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Résumé

La sarriette est une plante médicinale qui appartient a la famille des lamiacées. Dans cette
étude, nous nous sommes intéressées au Satureja calamintha des monts de Maadid (région de
Hodna). Deux extraits bruts ont été préparés a partir de la partie aérienne : 1’un obtenue par
décoction (EDéc) et I’autre par extraction aux micro-ondes (EMO). Les rendements
d’extraction sont de I’ordre de 17,5 + 0,5 % et 21,83 £ 0,7 % respectivement. Les tests
phytochimiques appliquées aux extraits de Satureja calamintha ont montré la présence de
plusieurs familles de composés chimiques potentiellement bioactives, notamment les
flavonoides et les tanins. L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides
par méthode colorimétrique a montré que EDéc est plus riche en métabolites secondaires par
rapport a EMO. L’activité antioxydante a été évaluée par deux méthodes : i) le piégeage du
radical libre DPPH avec des ICso & 24,77 + 0,76 et 23,07 £ 0,18 pg/ml pour EDéc et EMO
respectivement et qui sont supérieures a celle obtenue par le BHT (22,25 + 1,24 pg/ml) ; ii)
La capacité antioxydante totale (TAC) est estimée a 84,64 + 0,72 ug EAA/mg pour EDéc et
80,41 = 19,13 ug EAA/mg pour EMO. L’activité antibactérienne est déterminée vis-a-vis de
deux souches bactériennes de référence : Escherichia coli (Gram, négatif) et Bacillus subtillus
(Gram, positive), selon la méthode de diffusion dans les disques. Les deux extraits n’ont
montré aucun effet sur la souche E. coli, Cependant, ils possédent un effet inhibiteur modéré

sur la souche B. subtillus.

Les mots clés : Satureja calamintha, polyphénols totaux, flavonoides, activité antioxydante,
DPPH, TAC, activité antibactérienne.
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Abstract

Savory is a medicinal plant belonging to the Lamiaceae family. In this study, we are interested
in Satureja calamintha from Maadid mountains (Hodna region). Two extracts were prepared
from the aerial parts: one by decoction and the other by microwave. The extraction yields are
of the order of 17, 5 £ 0, 5 % and 21, 83+ 0, 7 % respectively. The phytochemical tests
applied to Satureja calamintha extracts have shown the presence of several families of
chemical compounds such as flavonoids and tannins. Quantitative estimation of total phenols
and flavonoids by colorimetric methods showed that the decoction extract is richer in these
compounds compared to the microwave extract. Antioxidant activity was evaluated by two
complementary methods: i) Sweeping of DPPH free radicals, where the 1Cso was estimated to
be 24, 77 + 0, 76 and 23, 07 = 0, 18 pg/ml for the decoction and microwave extracts
respectively and which are more than that shown by BHT (22,25 + 1,24 ug/ml). ii): The total
antioxidant capacity is estimated to be 84, 64 + 0, 72 ug EAA/mg for decoction extract and
80, 41 = 19, 13 pg EAA/mg for microwave extract. Antibacterial activity was determined
against two bacterial strains: Escherichia coli (Gram-) and Bacillus subtillus (Gram+),
according to the method of diffusion in disks. Our results show that the two extracts were
without any effect on the Escherichia coli strain, whereas they have a moderate effect on the

Bacillus subtillus.

Key word: Satureja calamintha, Total phenols, flavonoids, antioxidant activity, DPPH, TAC,

Antibacterial activity.
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Introduction

’homme s’est intéressé depuis longtemps aux plantes dans le but de résoudre ses

problémes de santé. Elles forment la base de la médecine traditionnelle grace a leur

richesse en métabolites secondaires utilisés comme composés actifs. Selon
I’organisation mondiale de la santé, pres de 80% des populations dépendent de la médecine
traditionnelle pour des soins de santé primaire (Ventrella et Marinho, 2008 ; Ladoh et al.,
2014). Le recours a la médecine traditionnelle est due a diverses raisons comme : le codt des
plantes médicinales qui est faible par rapport aux medicaments conventionnels, la
disponibilité de ces plantes surtout dans les régions les plus éloignées et au sein des
populations les moins favorisées, les effets secondaires indésirables des médicaments, I’envie
de consommer « bio », les effets bénéfiques sur la santé et I’existence des maladies pour

lesquelles il n’y a pas de traitement pharmaceutique efficace (Zenasni, 2014).

L’Algérie, riche par sa biodiversité et son climat diversifié, est une plate-forme
géographique trés importante qui mérite d’étre explorée dans le domaine de la recherche de
molécules thérapeutiques originaires des plantes qui ont pour longtemps servi a une grande
tranche de la population comme moyen incontournable de médication (Bougandoira et
Bendimerd, 2013).

Pour cela, notre choix est apporté sur la sarriette de Maadid (région de Honda). Elle est
utilisée comme reméde contre les infections respiratoires bénignes ; aussi elle posséde des
propriétés antiseptiques, désinfectantes et connue comme agent odoriférant dans les parfums
(Bougandoira et Bendimerd, 2013). Plusieurs travaux ont été réalisés sur le genre Satureja
et ont révélé la présence d’huiles essentielles, de flavonoides, de tanins, d’acides phénoliques
(acide rosmarinique, acide caféique) et de saponines. Parmi ces plantes, nous citons 1’espéce
Satureja calamintha qui se trouve au Nord-Est d’ Algérie. Durant ce travail nous nous sommes
intéressés d’une part a la recherche des substances naturelles potentiellement bioactives et
d’autre part a I’étude de leur activités biologiques (antioxydante et antibactérienne). Dans

cette optique I’objectif de notre étude est :

» La caractérisation phytochimique et la determination de la teneur en molécules
bioactives des extraits aqueux de la partie aérienne de Satureja calamintha.

