent de juillet &
octobre, d'un joli rose ou pourpre, sont groupées sur un pédoncule commun par deux ou trois.

Le fruit est formé de quatre akénes ovales et lisses [10].

1.3. Distribution géographique

La plante pousse a l'état sauvage en Asie, en Europe, et notamment dans le bassin
mediterranéen [41].

On rencontre cette espéce dans les sous-bois mais aussi sur les terrains incultes, le bord

des routes et dans le tell, surtout en montagne, jusqu’a 1500 métres d’altitude [8].

1.4. Propriétés thérapeutiques

Satureja calamintha est une excellente plante médicinale utilisée par la population locale
sous forme de décoction pour traiter les infections respiratoires bénignes et 1’indigestion.
Cette espece constitue un bon remede contre la toux et le thume, souvent mélangée a d'autres
plantes, comme le thym (Thymus vulgaris), elle favorise la sudation et fait baisser la fidvre.

Elle est ainsi préconisée pour traiter les infections intestinales,, asthénie, manque de
concentration, parasites, diarrhée, arthrite, fatigue psychique, douleurs, rhumatismes,
maladies infectieuses, cystite, et stress [42].

Satureja calamintha est une plante aromatique, utilisée comme stimulante, antiseptique,
tonique [43, 44], antispasmodique, stomachique, carminatif, fébrifuge, sudorifique et

expectorante [10].

2. Etude antérieur sur la composition chimique de I’huile essentielle de ’espéce
Satureja calamintha

La détermination de la composition chimique de I'huile essentielle de Satureja calamintha

a fait I'objet de plusieurs travaux dont lesquels, les auteurs avancent 'existence de différents

types chimiques au sein de cette espece.

12
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Une étude de la composition chimique de l'huile de Satureja calamintha subsp. nepeta

effectuée sur plusieurs échantillons provenant de la Belgique, montre que I'huile essentielle de

cette plante est riche en oxyde de pipériténone (37,8%), suivi de pulégone (33,2%) et d'oxyde

de pipéritone(17,0) es résultats obtenus sont résumés dans le tableau ci-dessous [45].

Tableau 3 : La composition chimique de I'huile essentielle de Satureja calamintha récolté en

Belgique.
Composés Pourcentage | Composés Pourcentage
% %

a-pinéne 0,2-0,6 trans-hydrate de sabinéne 0,1-2,4
3-pinéne 0,2-0,8 cis- hydrate de sabinéne t-0,1
Sabinéne 0,1-0,5 Menthone 6,3-8,9
Myrcéne 0,3-1,1 Isomenthone t-6,7
Limonéne 0,7-4,6 Menthol 1,4-7,5
Gis- F3-ociméne 0,1-0,9 Pipériténone 0,4-3,8
trans- 13-ociméne t-0,5 f3-caryophylléne 1,4-6,2
3-octanol 0,1-0,3 GermacreneD 0,4-1,6
a-terpinene t-0,5 Oxyde de pipéritone 8,4-17,0
y-terpinéne 0,2-0,9 Pulégone 11,5-33,2
Terpinoléne t- 0,3 Oxyde de pipériténone 59-37,8

D’autres travaux effectués sur l'huile essentielle de Satureja calamintha subsp. nepeta

récolté a coté d'Urbino (Italie) ont montré que cette huile est caractérisée par une forte teneur

en oxyde de piperitone (68.0%). La piperitenone oxide (3.6 %), le limonéne (2.0 %) et le

caryophylléne (1.3 %) sont également présents en faible proportion [46]. Les résultats obtenus

sont reportés dans le tableau ci-dessous.

13




Chapitre I 7

Tableau 4: La composition chimique de I'huile essentielle de Satureja calamintha récolté en
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Italie.
Composés Pourcentage | Composés Pourcentage
% %
a-pinene 0.2 Linalol 0.4
Sabinéne 0.2 Néo-menthol 0.4
J3-pinéne 0.3 oxyde de Piperitone 68.0
3-octanol 2.0 4-hydrixypiperitone 0.6
Myrcéne 0.3 Thymol 1.2
p-cyméne 0.2 Oxyde de Caryophylléne 0.2
1,8-cinéole 0.2 Piperitenone oxide 3.6
Limonéne 2.0 Eugénol 0.1
y-terpinéne 0.2 caryophylléne 13
Trans-hydrate de sabinéne 0.2 Carvone 0.2
3-nonanol 0.2 Piperitenone 0.1

L’étude de la composition chimique de I’huile essentielle de 1’espéce d’origine Serbe

[47], a montré que les composés contient majoritaires sont : la pulégone (75,5%), de I’oxyde

de piperitone (6,0%), de la menthone (5,3%) et du menthol (4,3%).

Enfin, T’huile essentielle d’une population de Calamintha nepeta originaire du Maroc

réalisées par Satrani et al., [48], contenait le p-cymene (20.9%), y-terpinene (18.7%), et le

thymol (34.94%) comme produits majoritaires.

L’analyse chimique de I’huile essentielle de 1’espéce Satureja calamintha récolté en
Algérie dans trois régions (Annaba, Jijel et Blida) a été réalisée par chromatographie en phase

gazeuse couplée a la spectroscopie de masse. Les principaux composants et leurs

pourcentages sont consignés dans le tableau suivant.

14
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Tableau 5: La composition chimique de l'huile essentielle de Satureja calamintha récolté en

Algérie (Annaba [49], Jijel [49] et Blida [50]).

N° | Composés Pourcentage (%)
Annaba Jijel Blida
1 | o-Thujene 0.52 0.09 _
2 | 1R-0-Pinene 0.66 0.7 0.2
3 | 1,2-diisopropenylcyclobutane 4.68 _ _
4 | L-B-Pinene 0.58 1.33 0.1
5 | 3-Octanol 2.32 0.96 0.1
6 | a-Terpinene _ 0.27 _
7 | (+)-4-Carene _ 0.31 _
8 | 0-Cymene 0.17 _ _
9 | D-Limonene _ 1.94 0.1
10 | B-Phellandrene 0.23 0.26 _
11 | B-cis-Ocimene _ 0.76 _
12 | y-Terpinene 0.13 0.23 _
13 | Cis-Sabinene hydrate _ 0.14 t
14 | Cyclohexanone,2 (1methylethylidene) 20.32 9.37 _
15 | Menthone 5.97 26.46 0.2
16 | 3-Octanol-acetate _ 0.35 _
17 | Rose oxide 0.89 _ _
18 | Pulegone 1.72 14.04 39.5
19 | Piperitone oxide 54.71 22.26 1.5
20 | Cis-Carveol _ 0.16 _
21 | Thymol 1.92 0.26 _
22 | Diosphenol 0.32 0.43 _
23 | Piperitenone _ 0.2 _
24 | Jasmatone 0.33 0.25 _
25 | p-Cubebene 1.47 5.51 _
26 | B-Elemen _ 0.27 _
27 | o-Gurjenene 0.61 _ _
28 | y-Muurolene _ 0.16 _
29 | Z-B-Farnesene _ 0.48 .