» L’évaluation in vitro de I’activité antioxydante et antibactérienne de ses extraits.

» La comparaison entre les deux extraits bruts obtenus par deux méthodes d’extraction

différentes (par décoction et aux micro-ondes).
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Synthése bibliographique

1.1 .Présentation de la plante étudiée

1.1. Généralité

La famille des lamiacées (Lamiaceae) est une famille importante de plantes
dicotylédones. Elle comprend environ 4000 especes et prés de 210 genres (Naghibi et al.,
2015). Satureja est le genre qui a été étudié dans le présent travail ; ce genre est constitué
d’environ 200 espéces d'herbes et d'arbustes, souvent aromatiques. Il est largement représenté
dans la région de la Méditerranée, 1’Asie et I’Amérique boréale (Cantino et al., 1992 ).Ce
genre est caractérisé par des parties aériennes ayant un godt distinctifs et peuvent étre ajoutées
a plusieurs préparations culinaires ou utilisées en médecine traditionnelle, pour traiter diverses
affections (Gulluce et al., 2003).

Parmi les espéces de Satureja répondues dans la région de Hodna, plus précisément

dans les monts de Maadid, S. montana a fait I’objet d’une étude ultérieure dans le laboratoire

(Bounab et Dehim, 2017). Afin de continuer a caractériser les plantes médicinales de notre
région, notre choix s’est porté dans ce travail sur S.calamintha qui est identifié par le Dr.
SARRI. DJ (tableau 01).

Tableau 01 : Caractéristiques botaniques de I’espéce S.calamintha.

Espéce Image Feuille Fleur Tige La

récolte

Opposée et | Roseou | >40cm | De Juillet
S.calamintha Iégerement | pourpre a Octobre

dentée
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1.2. La sarriette (Satureja calamintha)
1.2.1. Description botanique

C’est une petite 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,
Iégerement dentées. Les fleurs, visibles de juillet & octobre, Le fruit est formé de quatre

akenes ovales et lisses (Baba Aissa, 2000).

Figure 01 : Photo des parties aériennes de la plante Satureja calamintha (Labiod, 2016).
Nomenclature
Le nom Satureja dérive du latin « saturare » qui indique nourrir ou « satura » qui
indique pot a fleur (Varban et al., 2009).
Nom commun : Sarriette, baume sauvage, pouliot de montagne.
Nom botanique : Satureja calamintha (subsp. nepeta.)
Nom italien : La nepitella.
Nom vernaculaire : ¢_ sie 3.
1.2.2. Position systématique
La classification botanique de Satureja calamintha selon Quezel et Santa (1963).
Régne : Plantea
Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Satureja
Espece : S.calamintha
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1.2.3. Culture et répartition géographique

S.calamintha se distribuent dans le pourtour méditerranéen et se développent dans des
régions arides, chaudes et rocheuses (Slavkovska et al., 2001). Elle est originaire d’Afrique
du Nord, Asie tempérée : Ouest Asiatico (Turquie), du Caucase (Arménie Azerbaidjan,

Géorgie, Russie, Cis Caucasie, Daghestan) et en Europe (Quezel et Santa, 1963).

1.2.4. Composition chimique

Beaucoup de travaux ont été realisés sur le genre Satureja qui est caractérisé par la
présence des huiles essentielles, des flavonoides, des tanins, des acides phénols (acide
rosmarinique, acide caféique) et des saponines (Varban et al., 2009).
1.2.5. Utilisation de la sarriette dans la médecine traditionnelle

La sarriette posséde des vertus médicinales. Elle combat les flatulences, stimule la
digestion, tonique, antiseptique, antispasmodique, et traite les coliques. Elle a un effet
«réchauffant» et on la préconise en cas d'infections des voies respiratoires (bronchite) (Iserin,
2001).

1.2. Métabolites secondaires
2.1. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisees et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Laurent, 2012).
2.2. Classes des metabolites secondaires
2.2.1. Les Polyphénols
2.2.1.1. Les flavonoide : Sont les composés phénoliques les plus abondants dans les végétaux.
Les flavonoides présentent un fort effet antioxydant et peuvent, par conséquent, prévenir les
Iésions produites par les especes oxydatives (William et al., 2003).
*Structure

Les flavonoides possedent un squelette carboné a 15 atomes de carbones constitués de
deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliées entre eux par une chaine en C3 en formant
ainsi I’hétérocycle (C) (W-Erdman et al., 2007) (Figure 02).



Synthése bibliographique

Figure 02 : Structure des flavonoides (Tringali, 2001).
« Classification

La famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui difféerent par leurs
structures chimiques (Figure 03).

flavanone . flavone

flavanonol . flavonol

flavan 3-ol

Figure 03 : Les différentes classes des flavonoides (Stoclet et Schini-Kerth, 2011).