15
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30 | a-Caryophellene _ 0.73 _
31 | Elixene _ 1.93 _
32 | Allo-aromadendrene _ 0.6 _
33 | Caryophyllene 0.49 4.33 _
34 | a-Muurolene _ 0.93 _
35 | y-cadinene _ 0.77 -
36 | (-)-o-Panasinsen _ 0.23 _
37 | a-Cadinene _ 1.84 _
38 | Palustrol 0.79 _ -
39 | 3-Oxo-0-ionone _ 0.25 _
40 | Phytol _ 0.56 _
41 | Isomenthone _ _ 19.6
42 | neo-Menthol _ _ 33.0
43 | Eucalyptol _ . 2.8
44 | Palustrol _ _ 0.1
45 | Spathulenol _ _ 0.1
46 | Caryophyllene oxide _ _ 0.1
47 | Isopiperitenone _ t
48 | Carvacrol _ _ 0.2
49 | Neoisomenthol _ _ 0.1

L’huile essentielle provenant d’Annaba est caractérisée par la présence de: piperitone
oxide (54.71%), cyclohexanone,2-(1 methylethylidene)- (20.32%), et menthone (5.97%)
comme produits majoritaire, d’autres composés sont également présents dans cette essence,
mais a des teneurs relativement faibles : 1,2-diisopropenylcyclobutane (4.68%), 3-octanol
(2.32%), thymol (1.92%) et la pulegone (1.72%).

Par ailleurs, les composés majoritaires de 1’huile essentielle de I’espece récoltée dans la
région de Jijel sont : la menthone (26.46%), la piperitone oxide (22.26%), la pulegone
(14.04%) et la cyclohexanone,2-(1 methylethylidene) (9.37%). d’autres constituants sont
également présents avec des pourcentages moins importants a savoir : le B-Cubebene (5.51%),
le Caryophyllene (4.33%) et I’Elixene (1.93%).
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Enfin, I’étude de la composition chimique de I’huile essentielle de cette espéce récoltée a
Blida a révél¢ la présence des composés ayant un pourcentage moins important : la Pulegone
(39.5%), le neo-Menthol (33.0%), I’Isomenthone (19.6%), I’Eucalyptol (2.8%), la Piperitone
oxide (1.5%)

Cette recherche bibliographique nous a permis de montré la richesse, en termes de
diversité structurale, des molécules organiques entrant dans la composition des huiles
essentielles et ceux qui ont été isolé du genre Satureja, en particulier les flavonoides et les

terpnoides.
D’autre part, les travaux réalisés sur la composition de ’huile essentielles de 1’espéces

Satureja calamintha nous a permis de constater que ’HE de cette espéce est riche en

monoterpénes oxygeénés suivis des monoterpenes hydrocarbonés puis les sesquiterpénes.
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I. Extraction de métabolites secondaires de I’espéce Satureja calamintha
1. Matériel végétal
La plante Satureja calamintha a été collectée au mois d’aolit 2016 dans la région de
Constantine.
La plante (feuilles, fleurs), fraichement récoltée, est laissée sécher & I’ombre dans un
endroit sec et aéré pendant quinze jours, puis conservée dans des flacons jusqu'a I’utilisation

ultérieur pour les différentes extractions des principes actifs.

Figure 4 : La partie aérienne seche de 1’espéce Satureja calamintha.

2. Protocole d’extraction
Pour la préparation des extraits, & partir de la partie aérienne de Satureja calamintha, nous

avons adoptée deux protocoles :

a- 1% protocole

La matiére végétale séche (40 g) est mise en contact avec ’hexane (780 ml) pendant 6
jours, le solvant est filtré, puis concentré grice a un évaporateur rotatif 4 une température de
30°C, on a obtenu D’extrait hexanique (EH). La plante a subi une 2°™ macération dans
’acétate d’éthyle (425 ml) pendant 5 jours. Aprés filtration, le solvant est évaporé 4 sec, 1.06g
de I’extrait acétate d’éthyle ont été obtenus. Le résidu (la plante) a été mise & macérer une
autre fois dans le méthanol (340 ml) durant 5 jours, puis le solvant est filtré et évaporé a sec
sous pression réduite a 40°C pour donner I’extrait méthanolique.

Le protocole d’extraction est présenté dans la figure 5.
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40g de matiére végétale sec

- Macération dans [’hexane
pendant 6 jours.

- Filtration.

A\ 4 A 4
Marc 1 Filtrat

- Macération dans 1’acétate l— Evaporation a sec.
d’éthyle pendant 5 jours.
- Filtration

[ Extrait hexanique (EH) ]

Marc 2 Filtrat

- Macération dans le méthanol -Evaporation a sec.

pendant 5 jours y
- Filtration LExtrait d’acétate d’éthyle (EA) J

A 4 A 4

Marc 3 Filtrat

- Evaporation a sec

A 4

{ Extrait méthanolique (EM). ]

Figure 5: Protocole adopté pour la préparation de I’extrait hexanique (EH), d’acétate
d’éthyle (EA) et méthanolique (EM).
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b- 2°™ protocole

D’une part I'extrait méthanolique (9 g) de la partie aérienne de la plante a été préparé par
une macération, le matériel végétal sec a été macéré dans le méthanol absolu (320 ml)
pendant 5 jours. Apres filtration et évaporation a sec du solvant, nous avons obtenu 2.79 g de

I’extrait méthanolique brut (EMb).

L’extrait chloformique a été préparé & partir de la macération de 68.3 g de la partie
acrienne de la plante dans de chlorforme 4 la température ambiante pendant 5 jours, ensuit le

mélange est filtré sur papier filtre et évaporé a sec.

Etude de la composition chimique de ’espéce Satureja calamintha

Ce protocole est schématisé dans la figure ci-dessous.

Matiere végétale sec

-Macération dans un solvant organique
pendant 5 jours.

-Filtration.

Marc

Figure 6: Protocole adopté pour la préparation des extraits chloroformique (EC) et

méthanolique brut (EMb).

A 4

Filtrat

-Evaporation a sec.

v

[ Extrait brut ]
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3. Calcul du rendement :

Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée aprés évaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par rapport & la masse initiale de la plante soumise a ’extraction.
Le pourcentage en extraits de la plante est calculé par la formule suivante :

R% = (P/Pg) x 100

R (%) : Rendement exprimé en %.
P : Poids en gramme de ’extrait sec résultant.
Py : Masse en gramme du matériel végétal i traiter.
Les cinq extraits : L’extrait chloroforme (EC), 1’extrait méthanolique brut (EMb), I’extrait
hexanique (EH), I’extrait acétate d’éthyle (EA) et I’extrait méthanolique (EM) obtenus sont de

couleur et d’aspect différents (tableau 6).

Tableau 6 : Aspect, couleur et rendement de différents extraits de Satureja calamintha.

Extraits Aspect Couleur masse (g) Rendement (%)
EH Péteux Jaune 1.06 2.65
EA Péteux verdatre 1.87 4.68
EM visqueux Vert foncé 3.97 9.93
EC Pateux vert 1.27 1.86
EMb visqueux Vert foncé 2.79 31

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que le rendement le plus élevé a été observé
avec I’extrait méthanolique brut (31% m/m) et le plus faible celui de 1’extrait chloroformique

(1.86% m/m). La figure suivante représente le rendement de différents extraits de notre

plante.

35
30
25
20
15
10

Rendement %

o L mwmem
EC EH EA EM EMb
Extraits

Figure 7 : Rendement des extraits de Satureja calamintha.
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4. Analyse des extraits par CCM

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple
dont le principe est basé sur le phénomene d'adsorption. Elle est utilisée dans la séparation et
I’identification des molécules pures, les extraits (mélange complexes de métabolites) et les
échantillons biologiques.

Pour mieux voir la richesse de nos extraits en métabolites secondaires, nous avons soumis
Iextrait méthanolique, hexanique et acétate d’éthyle a une analyse par chromatographique sur
couche mince.

Trois microlitres de chaque extrait sont déposés & des points précis, & lem du bord
inférieur de la plaque de gel de silice. Aprés le développement du chromatogramme, et
lorsque le front du solvant d’élution a atteint la ligne supérieure, la plaque a été retirée, séchée
et examinée sous la lampe UV a 365nm. La révélation a été réalisée par une solution saturée
de NaOH.

Apres plusieurs essais nous avons constaté que 1’éluant qui donne une bonne séparation
des constituants des extraits est un mélange de cyclohexane/acétate d’éthyle ; 2/1 : v/v.

Les résultats obtenus de la chromatographie sur couche mince de différents extraits sont

représentés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Les résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits des feuilles de

Satureja calamintha.

Couleur du spot
Rf Avant révélation | Aprés révélation
0.26 jaune jaune
0.33 vert orange
0.46 vert orange
EH 0.57 jaune jaune claire
0.73 jaune jaune claire -
0.95 jaune jaune claire
0.26 jaune orange
0.44 vert orange
EA 0.55 vert orange
0.66 jaune orange
0.97 jaune orange
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0.26 vert orange
0.31 vert orange
EM 0.42 vert claire orange
0.53 jaune péle rose
0.64 vert rose claire

Figure 8 : Chromatogramme sur CCM des extraits (EH, EA, EMb).

Par comparaison avec la littérature [51], la présence des spots de coloration jaune et vert
dans les chromatogrammes de nos extraits indique la présence des flavonols et des

anthocyanidnes.

S. Screening phytochimique

L’espece sélectionnée est soumis 4 un screening phytochimique dans lequel nous avons
voulu caractériser un certain nombre de familles de substances naturelles.

Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, il existe plus de 200000
métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique en I’occurrence, les
composés terpéniques, les alcaloides, les composés acétyléniques, les cires, et les composés
phénoliques [52].

Ils ont de nombreuses applications pharmaceutiques, ils convient d’explorer ces produits
naturels pour leurs propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et
anticancéreuses [53].

Dans cette partie de ce chapitre, nous présenterons des réactions qui portent sur la
recherche des principaux groupes chimiques de la plante. Elles permettent d’avoir des

informations préliminaires sur la composition chimique du végétal.
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1. Les terpénes et les triterpénes
1.1. Les terpénes
a- Définition

Les terpénes représentent le groupe le plus diversifié des métabolites secondaires des
vegétaux. Leur classification est basée sur le nombre de répétition de 1’unité de base isoprénes
(a 5 atomes de carbone).
Plusieurs des terpénes ont été isolés a partir des fleurs, des tiges, des racines et des différentes
parties des plantes [54]. Ils sont surtout reconnus pour leurs actions stimulantes et anti-

infectieuses [55].

b- Recherche des terpénes
On prend 0.5g de ’extrait 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 (H,SOy). Le virage de la couleur du bleu au vert indique la présence des terpénes.

1.2. Les triterpénes

a- Définition
Les triterpénes ont la formule moléculaire C;oHus. Ils résultent de la condensation de six
molécules d'isopréne, et dérivant du squaléne, par une variété de cyclisations et d’autres

modifications [56].

b- Recherche des triterpénes
Il consiste a dissoudre I’extrait dans un mélange d’anhydre acétique /chloroformique (5/5 :
V/V), puis on filtre et on traite le filtrat par quelque gouttes d’acide sulfurique concentré. Si
cette réaction donne des colorations verte-bleue et vert-violette, elle indique alors la présence
des composés triterpéniques.

Les résultats sont résumes dans le tableau ci-dessous.

Tableau 8 : Résultats du test phyochimique pour les terpénes et les triterpénes.

EMb EH EA EC
Terpénes + + + +
Triterpénes + + + £
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Généralement, tous les extraits possédent une teneur importante en terpénes et triterpénes.

Une coloration verte-violette apparait indique leurs présence

2. Stéroides et des stérols

a- Définition
La majorité des stéroides sont des alcools, on les appelle stérols [57], Un stérol est un
composé organique possédant un noyau de stérane dont le carbone 3 est porteur d'un groupe
hydroxyle et plusieurs cycles accolés, il contient au moins 27 atomes de carbone.
Les stéroides ont un potentiel thérapeutique dans domaines les plus divers : antiviraux,

insecticides et analgésiques [58].

b- Recherche des stéroides et des stérols
Un volume de I’extrait est placé dans erlenemeyer. Aprés évaporation a sec, le résidu est
solubilis¢ avec 10ml du chloroforme. Ensuite, on mélange 5ml de la solution chloroformique
avec 5ml 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 révéle par I’apparition d’une
coloration violacée fugace virant vert.

Le tableau suivant résume les résultats obtenus.

Tableau 9 : Résultats du test phytochimique pour les stéroides et stéols.

EH EC EA EMb

Stéroides et Stérols + traces + ++

Il est signalé que les stérols et stéroides sont présentés en faible quantité dans 1’extrait
chloroformique alors que d’autres extraits ont une teneur importante en stérols et stéroides

notamment 1’extrait méthanolique brut.

3. 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 lié au moins un
groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que: éther, ester,
hétéroside [59].
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b- Recherche des phénols
L’extrait brut a été mélangé avec 2ml de la solution de FeCl; & 2%. Le changement de

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

Tableau 10 : Résultats du test phytochimique pour les phénols.

EH EC EA EMb

Phénols + traces + ++

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

extraits étudiés sauf 1’extrait chloroformique qui présent a 1’état de traces.

4. Les flavonoides

a- Définition
Le terme flavonoides désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphenols [60]. Ce sont des polyphenols ayant une structure de base en C6-C3-
C6, constituée de deux noyaux aromatiques reliés par un hétérocycle oxygéné.
Par ailleurs, on attribue aux flavonoides de potentielles activités biologiques telles

qu’inflammatoires, antimicrobiennes, anti-oxydantes et anti-cancérigénes [61].
b- Recherche des flavonoides
Une fraction de Dextrait est traité avec de I’acide sulfurique (H,SO4) concentré, et

I’observation de la formation de la couleur jaune orange indique la présence des flavonoides.

Tableau 11 : Résultats du test phytochimique pour les flavonoides.

EH EC EA EMb

flavonoides - traces + ++

Les flavonoides sont détectés dans la plante avec une présence importante en extrait

méthanolique par rapport aux autres, caractérisées par la coloration jaune orange.