2.2.1.2. Les tanins : Les tanins sont des groupes de polyphénols a haut poids moléculaire qui
sont des molécules fortement hydroxylées et peuvent former des complexes insolubles
lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, reduisant ainsi
la digestibilité des aliments. Ils peuvent étre liés a la cellulose et a de nombreux éléments
minéraux (Alkurd, 2008).

2.2.1.3. Les acides phénoliques : Ce sont des composés organiques possedant au moins une

fonction carboxylique et un hydroxyle phénoliques. Ils sont classés en deux groupes : les
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dérivés de I’acide hydroxybenzoiques et de I’acide hydroxycinnamiques (William et al.,
2003).
2.2.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composes azotés complexes, de nature basique, qui provoquent
de puissants effets physiologiques. Il s’agit pour la plupart de poisons végétaux tres actifs,
dotés d’une action spécifique. Selon leur composition chimique et surtout leur structure
moléculaire, on peut répartir les alcaloides en de nombreux groupes (Borée, 2012).
2.2.3. Les terpénoides

les terpénoides sont des composés généralement lipophiles (hydrophobes) (william et
al., 2003). lls sont classés en fonction du nombre d'atome de carbone (monoterpénoides,

diterpénoides, triterpénoides, tétraterpénoides...etc.) (Marouf et al., 2007).
I.3.Les activités biologiques

3.1. L’activité antioxydante

La génération des espéces réactives de I’oxygeéne (ERO ; Reactive Oxygen Species ou
ROS) se produit naturellement au cours de la respiration cellulaire (Tarnawski et al., 2005).
L’appellation ERO n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de I’oxygene
proprement dits : radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote, mais aussi
certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante : 1’oxygéne
singlet, peroxyde d’hydrogeéne, peroxynitrite (Favier, 2003).

Ces derniers endommagent la vie cellulaire en causant 1’oxydation des lipides, des
proteins et de 1’acide désoxyribonucléique (ADN). L’évolution de cette oxydation semble étre
la cause de plusieurs maladies telles que le diabéte, le cancer, les infections inflammatoires,
les maladies cardiaques et accélérent le processus de vieillissement (Dasgupta et De, 2007).
3.1.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif réféere a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire
durant laquelle, la génération d’oxydants accable le systeme de défenses antioxydants, que ce
soit par une augmentation de la production d’oxydants et/ou par une diminution des défenses
antioxydants (Smirnoff, 2005).

3.1.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique qui possede un ou plusieurs électrons non
appariés sur sa couche externe (figure 04). La présence d'un électron non apparié confére a
ces molécules une grande instabilité, c'est-a-dire qu'elles sont extrémement réactives et que

leur durée de vie est courte (Carange, 2010).
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Figure 04 : Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant (Carange, 2010).
3.1.2.1. Les sources de production des radicaux libres

Les étres humains sont constamment exposés aux radicaux libres. En effet, les sources
de radicaux libres sont variées : la pollution atmosphérique, la cigarette, le rayonnement UV,
les radiations ionisantes, les radiations cosmiques, le métabolisme cellulaire (activité
mitochondriale, réactions enzymatiques), l'inflammation et les métaux toxiques (Favier,
2006)
3.1.2.2. Cibles des radicaux libres

Lorsque les moyens de défense sont debordés, les radicaux libres oxygénés en exces
vont agir au niveau de trois grandes cibles cellulaires : les membranes, les protéines et les
acides nucléiques (Jadot, 1994).

3.1.3. Les antioxydantes

Les antioxydants sont des molécules oxydables qui, en agissant comme donneurs
d'hydrogene vis-a-vis d'un radical hydroperoxyle, interrompent la réaction en chaine de
formation des peroxydes (White, 1994). Ce sont des composés capables de minimiser
efficacement les rancissements, retarder la peroxydation lipidique ; avec I’avantage de ne pas
modifier les propriétés sensorielle et nutritionnelle du produit alimentaire (Poknory, 2001).

% Les antioxidantes endogénes (enzymatiques)

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes (Superoxyde dismutase, Catalase et
Glutathion peroxydase) élaborées par notre organisme avec 1’aide de certains minéraux. Elles
sont présentees en permanence dans 1’organisme mais leur quantité diminue avec 1’age (Mika
et al., 2004).

- La superoxyde dismutase (SOD) : Accélére la dismutation de l'anion superoxyde en
peroxyde d’hydrogene (Piquet et Hebuterne, 2007).
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-La catalase : Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle
agit en synergie avec la SOD puisque son role est d'accélérer la dismutation du peroxyde
d'’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire (Piquet et Hebuterne, 2007).

- La glutathion peroxydase (GPx) : La glutathion peroxydase joue un role trés important
dans la détoxification du peroxyde d’hydrogéne, de I’hydroperoxyde résultant de I'oxydation
du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs avec
I’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion (Piquet et Hebuterne, 2007).

% Les antioxydants exogenes (non enzymatiques)

Les antioxydants exogenes, vu leur efficacité, leur faible codt et leur disponibilité, sont
largement utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de prévenir la rancidité.
Cependant, leur sécurité est trés discutée. Par conséquent, il reste un besoin important de
recherche des matiéres de substitution obtenues a partir des sources naturelles et qui pourront
étre utilisées comme antioxydants dans I’industrie agroalimentaire. (Wang et al., 2003).