En conclusion, le screening phytochimique réalisé sur les différents extraits de 1’espéce

Satureja calamintha révéle la présence de plusieurs familles de composés chimique.
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6. Extraction de I’huile essentielle
1. Principe d’extraction
L'hydrodistillation proprement dite, est la méthode normée pour l'extraction d'une huile
essentielle ainsi que pour le contréle de qualité [62]. Le principe de I'hydrodistillation
correspond a une distillation hétérogéne.
La distillation peut s'effectuer avec ou sans recyclage de la phase aqueuse obtenue lors de
la décantation. Le principe de recyclage est communément appelé cohobage. En laboratoire le
systtme €quipé d'une cohobe qui est généralement utilisé pour l'extraction des huiles

essentielles en accord avec la Pharmacopée Européenne est le Clevenger [63].

2. Protocole d’extraction

L’extraction de I’huile essentielle (HE) de I’espéce Satureja calamintha a été réalisée par
hydrodistillation en utilisant un appareil de type Clevenger. Pour cela, 30 g de la partie
aérienne s¢ches sont introduites dans un ballon de 2 litre rempli d’environ 1L d’eau distillée.
Le tout est porte a ébullition (100°C) pendant trois heures. Les vapeurs riches en huile
essentielle surmontent la colonne de Clevenger et sont condensées dans le réfrigérant, Le
liquide recueilli résulte en un distillat avec une couche d’huile mince a la surface qui sera par
la suite séparée, aprés repos du liquide. L’HE récupérée a été conservée au réfrigérateur dans

un flacon en verre opaque hermétiquement fermés a une température de 4°C.

Figure 9 : montage d’extraction de ’huile essentielle par clevenger.

L’huile essentielle de Satureja calamintha est trés aromatique, elle est caractérisée par un
aspect liquide, une couleur jaune péle et une odeur menthée agréable.

Le rendement obtenu en huile essentielle de notre plante est de 1’ordre de 1.16%.
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3. Analyse de I’huile essentielle par CPG/SM

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse
(CPG/SM) permet d’effectuer simultanément la séparation et 1’analyse des différents
constituants d’'un mélange complexe. Le couplage CPG/SM est la technique la plus utilisée
dans le domaine des huiles essentielles et réunit le meilleur de ces deux techniques. Ce
couplage répond aux exigences de base de toute analyse et qui sont :

v' La séparation.

v L’identification.

v La mesure quantitative.

Il permet de connaitre, dans la grande majorité des cas, la masse moléculaire d’un
composé et d’obtenir des informations structurales relatives & une molécule a partir de sa
fragmentation. Dans la source d’ionisation les molécules sont bombardées a 1’aide d’électrons
(dans le cas de I’impact électronique), conduisant ainsi & la formation des ions en phase
gazeuse. Les ions sont ensuite dirigés vers la partie analytique de ’appareil.

Il existe plusieurs analyseurs de masse mais les plus utilisés pour ’analyse des huiles

essentielles sont le « quadripdle » et le « piége a ion ».

3.1. Conditions opératoires
Afin de connaitre la composition chimique de I’huile essentielle de Satureja calamintha,

une analyse chromatographique par CPG/SM a été réalisée dans les conditions suivantes :

-Injecteur

Température : 250°C

Mode d’injection : Split 50:1
Volume injecté : 0.2 pl

-Colonne

Type : HP-5MS

Dimensions : long 30 m * D int 0.25 mm * épaisseur film 0.25 pm

Phase stationnaire : 5% Phenyl 95% dimethylpolysiloxane. (Autre : Spécifier)
-Température du four : 50°C pendant 5 min, 5°C/min jusqu’a 280°C.
Isotherme pendant 20 min.

Durée d’analyse : 71 min
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Gaz vecteur : Hélium pureté : N 6
Deébit GV : 0.8 ml/min

-Détecteur de masse

Mode d’analyse : Scan TIC (de 30 a 550)
Délai du solvant : 3.5 min

Température de I’interface : 270 °C

Type d’ionisation : Impact électronique
Intensité du filament : 70 év

Type de I’analyseur de masse : Quadripdles

Température de la source : 230 °C

-Equipement :
Chromatographe : Hewlett Packard Agilent 6890 plus
Spectrometre de masse : Hewlett Packard Agilent 5973

3.2. Analyse de la composition chimique de I’huile essentielle

L’analyse chimique de ’huile essentielle a été réalisée par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectroscopie de masse. Les principaux composants et leurs
pourcentages ont été déterminés ainsi que le temps et les indices de rétention sont représentés

dans le tableau suivant.
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Le profile chromatographique est illustré dans la figures suivante :
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Figure 10 : Profil chromatographique de I’huile essentielle de Satureja calamintha par
CPG/SM.

Tableau 12 : Résultats d’analyses chromatographiques (CPG/SM) de I’huile essentielle de
Satureja Calamintha.

N° Nom du composé TR Pourcentage % de
composés

1 | a-Thujene 8.380 0.0689

2 | -Pinéne 8.609 1.0188

3 | Camphéne 9.131 0.0557
4 | B-Pinéne 10.160 1.4171

5 | 1-Octen-3-ol 10.498 0.1118

6 | B-Myrcene 10.764 0.9699

7 | 3-Octanol 11.070 1.3472

8 | a-Terpinéne 11.623 0.3120

9 | 1-Limoneéne 12.108 6.2522
10 | Cis-Ocimene 12.419 0.1520
11 | B-Ocimene 12.769 0.0586
12 | y- Terpinéne 13.096 0.4806
13 | Cis- Sabinéne hydrate 13.458 0.5680
14 | o - Terpinoléne 14.071 0.1623
15 | Cis- B -Terpinéol 14.491 0.1225
16 | NI 15.251 0.2443
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17 | 1-Menthone 16.222 0.1277
18 | Isomenthone 16.650 10.4382
19 | Isopulegone 16.942 1.1509
20 | 4- Terpineol 17.028 1.1498
21 | NI 17.888 0.390
22 | Pulegone 19.153 35.6673
23 | Cis-Piperitone oxide 19.474 9.9618
24 | NI 19.631 0.4508
25 | NI 19.861 0.2718
26 | Piperitenone 21.748 0.5236
27 | Piperitone oxide 22.694 21.6051
28 | S - Bourbonene 22.875 0.2815
29 | NI 23.0506 0.2222
30 | NI 23.378 0.2307
31 | Trans- S -Caryophylléne 23.768 0.9577
32 | a-Humuléne 24.627 0.2442
33 | D-Germacrene 25.328 1.7398
34 | Bicyclogermacrene 25.694 0.6320
35 | Naphthalene, 1,2,3,5,6,8a-hexahydro-4,7- 26.313 0.0634
dimethyl-1-(1-methylethyl)-, (1S-cis)-

36 | Spathulenol 27.711 0.2905
37 | Manoyl oxide 36.831 0.1172
38 | Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester 43.350 0.1419

de l’huile essentielle de Satureja calamintha sont

fortes teneurs en monoterpeénes oxygénés (80.74%) et monoterpénes hydrocarbonés sont
présents avec une concentration non négligeable de ’ordre de 11.51%, Cependant, les
sesquiterpénes oxygeénés sont présents en faibles quantités (0.29%) et les sesquiterpénes

hydrocarbonés avec un pourcentage d’ordre 3.67%. Ces résultats sont représentés dans la

figure 11.
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L’analyse a pu mettre en €vidence la présence de 38 composants, les produits majoritaires
: 1-Limoneéne (6.25%), Isomenthone

(10.43%), Pulegone (35.66%), Cis-Piperitone oxide (9.96%), Piperitone oxide (21.60%).