3.1.4. Evaluation de ’activité antioxydante in vitro

Plusieurs méthodes sont utilisés pour déterminer 1’activité antioxydante in vitro parmi
lesquelles, on cite : la méthode utilisant le radical libre DPPH (diphényl-picrylhydrazyle) et la
techniqgue ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) (Popovici et al.,2009).
3.2. L’activité antibactérienne

A cause du probléme de la résistance microbienne qui résulte de I’utilisation non
rationnelle des antibiotiques, la découverte de nouvelles molécules antibactériennes
constituant une alternative a I’usage des antibiotiques actuellement présents sur le marché du
médicament est devenue une nécessité absolue (Bourchan et al.,2015 ). Ces nouveaux
composés antimicrobiens doivent avoir une efficacité plus importante que les molécules
synthétiques. Les travaux de recherche des derniéres années se sont concentrées sur les
extraits des plantes médicinales, en raison de leur teneur en substances bioactives, en
I’occurrence les composés phénoliques, les alcaloides, les terpénoides et les stéroides (Arab
et al ., 2014 ), qui provoquent sur les microorganismes une altération membranaire ou une
inhibition de la synthése d’ARN et d’ADN (Clérivet et al., 1996).

L’activité antibactérienne est une estimation qualitative de 1’effet inhibiteur des
extraits vis-a-vis de la croissance des agents bactériens par la mesure du diamétre d’inhibition

(Arab et al., 2014).
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3.2.1. Evaluation de P’activité antibactérienne in vitro
Méthode de la diffusion

Un disque de papier filtre contenant des quantités mesurées des molécules naturels
sont placés sur un milieu solide qu’on a largement ensemencé de microorganismes de test

(Bourchan et al.,2015 ).
|.4. Méthodes d’extraction des plantes

Dans le but de préparer un extrait aqueux a partir des plantes, plusieurs méthodes ont été
décrites dans la littérature. Parmi lesquelles :
4.1. Extraction par décoction
Elle convient pour I’extraction de matiéres végétales dur ou trés dur : bois, écorce,
racines, ou des plantes avec des constituants peu solubles (ex : I’acide silicique). Elle consiste
a faire bouillir les plantes fraiches ou séchées dans de I’eau pendant 10 a 30 min, pour bien

extraire les principes médicinales (Baba-Aissa, 2000; Kraft et Hobbs, 2004).
4.2. Extraction Assistée par Micro-Ondes (EAM)

Les micro-ondes ou hyperfréquences sont des ondes électromagnétiques de longueur
d’onde intermédiaire entre 1’infrarouge et les ondes de radiodiffusion entre 300 GHz a 300
MHz. Cependant, quelques fréquences seulement sont utilisées pour des usages industriels,
scientifiques et médicaux comprises entre 0,915 a 2,45 GHz. A cette derniere fréquence, la
matiére réagit avec le champ électromagnétique principalement via le phénomeéne de rotation

des dipdles et de polarisation induite (Ferhat et al., 2010; Leonelli et al., 2013).
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Figure 05 : I’appareillage de microonde (Google image).
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4.2.1. Principe de PEAM :

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques, possédant un champ électrique et

magnétique perpendiculaires 1‘un

par rapport a 1‘autre, qui se propagent dans le vide avec des

fréquences situées entre 300 MHz et 300 GHz. Néanmoins, dans le but d‘éviter des

interférences avec les radiocommunications et les radars, les micro-ondes domestiques et

industrielles sont généralement utilisées a une fréquence de 2.45 GHz (Sharma et al., 2008).

Les micro-ondes sont positionnées sur le spectre électromagnétique entre les infra-rouges et

les radiofréquences, avec des valeurs de longueurs d‘ondes comprises entre 1 m et 1 cm

(Jones, W.P et Kinghorn, A.D. 2006).
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Figure 06 : Représentation du spectre électromagnétique et positionnement des micro-ondes domestiques.

4.2.2. Avantages de P’EAM :

(Jones, W.P et Kinghorn, A.D. 2006).

- Meilleur rendement d’extraction.

- Augmente la pureté de 1’extrait,

- Rapidité de I’extraction,

- Utilisation d’une trés faible énergie,
- Réduit la dégradation par la chaleur,
- Consommation de faibles quantités de solvant,

- Réduit les colts du procédé.

L’extraction assistée par

micro-ondes a été utilisée selon plusieurs procedés (par

solvants, entrainement a 1’air, hydrodistillation sous pression réduite, sans solvants...) pour

extraire une variété de métabolites secondaires (Ferhat et al.,2010; Li et al., 2013; Leone et
al., 2014; Dahmoune et al., 2015).
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I1.1.Matériel végétale

La plante Satureja calamintha a été récoltée durant le mois de juin au stade floraison
de la région de Maadid ; Wilaya de M’sila qui se situe a 35° 52” (35,8667°) latitude Nord et
4° 44’ (4,7333°) longitude Est, avec une altitude d’environ 1400 métres. La partie aérienne est
nettoyée, séchée a I’ombre et a température ambiante puis stockée a 1’abri de la lumiére

jusqu’a son utilisation.

Maadid

Figure 07 : Situation géographique de la région de récolte de Satureja calamintha (Google Maps).
I1.2.Préparation des extraits :

2.1. Préparation de de ’extrait aqueux par décoction (EDéc) :

1 g de la partie aérienne de S. calamintha a été mise a bouillir dans (10 ml ou 75 ml)
d’eau distillée respectivement pendant 20 min. Apres filtration, les extraits récupérés sont
soumis a une centrifugation. Les solutions obtenues sont filtré sous vide et séchée dans

I’étuve a 60°C pour I’obtention d’une poudre qui sera conservée a -32°C (Ljubuncic et al.
,2005).
Décoction (100 °C pendant 20 min)

Filtration dans gaz

Centrifugation (3600 rpm durant 15 min)
Filtration sous vide

Séchage dans I’étuve a 60 °C

Figure 08 : Protocole de préparation de I’extrait aqueux par décoction.
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2.2. Préparation de I’extrait aqueux aux micro-ondes (EMO) :

L’extraction consiste & prendre 1 g de la partie aérienne de S.calamintha dans 75 ml
d’ecau distillée et mettre la solution dans un four a micro-ondes pendant 2 minutes ou 4
minutes (le temps d’irradiation) avec une puissance de 800 Watts. Aprés filtration, I’extrait
obtenu est soumis a une centrifugation. La solution récupérée est filtrée sous vide et séchee

dans I’étuve a 60° C pendant 24 heures pour I’obtention d’une poudre qui sera conservée a —

32 °C (Mouhobi et al., 2019).

Microonde (800 W ; 2 ou 4 min)

Filtration
Centrifugation (3600 rpm durant 15 min)

Filtration sous vide

Séchage dans I’étuve a 60 °C

Figure 09 : Protocole de préparation de I’extrait aqueux par microonde.
11.3. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de métabolites
secondaires des plantes par des réactions qualitatives de caractérisation (Bentabet et
Boucherit-Otmani ,2014). Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou
de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés (Bouterafas et al.,
2014).

3.1. Test des flavonoides : Quelque gouttes d’acide chlorhydrique concentré et quelque

milligrammes de tournures de magnésium sont ajoutés a 0,5 ml de chaque extrait .La

coloration rose —rouge ou jaune indique la présence des flavonoides (Hadouchi et al. , 2016).

3.2. Test des tanins : Quelques gouttes de FeCLs (1%) sont ajoutées a 1’extrait.

L’apparition de la coloration verdatre indique la présence des tanins cathéchiques ou bleu

noiratre qui révele 1’existence des tanins galliques (Hadouchi et al., 2016).
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3.3. Test des quinones : Quelques gouttes de NaOH (10%) sont ajoutées a 1ml d’extrait,
I’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge orangé¢ ou violet indique la présence des

quinones libres (Oloyede, 2005).

3.4. Test des anthraquinones : 2 ml de KOH (10%) est ajouté a 1 ml de I’extrait. Une

coloration vire au rouge indique la présence des anthraquinones (Oloyede, 2005).

3.5. Test des terpénoides : 5 ml d’extrait est mélangé avec 2 ml de chloroforme, puis 2
ml de H2SO4 concentré a été ajouté. L’apparition d’une interphase entre deux phases indique

la présence des terpénoides (Edeoga et al., 2005).

3.6. Test des composes réducteurs : 1 ml de I’extrait est traité avec quelque gouttes de
la liqueur de Fehling (avec chauffage).Un test positif est révélé par la formation d’un précipité

rouge brique (Bouterafas et al., 2014 ).
11.4. Dosage chimique :

4.1. Dosage de polyphénols totaux :
Principe :

La méthode est fondée sur 1’oxydation des composés phénoliques par le réactif Folin-
ciocalteu, qui est un mélange de complexe d’acide phosphotungestique et d’acide
phosphomolybdique de couleur jaune. Cette oxydation entraine la formation d’un nouveau
complexe molybdene-tungsténe de couleur bleu qui absorbe a 765 nm dont I’intensité est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présents (Hdouchi et al. 2016).
Mode opératoire :

100 pl de I’extrait (EDéc /EMO) est mélangé avec 500 ul du réactif de Folin-ciocalteu
(10 %), aprés 04 min ,400 pl de carbonate de sodium (7,5 %) est ajouté, I’ensemble est incubé
a température ambiante pendant 02 heures. La concentration des polyphénols totaux est
calculée a partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide
gallique et elle est exprimée en pg équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug

EAG /mg d’extrait) (Hdouchi et al. 2016).
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4.2. Dosage des flavonoides totaux :
Principe :

Les flavonoides contenus dans les extraits aqueux (EDéc / EMOQ) sont estimés par la
méthode de chlorure d’aluminium (AICI3). Elle est basée sur la formation d’un complexe
Flavonoides-aluminium. La quantification des flavonoides a été faite a 1’aide d’une courbe
d’étalonnage réalisée par un standard (la quercétine) a différentes concentration (5-40 pg/ml)
dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en pg d’équivalent

de quercétine par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (Talbi et al., 2015).
Mode opératoire :

1 ml d’AICIz (2 %) est ajout¢é a 1 ml de I’échantillon contenant différentes
concentration. Le mélange est laissé réagir pendant 15 min a température ambiante et a 1’abri

de la lumiére. La lecture est faite a 430 nm (Talbi et al., 2015).