La composition chimique de I’huile essentielle dans cette étude est caractérisée par de
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Figure 11 : Histogramme de 1’analyse CPG-SM de l'huile essentielle de Satureja calamintha.

7. Dosage des polyphénols totaux
Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires largement
répandues dans le régne végétal étant trouvé dans tous les fruits et les Iégumes. Ces composés
sont présents dans toutes les parties des plantes mais avec une répartition quantitative qui
varient entre les différents tissus. Ils ont caractérisé par leur effet antioxydant, effet protecteur
contre l'apparition de certains cancers...

Le dosage des polyphénols totaux est effectué par la méthode de Folin-Ciocalteu [64].

7.1. Principe
Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW,040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMO;,04). Il est réduit
lors de l'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne.
La coloration produite, dont I'absorption maximum & 765nm, est proportionnelle a la quantité

de polyphenols présents dans I’extrait [65].

Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupements
hydroxyles présents dans l'extrait. En milieu alcalin, le réactif du Folin-Ciocalteau, oxyde les
phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses hétéropolyacides, d'oti la formation d'un

complexe bleu [66].
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7.2. Mode opératoire
On introduit 1ml de chaque solution d’extrait dans des tubes & essais secs ; on lui ajoute 5
ml d’eau distillée et 0.5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dans chaque tube; on agite

vigoureusement puis on laisse agir 5 min avant d’ajouter 4 ml de carbonate de sodium a 7.5%.

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

On procéde la méme opération pour I’acide gallique a différentes concentrations en
introduisant 1 ml de solution dilué dans une série de tubes et ajout des autres réactifs. Le
blanc est représenté par I’eau distillée additionné du Folin-Ciocalteu, et de carbonate de

sodium.

Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits de S. calamintha sont
calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenu en utilisant 1’acide gallique comme

standard.

4 Préparation de la solution d’extrait :

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

+ Préparation des solutions d’acide gallique :
Les solutions ont ét€ préparé a partir d’une solution mére : 1 mg d’acide gallique solubilisé
dans 2 ml de méthanol, puis différentes concentrations allant de : 0.125 jusqu’a 0.0156 mg/ml

ont été préparées.

+ Droite d’étalonnage de ’acide gallique
Une courbe d’étalonnage est préparée en utilisant 1’acide gallique comme standard, dans les
mémes conditions que les échantillons.
Les absorbances de différentes concentrations de 1’acide gallique sont représentés dans le

tableau suivant :

Tableau 13 : Absorbances de la gamme de concentration d’acide gallique.

Concentration (mg/ml) 0 0.0156 | 0.0313 | 0.0625 0.125

Absorbance 0.038 0.274 0.438 0.686 1.546
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On peut représenter la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (figure 12) en prenant la
concentration (mg/ml) en fonction de 1’absorbance. Le coefficient de corrélation étant R*=
0,9907.

L8 1 y=11,706x + 0,0476
16 - R = 0,9907 PR
14 -

1,2 -

0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -

absorbance a 765

1

0 0,05 0,1 0,15

concentration d'acide gallique mg/ml

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

Les concentrations des polyphénols totaux sont calculées a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (y = 11,706x + 0,0476).
Les résultats ont été exprimés en milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme de

I’extrait (mg EAG/g d’extrait) en appliquant la formule suivante :

| Cc=@*V)/m |

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

¢ : La concentration de I’extrait équivalent a I’acide gallique établie a partir de la courbe
d’étalonnage (mg/ml).

V : Volume de ’extrait (ml).

m : Le poids sec d’extrait (g).

7.3. Résultats et discussion
Dans cette étude nous avons déterminés les teneurs en polyphénols totaux dans deux
extraits, I’extrait acétate d’éthyle (EA) et I’extrait méthanolique brut (EMb). Les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau et la figure ci-dessous.
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Tableau 14 : Teneurs en polyphénols totaux existant dans les extraits EA et EMb

Extraits Teneurs en polyphénols (mg /g)
EA 0.230
EMb 5.228

Teneurs en polyphénols (mg/g)

EA EM
Extraits

Figure 13 : Teneurs en polyphénols des extraits de Satureja calamintha.

L’analyse quantitative de la teneur en polyphénols totaux par la méthode de Folin-
Ciocalteu montre la présence de quantités importantes de substances phénoliques pour
Iextrait méthanolique (5.22 mg /g), dont le taux est presque quatre fois plus que celui de

’extrait d’acétate d’éthyle (0.230 mg /g).

D’une maniere générale, les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une plante a
une autre de la méme famille mais également en fonction des paramétres de 1’extraction
solide-liquide des polyphénols, la température, le solvant d’extraction, la taille des particules

et le coefficient de diffusion de solvant.
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Chapitre IIT Etude de Iactivité biologique de ’espéce Satureja calamintha

I. Etude de Pactivité anti-oxydante de I’espéce Satureja calamintha

L’activité anti-oxydante d’un composé correspond & sa capacité a résister a 1’oxydation.
Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche 1'oxydation d'autres substances
chimiques.

L'oxydation fait partie d'une réaction d'oxydoréduction qui transfére des électrons d'une
substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire des radicaux qui entrainent
des réactions en chaine destructrices. Les antioxydants sont capables d'arréter ces réactions en
chaine en se réduisant avec les radicaux et annihilant ainsi leur action. Ces propriétés sont
présentes surtout dans les familles des thiols et des phénols.

Bien que les réactions d'oxydation soient nécessaires a la vie, elles peuvent aussi étre
destructrices : les plantes et les animaux utilisent et produisent de nombreux antioxydants
pour se protéger, tels le glutathion, la vitamine C et la vitamine E, ou des enzymes telles

la catalase, la superoxyde dismutase et certaines peroxydases.

1. Principe

Cette méthode est basée sur la réduction d’un radical libre trés stable : le 2,2'- Diphényle-
1-picrylhydrazyl (DPPH) en présence d’un antioxydant donneur. Ce dernier est réduit a la
forme d’hydrazine (non radical) en acceptant un atome d’hydrogéne. La réduction du radical
libre (DPPH) par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie, en mesurant la
diminution de 1’absorbance 4 517 nm provoquée par la présence d’un donneur d’hydrogéne
[67].

Dans ce test les antioxydants réduisent le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl ayant une
couleur violette en un composé jaune (Figure 14), Le DPPH se décolore lorsque 1’électron
célibataire s’apparie. Cette décoloration est représentative de la capacité des composés
phénoliques a piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques.

Dans cette partie de ce chapitre nous allons étudier activité antioxydant de deux

extraits : ’extrait methanolique et I’extrait d’acétate d’éthyle.

Q -
Q Anti-oxydant ozN—Q—NH—N
@ - @

Figure 14 : Réduction du radical libre DPPH.
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2. Protocol expérimentale

- Préparation de la solution de DPPH

Une solution méthanolique de 0.004 % de DPPH' a été préparé fraichement avec 4 mg de
DPPH dissout dans 100 ml de méthanol.

- Préparation des échantillons

La solution mére de I’extrait est préparée dans le méthanol & une concentration de 5mg/ml.