11.5. Activité biologique :

5.1. L’activité antioxydante :

5.1.1. Estimation du pouvoir antiradicalaire par la méthode du DPPH :
Principe :

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre stable utilisé
pour étudier I’activité antioxydante des composes phénoliques, il posseéde un électron non
apparié sur un atome d’azote du pont N-N. En présence des composés antiradicalaire, le
radical DPPH est réduit et change sa couleur du violet au jaune. L’absorbance est mesuré a

517 nm (Bentabet et al., 2014).

+ Antioxvdant-OH o + Antiexvdant-0"

M 4H

DPPH (violet) DPPHH (jaunc)

Figure 10 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Hdouchi et al. 2016).
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Mode opératoire :

500 pl de solution méthanolique de DPPH (0,1 mM) est ajoutée a 1500 pl de la
solution aqueux d’extrait (EDéc, EMO), le mélange est agité¢ vigoureusement, les tubes sont
incubés a température ambiante et a 1’obscurité pendant 30 minutes. Le témoin négatif est
composé de 500 pl de la solution méthanolique de DPPH et 1500 pl du méthanol. Le témoin
positif est représenté par une solution méthanolique d’un antioxydant standard : le BHT. La
lecture est effectuée a une longueur d’onde d’absorption maximale de 517 nm. (Li et

al.,2009). L’activité antiradicalaire est calculée selon 1’équation suivante :
Pourcentage d’inhibition (%) = (Abs contréle-Abs échantillon /Abs contr6le)*100
ADs controle : absorbance du contréle ou du témoin négatif a 517 nm.
ADS ¢chantillon : absorbance d’échantillon a 517 nm.
Les résultats sont la moyenne de trois mesures + ecart type.

La concentration inhibitrice 50 % (The half maximal inhibitory concentration, ICso) a été
déterminée pour le BHT et les deux extraits, elle est définie comme étant la concentration
d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre a 50 % (Que et
al.,2006).

5.1.2. La capacité antioxydante totale
Principe :

La capacité antioxydante totale (Total Antioxidant Activity, TAC) des extraits est
évaluée par la méthode de Phosphomolybdéne, qui est basée sur la réduction de molybdéne
Mo (VI), présent sous la forme d’ions molybdate MoO42, & molybdéne Mo (V) MoO?*. La
présence de molécules antioxydantes dans 1’extrait entraine la formation d’un complexe vert

de phosphate /Mo (V) a pH acide (Vladimir-Knezeviéet al., 2014).
Mode opératoire :

100 pl d’extrait (E Déc /E MO) est combiné avec 900 ul de réactif (0,6 M d’acide
sulfurique, 28 mM sodium phosphate et 04 mM de molybdate d’ammonium). Les tubes sont
incubés a 95C° pendant 90 minutes. On laisse reposer pendant 06 minutes a température
ambiante, puis on mesurée I’absorbance a 695 nm contre le blanc qui contient 900 ul de la

solution du réactif et 100 pl d’eau distillée. La capacité antioxydante totale est exprimée en
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microgramme équivalents d’acide ascorbique par milligramme d’extrait (ug EAA/mg
d’extrait) (Prieto et al., 1999).

5.2. L’activité antibactérienne :

Les souches utilisées pour tester I’activité antibactérienne des extraits du S.calamintha
sont des souches de références du laboratoire pédagogique de microbiologie dans notre
département ; il s’agit de : une bactérie a Gram ~ « Escherichia coli ATCC 8739 » et une
bactérie a Gram * « Bacillus subtillus ATCC 6633 ».

5.2.1. Repiquage et enrichissement :

Les souches bactérienne ont été repiquées 02 fois successives dans le bouillon
nutritive et incubées a 37 °C pendant 24h .Chaque souche a été isolée par la méthode des
stries dans la gélose nutritive et incubée a 37°C pendant 24h. Une ou plusieurs colonies
identiques sont prélevées et transférées dans 1’eau physiologique stérile afin d’avoir une
densité optique de la suspension bactérienne entre 0,08 et 0,1 a 620 nm (Barchan et al.,
2016).

5.2.2. Technique de diffusion des disques :

Afin d’évaluer I’activité antibactérienne des extraits aqueux, nous avons utilisé la
méthode de diffusion des disques ,10 ml de milieu Muller Hinton est coulé dans les boites de
Pétri stériles. Apres solidification du milieu, un prélévement d’inoculum sert a ensemencer
dans les boites par la technique d’inondation. Des disques de 06 mm de diamétre sont réalisés
ensuite remplis par 50 pl de I de I’extrait (150 mg/ml, 300 mg/ml) a tester, I’eau distille
comme contr6le négative. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 h. L’activité
antibactérienne des extraits est révélée par I’apparition de zones d’inhibition autour des
disques. Les résultats sont exprimés selon la moyenne des valeurs obtenues des diameétres de

la zone d’inhibition en millimétre +1’écart type (Barchan et al., 2016).

5.2.3. La coloration de Gram : Une coloration a été réalisée afin de vérifier la forme et le

genre de chaque souche (Barchan et al., 2016).
5.2.4. L’antibiogramme :

Pour detecter la sensibilité des souches bactériennes utilisées dans notre expérience,
nous avons testé 04 antibiotiques synthétiques qui sont: Ampicilline, Trimethoprim,
Oxacilline et Amoxicilline par la methode de diffusion dans la gélose.
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11.6. Etude statistique :

L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel Graph Pad Prism V 5.00.
Les résultats sont exprimés par la moyenne =+ I’écart type (n = 03 pour toutes les expériences).
Les comparaisons statistiques sont faites au moyen du test de Student et la valeur p < 0,05 est
considérée comme significative. Les comparaisons multiples sont effectuées en utilisant
I’analyse de la variance a sens unique (Anova one way), suivi du test de Tukey .Les

différences sont considérées comme statistiquement significatives au seuil de 0,05.
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RESULTATS

II1.1.Rendement de ’extraction de S.calamintha

La préparation des extraits a partir de la partie aérienne (feuilles et fleurs) de S.
calamintha a été effectuée par deux methodes différentes, la décoction et au four micro-ondes.

Cette opération a permis d’obtenir deux extraits bruts : EDéc et EMO.

Le rendement est exprimé en pourcentage de la masse de 1’extrait sec par rapport a la masse

de la plante fraiche : R % = M/Mo *100
R % : Rendement exprimé en %
M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant
Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

L’ensemble des résultats des expériences préliminaires du rendement d’extraction sont

représentés dans le tableau A / Annexe 02.

I11.2. Caractérisation phytochimique (screening phytochimique)

Tableau 02 : Résultats des tests phytochimiques.

Les principes EDéc EMO Coloration
actifs
Flavonoides + + Vire au jaune
Quinones ++ +++ Orange
Anthraquinones - - /
Tanins ++ ++ Vert
Terpénoides +++ ++ Interphase marron
Sucres ++ +++ Précipité rouge brique
réducteurs

+++ : Présence forte, ++ : présence moyenne, + présence faible, - : absence.
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Tableau 03 : Résultats complémentaires des tests phytochimiques.

Test des flavonoides Test des Tanins Test des quinones

Test des anthraquinones Test des terpénoides Test des sucres
réducteurs

111.3. Composition chimique (dosage)
3.1. Dosage de polypheénols totaux

Les polyphénols totaux sont déterminés par la méthode de Folin-ciocalteu .Les

résultats sont obtenus & partir d’une courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Figure A/
Annexe 03) ; selon 1’équation :

Y =0,0107x + 0,0109 avec R? = 0,9982
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La teneur en polyphénols totaux est rapportée en microgramme équivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait de S. calamintha (ug EAC/mg d’extrait).

Les résultats préliminaires de la teneur en polyphénols sont représentés dans le tableau

B / Annexe 02. Ce paramétre est pris comme critére de choix pour la suite de 1’étude.

Les résultats avec les conditions de travail choisies sont indiqués dans le tableau 04.

Tableau 04 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits décoction aqueux (EDéc et EMO).

Extrait [C] des polyphénols (ug EAC/mg d’extrait)
EDéc 160,39+ 6,12
EMO 128,14 + 34,77

Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions + écart type.

L’analyse statistique des résultats de la teneur en polyphénols totaux des deux extraits

aqueux de S. calamintha montre une teneur significativement plus importante dans I’EDéc par
rapport a ’EMO (Figure 11).

Teneurs en polyphénols

(Mg EAG/mg d'extrait)
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Figure 11 : Teneur en polyphénols totaux des extraits aqueux (EDéc et EMO), ** correspond a une différence

significative (p< 0,05).

3.2. Dosage des flavonoides totaux :

Le dosage des flavonoides est réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium

(AICI3). Les résultats obtenus sont déterminés a partir d’une courbe d’étalonnage (Figure B/

Annexe 03) :
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Y =0,0377x avec R% = 0,9991

La teneur en flavonoides totaux est rapportée en microgramme équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

Les résultats préliminaires de la teneur en flavonoides sont représentés dans le tableau

C/ Annexe 02. Les resultats avec les conditions de travail choisies sont indiqués dans le

tableau 05.

Tableau 05 : Teneur en flavonoides totaux des extraits aqueux (EDéc et EMO).

Extrait [C] des flavonoides (ng EQ/mg d’extrait)
EDéc 14,26 £ 1,05
EMO 13,24 £ 2,799

Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions + écart type.

La teneur en flavonoides totaux est comparable dans les deux extraits bruts (EDéc et EMO) de

S. calamintha (Figure 12).

Teneurs en flavonoides

(Mg EQ /mg d'extrait)
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Figure 12 : Teneur en flavonoides totaux des extraits aqueux (EDéc et EMO). NS correspond a une différence

non significative (p< 0,05).
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111.4. Activités biologiques des extraits bruts

4.1. L’activité antioxydante

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits aqueux de la plante a été

réalisée par deux techniques différentes : la capacité antioxydante totale (TAC) et le piégeage

du radicale libre DPPH.

4.1.1. La méthode de piégeage du radicale libre DPPH

La présence des piégeurs de radicaux libres permet de réduire le DPPH de couleur violette en

DPPH (2,2 Diphényl-1-picryl hydrazine) de couleur jaune.

Détermination d’ICsp

L’ICso du BHT et des deux extraits aqueux (EDéc et EMO) est déterminée a partir de

la partie linéaire de la courbe du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration.

Tableau 06 : Valeurs d’ICso du BHT et des extraits bruts de S. calamintha.

Extraits

BHT EDéc EMO

I1Cso0 (ng/ml)

22,25+1,24

24,77+0,76 23,07+0,18

Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions + écart type.