Des dilutions sont réalisées de fagon a avoir des concentrations allant de 0.1 3 5 mg/ml.

- Préparation du standard

La solution est représentée par une solution méthanolique d'un antioxydant standardn:

vitamine C. I’opération est faite dans les mémes conditions que les échantillons.

- Mise en ceuvre pratique

On introduit 1ml de chaque solution de I’extrait 4 étudié dans un tube i essai, on lui ajoute
2ml de solution méthanolique de DPPH, puis on le laisser incuber 30 min a température
ambiante et & I’abri de la lumiére. Toutes les lectures sont effectuées & 517 nm a ’aide d’un
spectrophotomeétre UV-visible

Le blanc est représenté par le méthanol, Le témoin négatif est composé de 2 ml de la

solution méthanolique de DPPH et 1 ml de méthanol, et le témoin positif est représenté par

une solution méthanolique de vitamine C.

L’activité est définie par I’indice de la réduction de I’activité antiradicalaire en pourcentage
ou I’absorbance du mélange réactionnel qui contient le radical libre et 1’échantillon de
’antioxydant. Elle est reliée avec 1’absorbance du mélange sans aucun antioxydant (solution

témoin ou contréle) suivant cette relation :

% inhibition= [(Abs ¢ — Abs e)/ Abs c] x 100

Abs ¢ : Absorbance du contrdle négatif.

Abs e : Absorbance de 1’échantillon testé.

Nos résultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de trois mesures obtenues.
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Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur ICsq qui est la concentration du substrat
qui cause la perte de 50% de ’activité du DPPH [68].

Les résultats peuvent étre aussi exprimés en puissance antiradicalaire [69].
ARP=1/ IC50

ICsp : Concentration de 1’extrait nécessaire pour réduire a 50% la concentration initiale du

radical DPPH.

ARP : Puissance anti radicalaire

3. Résultats et discussion

Pour étudier ’activité anti-oxydante de 1’extrait méthanolique et d’acétate d’éthyle, nous
avons retenu la méthode qui utilise le DPPH (diphényl picryl-hydrazyl) comme un radical
libre [70]. Nous avons choisi la méthode DPPH en raison de sa simplicité, rapidité, sensibilité
et de sa reproductibilité, mais aussi parce que les mesures ICsy exprimées en mg/ml sont
comparables entre elles et non pas seulement a celle d’une référence.

Pour cette évaluation, deux approches sont appliquées : d’une part, la détermination du
pourcentage d’inhibition et d’une autre part' la détermination de la réduction relative du
radical DPPH a un temps de référence ou la détermination de la quantité d’antioxydant

nécessaire pour réduire 50 % de DPPH.

Apres mesures spectrophotométriques, Les valeurs obtenues ont permis de tracer des
courbes ayant une allure exponentielle avec présence d’une phase stationnaire qui signifie la
réduction presque totale du DPPH en sa forme non radicalaire. A partir de ces courbes nous
pouvons déterminer les pourcentages d’inhibition obtenus en fonction des concentrations
utilisées ainsi que la valeur de I’ICsy pour chaque extrait. Plus la valeur de 1’ICs, est petite,

plus ’extrait posséde une bonne activité anti-oxydante.

L'activité est considérée comme une diminution de l'absorbance de I'échantillon par
rapport a la solution standard de DPPH.
Les résultats de mesure des pourcentages d’inhibition des extraits étudiés sont illustrés dans le

tableau 15 ainsi que dans la figure 15.
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Tableau 15 : Variation des absorbances et pourcentage de réduction du radical libre DPPH"
en fonction des différentes concentration de I’extrait méthanolique (EM), d’acétate d’éthyle
(EA) et du standard (Vit C).

Concentration mg/ml | 0.1 0.125 | 0.25 0.5 1 2 4 5
absorbance 0.504 | 0.443 | 0.283 | 0.168 | 0.142 | 0.081 | 0.073 | 0.061
EM % d’inhibition 13.99 |24.40|51.70 | 71.33 | 75.76 | 86.17 | 87.54 | 90.61
absorbance 0.530 | 0.510 | 0.494 |0.294 |0.238 | 0.170 | 0.157 | 0.132
EA % d’inhibition | 9.55 12.96 | 15.69 | 49.82 | 59.38 | 70.98 | 73.20 | 77.47
absorbance 0.314 | 0.286|0.175 | 0.084 | 0.062 | 0.056 | 0.042 | 0.032
Vit C | % d’inhibition | 46.24 | 51.19 | 70.13 | 85.66 | 89.41 |90.44 | 92.83 [ 94.53
100
90 —— -
> g
A 1 Qf% i
70 e __m i
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Z 501 =EM
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Figure 15 : Pourcentage de réduction du radical libre DPPH de I’extrait méthanolique (EM),
d’acétate d’éthyle (EA) et du standard (Vit C).

Les résultats obtenus montrent que le pourcentage d’inhibition est fortement dépendant
des concentrations en substrat, et ce pour les extrais ainsi que pour la vitamine C. Plus
précisément 1’augmentation en concentration de I’échantillon provoque I’élévation de
pourcentage d’inhibition du radical libre et par conséquent 1’augmentation de I’activité anti-

radicalaire.
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cette augmentation est proportionnelle a la concentration de la solution jusqu'a la fin de

I’expérimentation ou le pourcentage d’inhibition arrive a se stabiliser. L’ICsy est trés

Etude de I’activité biologique de I’espéce Satureja calamintha
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importante avec une valeur de 0.29 mg/ml.

L’activité antioxydante des extraits étudiés est exprimée en ICs, et les résultats obtenus

sont rapportés dans le tableau 16.

Tableau 16: L’ICso et ’ARP des extraits méthanolique brut (EMb), d’acétate d’éthyle (EA)

et du standard.
ICsp (mg/ml) | ARP
EA 0.50 2
EM 0.35 2.85
Vit C 0.29 3.44

Pour I’acide ascorbique, on assiste a une augmentation du pourcentage d’inhibition et

Ces résultats sont représentés ainsi sur un histogramme (Figure 16).

ARP

IC50

/ Vit C
" EM

" EA

W EA
mEM
Vit C

Figure 16 : L’ICsq et I’ARP des extraits EA, EMb et de Vit C.

Les profils d’activité antiradicalaire obtenus révélent que I’extrait méthanolique et

d’acétate d’éthyle possedent un pouvoir antioxydant importante avec des valeurs d’ICsy de

’ordre de 0.35 et 0.50 mg/ml respectivement.
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D’apres le classement par ordre croissant schématisé dans la figure 3, on remarque que
tous les extraits ont un pouvoir antioxydant inférieur a celui de ’antioxydant standard (Vit C).

De méme les extraits de la méme plante présentent des valeurs d’ICso distinctes.

Des travaux réalisés sur I’extrait méthanolique de Satureja calamintha récolté dans la
région de Tlemcen ont montré que ’extrait présente une faible activité antiradicalaire avec
une valeur d’ICso de 2.075 mg/ml [71].

IL. Etude de Pactivité antimicrobienne de ’espéce Satureja calamintha
Introduction

Les tests antibactériens et antifongiques ont pour but de rechercher 1’activité biologique
des feuilles de Satureja calamintha vis-a-vis des différents microorganismes : bactéries,
moisissure et levure. Les extraits actifs pourraient ainsi justifier I’usage en médecine
traditionnelle des plantes dont ils sont extraits.

Dans ce chapitre nous allons étudier in vitro le pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle
et des extraits préparé a partir de I’espéce S. calamintha par la méthode de diffusion des
disques sur un milieu gélosés solides, Mueller-Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour les
champignons.

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diameétre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis sept germes pathogénes
d'origine hospitaliére dont cinq souches bactériennes contient de Gram + et Gram -) et deux

souche fongique.

1. Principe de la méthode
1.1. antibiogramme

La méthode de diffusion trés utilisée en microbiologie (antibiogramme et
antifongigramme), repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide.
L’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone
d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition la souche du microorganisme sera
qualifiée de sensible, d’intermédiaire ou de résistante.
Dans la technique de diffusion il y a compétition entre la croissance du microorganisme et la

diffusion du produit a tester [72].
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1.2. Principe

La technique consiste a déposer des disques de papier buvard stérile de 9 mm de diamétre
imprégnés d’une concentration connue de la substance chimique testée sur une gélose dans
des boites de pétrie inoculées et uniformément ensemencées au préalable par la suspension
bactérienne a étudier, puis incuber.

A la fin de la période d’incubation et si la substance est efficace, une zone pale apparait
autour du disque, 13 ol la croissance microbienne a été inhibée, cette région s’appelle « zone
d’inhibition » ou « halo d’inhibition » (figure 17). Plus le diamétre de cette zone est grand,
plus la souche est sensible a la substance chimique testée. Plus il est petit, plus la bactérie est

résistante.
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Figure 17 : Tllustration de la méthode des antibiogrammes.

2. Microorganismes utilisés

Les souches microbiennes utilisées dans notre étude sont de référence ATCC provenant du
laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Blida. En effet, sept souches microbiennes sont utilisées
dans notre étude, a savoir, cinq bactéries et deux champignons.

Les souches microbiennes testées sont représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 17 : Microorganismes utilisés

Souches Nature de souches Gram Références (ATCC)

Bacilus cereus Bactérie + ATCC 10876
Staphylococcus aureus Bactérie + ATCC 6538
Escherichia coli Bactérie - ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa Bactérie - ATCC 2785

Klebsiella pneumoniae Bactérie - ATCC 700603
Candida albicans Levure / ATCC 10231
Aspergillus brasiliencis Moisissure / ATCC 16404
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3. Antibiotiques et antifongique utilisés
La sensibilit¢ des souches microbiennes a été testée vis-a-vis des antibiotiques
(Ciprofloxacine (ATB 1); 5 pg/disque, Gentamicine (ATB 2); 10 pg/disque) et des
antifongiques (Amphotéricine B (ATF 1) ; 0.5 mg/ disque, Métronidazol 0.25 mg/disque) par

la méthode de diffusion sur disque.

4. Protocole expérimental
L’activité antimicrobienne a été déterminée par le protocole adaptée par la pharmacopée

européenne [73].

+ Préparation de I’inoculum
Cette méthode consiste a préparer une suspension microbienne en prélevant 2 a 3 colonies
bien isolées et identiques & partir d’une culture microbienne de 18-24h et les introduire dans
des tubes a essais avec 9 ml d’eau physiologique stérile, puis agiter au vortex pendant
quelques secondes.

La lecture de la densité optique est effectuée en utilisant un spectrophotométre réglé sur
une longueur d’onde de 625 nm. La suspension microbienne est obtenue par la mesure de la
densité optique (D.O) qui doit étre comprise entre 0,08 & 0,1 pour les bactéries et de 1 & 2
pour les levures et les moisissures correspondant a une concentration optimale de 107 & 10°

germes/ml.

+ Préparation de milieu de culture

-  Faire fondre les milieux gélosés (Muller-Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour
les levures et moisissures) dans un bain marie réglé a 95°C.

- Couler aseptiquement les milieux de culture dans des boites de Pétri de 90mm de
diameétre a raison de 15ml par boite.

- Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse

+ Ensemencement

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
séries.

- Répéter ’opération trois fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de

faire pivoter 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.
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Remarque : Dans le cas oll I'on ensemence plusieurs boites de pétri, il faut recharger

I’écouvillon a chaque fois.

+ Séchage
Laisser sécher les boites de Pétri pendant quelques minutes & température ambiante. Les

couvercles des boites doivent étre fermés.

+ Préparation de la solution a tester
- Faire dissoudre une quantité de I’extrait dans le DMSO pour avoir la concentration
désirée (80 mg/ml).ou I’HE utilisé sans faire dilution.

- Agiter pendant quelques secondes a I’aide d’un vortex.

+ Déposition des disques

- Une fois les milieux sont solidifiés, prélever aseptiquement a I’aide d’une pince un
disque buvard imprégné dans la solution d’extrait, ensuite les déposer a la surface
des milieux de culture préalablement coulés. Appuyer doucement sur chaque disque
pour assurer un contact uniforme avec le milieu.

- Laisser les boites pendant 30 minutes sur la palliasse a température ambiante pour

permettre une bonne diffusion des produit étudiés.

+ Incubation
- Incuber les boites de Pétri a 37°C pendant 24h pour les bactéries et & 25 °C pendant

48h a 5 jours pour les levures et moisissures.

+ Lecture des résultats
La sensibilit¢ des germes au produit est déterminée aprés incubation, par mesure de
diametre des zones claires autour des disques (zone d’inhibition en mm) & ’aide d’un pied a

coulisse.

Suivant le diameétre de la zone d’inhibition exprimé en (mm) autour de chaque disque, la
lecture des résultats est faite comme suit [74]
> Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur ou égale
a 28mm.

> Modérément inhibitrice lorsque : 16mm < diamétre de la zone < 28mm.
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» Légerement inhibitrice lorsque : 10mm < diamétre de la zone < 16mm.
» Non inhibitrice lorsque : diamétre de la zone < 10 mm.
NB : Pour le témoin négatif, nous déposons des disques imbibés du solvant (DMSO), pour

confirmer que I’apparition des zones d’inhibition est due a la présence de nos échantillons.

5. Résultats et discussion

Nous avons testé I’effet antimicrobien de I’huile essentielle et de 1’extrait chloroformique
(EC), Pextrait hexanique (EH), I’extrait methanolique (EM) et de I’extrait d’acétate d’éthyle
(EA) vis-a-vis de sept souches microbiennes. Le tableau 19 rapporte les résultats du

pourcentage d’inhibition déterminés a partir des diamétres des zones d’inhibition.

Apres 24h d’incubation a 37°C pour les souches bactériennes et aprés 72h d’incubation a
25°C pour les souches fongiques, nous avons observé I’apparition des zones d’inhibition

autour des disques. Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau suivant

Tableau 18 : Les diamétres des zones d’inhibition exprimé en mm de I’HE, extraits, ATBs et

ATFs relatives aux différentes souches microbiennes.

Souches HE |EA |EC |EH |EM | ATB, | ATB; | ATF, | ATF,
Basilus cereus 28 / / 13 | 10 40 23 / /
Staphylococcus aureus 19 / / 12 | 10 27 21 / /
Escherichia coli 26 13 13 | 12 | 10 30 29 / /
Pseudomonas aeruginosa 21 11 13 | 12 / 34 ND / /
Klebsiella pneumoniae 21 14 10 | 11 / 39 26 / f
Candida albicans ND | 16 12 | 10 | 11 / / d 16
Aspergillus Brasiliensis 42 29 / 10 | 10 / / 13 17

ATB; : Ciprofloxacine.
ATB, : Gentamicine.
ATF,; : Amphotéricine B.
ATF, : Métronidazol
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A P’aide des résultats mentionnés dans le tableau 18, on a pu tracer les histogrammes suivants.
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Figure 18 : les diamétres des zones d’inhibition d’HE et des extraits relatives aux différentes

souches microbiennes.
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Figure 19 : les diamétres des zones d’inhibition d’HE, extraits, ATB1, ATB2, ATF1, ATF2,

relatives aux différentes souches microbiennes.
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On peut constater d’apres les résultats représentés dans le tableau 18 et dans la figure 18

et 19 que I’HE de S. calamintha a produit des zones d’inhibition plus grandes que les extraits.
Nous avons observé que 1’huile essentielle a exercé une importante activité inhibitrice sur
les souches Bacillus cereus et Escherichia coli avec une zone d’inhibition de 28 mm et 26
mm respectivement, et une inhibition modéré vis-a-vis les souches Klebsiella pneumoniae et
Pseudomonas aeruginosa (avec des diamétres de 21 mm), Staphylococcus aureus (avec un
diamétre de 19 mm). Par contre, les extraits présentent une inhibition légere vis-a-vis les
souches testées avec des diametres d’inhibition qui varient entre 10 4 14 mm. Ce qui nous
amene a dire que nos extraits présentent une faible activité antibactérienne par rapport a

I’huile essentielle de cette plante.

Les antibiotiques testés ont présenté une bonne activité antibactérienne vis-a-vis tous les
bactéries, notamment la Ciprofloxacine qui posséde un large spectre d’activités contre les
bactéries a Gram- et a Gram+. Il faut noter aussi que la Gentamicine a donné un halo

d’inhibition proche a celui de notre I’huile essentielle.

Les résultats obtenus pour les souches fongiques révélent que la souche Aspergillus
Brasiliensis a présenté une sensibilité trés puissante vis-a-vis I’HE et I’extrait d’acétate
d’éthyle avec une zone d’inhibition de 42 mm et 29 mm respectivement et une résistance pour
extrait chloroformique. Pour la souche Candida albicans, 4 1’exception de 1’extrait d’acétate
d’éthyle qui a présenté une bonne activité avec un diamétre de 16 mm identique a I’ATF2, les
autres extraits ont inhibé légérement avec un diamétre de 10 3 12 mm.

Pour I’antifongique standard ; nous avons observé que Amphotéricine B a donné un halo

d’inhibition de 17 mm, soit un diamétre inférieur a celui de notre I’huile essentielle.

En ce qui concerne le témoin négatif, si les extraits doivent étre soumis aux essais
biologiques, la toxicité du solvant peut également étre critique car méme en traces, le solvant
ne devrait pas empécher le procédé biologique. L'attention devrait également étre prétée aux
interactions possibles entre le solvant et les corps dissous pendant que le solvant peut réagir
avec certains composés pour produire des complexes ou pour causer la décomposition, la
déshydratation, ou 1'isomérisation de ces composés.

Pour cela le DMSO a été testé comme solvant, les résultats montrent que le solvant est

appropri€ et ne présente aucun effet sur la croissance normale des souches microbiennes.
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La présente €tude a porté sur I’espéce Satureja calamintha qui appartient a la famille des
Lamiacées, une des familles les plus importantes dans la flore algérienne et les plus utilisées
par les thérapeutes traditionnels. Différents aspects de ’espéce ont été étudiés : quelques
propriétés phytochimiques, activités anti-oxydante et antimicrobienne des extraits et de 1’huile

essentielle.

L'extraction de la partie aérienne de la plante par solvant (MeOH, AcOET, CHCls,
Hexane) a permis d'obtenir des rendements qui différent en fonction des solvants utilisés,
alors que Dextraction de I’huile essentielle par hydrodistillation a donné un rendement

satisfaisant d’ordre 1.16 %.

L’analyse chimique effectuée par chromatographie en phase gazeuse couplée & la
spectroscopie de masse (GC/MS) de I'huile essentielle obtenue par hydrodistillation a pu
mettre en évidence la présence de 38 composants. La GC-MS a révélé que les constituants
majeurs sont: 1-Limonéne (6.25%), Isomenthone (10.43%), Pulegone (35.66%), Cis-
Piperitone oxide (9.96%), Piperitone oxide (21.60%).

L’analyse quantitative de la teneur en polyphénols totaux par la méthode de Folin-
Ciocalteu montre la présence de quantités importantes de substances phénoliques pour
Iextrait méthanolique (5.22 mg/g), dont le taux est presque quatre fois plus que celui de
I’extrait d’acétate d’éthyle (0.230 mg/g).

L’étude de I’activité anti-oxydante est effectuée par le test de DPPH. Les résultats
obtenus montrent que I’extrait méthanolique et d’acétate d’éthyle possédent un pouvoir
antioxydant important avec des valeurs d’ICso de l’ordre de 0.35 et 0.50 mg/ml

respectivement.

L’¢étude in vitro du pouvoir inhibiteur de 1’huile et des extraits par la méthode de diffusion
de disque révéle que I’huile essentielle a exercé une importante activité inhibitrice notamment
sur les souches Bacillus cereus et Escherichia coli avec une zone d’inhibition de 28 mm et 26
mm respectivement, alors que les extraits présentent une inhibition légére vis-a-vis les
souches testées avec des diamétres d’inhibition qui varient entre 10 & 14 mm, on peut déduire
que nos extraits sont faiblement actifs sur les souches bactériennes testées par rapport a ’huile

essentielle de cette plante.
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Conclusion générale
B e e UIEIUSION SCliErale:
mm

En ce qui concerne le pouvoir antifongique, nos résultats montrent que d’acétate d’éthyle
et I'HE possede une activité inhibitrice tres forte sur la souche Aspergillus Brasiliensis. Pour
la souche Candida albicans, & I’exception de I’extrait d’acétate d’éthyle qui a présenté une
bonne activité avec un diamétre de 16 mm, les autres extraits ont inhibé légérement avec un

diamétre de 10 a2 12 mm.

Les especes Satureja calamintha est riche en métabolites secondaires, une exploitation de

leurs propriétés anti-oxydante et antimicrobienne implique une recherche plus poussée de ses

principes actifs.
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Annexes

1- Protocole d’extraction des extraits :

s€C




2- Protocol d’extraction PHE

Extraction par clevenger

v

Récupéré I’HE.

3- Analyse des extraits par CCM :

Migration des constituants

| [ Révélation par UV ]]

<




4- Résultat du dosage des polyphénols

6- Résultats de I’activité antimicrobienne (tel que : M : extrait méthanilique
HE : Huile essentielle, C : extrait chloroformique, AC : extrait acetate d’ethyle,

H : extrait hexanique).

La souche Pseudomonas aeruginosa




La souche Basilus cereus




La souche Candida albicans