ICso de EDéc est significativement élevée par rapport a celui du BHT. Alors que EMO

ne montre aucune différence significative (Figure 13).

ICgso ug/ml
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Figure 13 : ICso des extraits aqueux de S. calamintha (EDéc et EMO) et le BHT. (*) Correspond a une différence

significative entre les deux extraits (p< 0,05).
4.1.2. Capacité antioxydant totale (Total antioxidant capacity, TAC)

La capacité antioxydante totale des extraits est déterminée a partir d’une courbe

d’étalonnage de 1’acide ascorbique dont 1’équation est la suivante (Figure E/ Annexe 03) :
Y =0,0079x avec R?=0,9982

Nous avons déterminé la TAC des extraits bruts EDéc et EMO ; les résultats obtenus
sont représentés dans le tableau 07.

Tableau 07 : La capacité antioxydante totale des extraits bruts (décoction et micro-onde) de S.calamintha.

Extrait La capacité antioxydante totale [ng EAA/mg d’extrait|
EDéc 84,64+ 0,72
EMO 80,41+ 19,13

Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions + écart type.

Les deux extraits bruts de S. calamintha montre une TAC comparable (Figurel4).
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Figure 14 : Capacité antioxydante totale des extraits de S. calamintha (EDéc et EMOQ), (NS) correspond a une

différence non significative entre les deux extraits (p< 0,05).
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4.2. L’activité antibactérienne
4.2.1. Coloration de Gram

Les résultats de la coloration de Gram des deux souches bactériennes de référence
permettent de déterminer la forme et la nature de chaque bactérie (tableau 08). Cette

coloration est réalisée dans un but de confirmer ’absence de contamination sur nos cultures.

Tableau 08 : Gram et forme des souches bactérienne étudiées.

Les souches Gram (+/-) La forme
Escherichia coli Gram- Bacille
Bacillus subtillus Gram+ Bacille en forme de batonnet

4.2.2. Le test antibactérien

L’activité antibactérienne des extraits du S.calamintha est testée vis-a-vis de deux

souches bactériennes par la méthode de diffusion de disques. Les résultats sont présentés dans
le tableau 09 et les figures 15 et 16.

Figure 15 : Les zones d’inhibition de la croissance d’Escherichia coli induites par les extraits EDéc et EMO de

S.calamintha.
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Figure 16 : Les zones d’inhibition de la croissance de Bacillus subtillus induites par les extraits EDéc et EMO

de S.calamintha.

Tableau 09 : Les diamétres des zones d’inhibition (mm).

Diamétre des zones d’inhibition (mm).

EDéc EMO
Extrait Contréle | 150 mg/ml | 300 mg/ml | 150 mg/ml | 300 mg/ml
Bactérie négatif
Escherichia coli 0 0 0 0 0
Bacillus subtillus 0 2,44+1,71 | 7,33+0,66 | 3,22+1,47 | 6,22+0,83

4.2.3. L’antibiogramme

Afin de vérifier la résistance des souches bactériennes utilisées dans notre expérience,
nous avons testé 04 antibiotiques dans les mémes conditions que les extraits. Les résultats des
zones d’inhibition sont présentés dans la figure A et le tableau B / Annexe 04.
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IVV.1.Extraction par décoction et aux microondes :

L'extrait aqueux de la sarriette des monts de Maadid (région de Hodna) obtenu par
extraction aux microondes donne un rendement de 21,83 = 0,7 %, qui est supérieur a I'extrait
obtenu par décoction 17,5 + 0,5 %. Ce résultat montre que I’extraction aux micro-ondes
permet d’améliorer la quantité de 1’extrait sec.

L’extraction par décoction de S. calamintha montre un rendement comparable a celui
précédemment obtenu dans notre laboratoire par Bounab et Dehim (2017) sur une autre
espece de la région, S. Montana (18,70 %). Cependant, il est plus faible par rapport a celui
obtenu par Bougandora et Bendimerd (2013) sur S. calamintha (22,19 %). Ceci pourrait étre
di a la différence des techniques d’extractions utilisées qui affectent le taux total en
polyphénols et en flavonoides. D'autres facteurs comme le pH, la température, le rapport
guantité de matiére au volume du solvant, les intervalles de temps, le nombre et les étapes
d'extractions individuelles, jouent également un role important dans ce procédé d’extraction

(Lee et al., 2003).
IV .2. Caractérisation phytochimique :

Les tests phytochimiques ont été réalises sur les deux extraits préparés a partir de la
partie aérienne de S. calamintha en utilisant des réactifs spécifiques de révélation.

Le screening phytochimique a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de S. calamintha. La détection de ces composés
chimiques est basée sur des essais de solubilité des constituants, des réactions de précipitation
et de turbidité ainsi que le changement de couleur spécifique pour chaque réaction (Bentabet
et al., 2014).

Les résultats des tests réalisés sur les deux extraits bruts de S. calamintha montrent la
présence des flavonoides, quinones, terpénoides et sucres réducteurs mais l'absence des
anthraquinones (Tableau 02). Ces résultats sont comparables a ceux obtenu par Bounab et
Dehim, (2017) pour I'espece S. montana de la méme région.

La présence en abondance des tanins et des flavonoides confere a cette plante des
propriétes biologiques trés importantes. Les tanins sont des donneurs de protons aux radicaux
libres lipidiques produits au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables
sont alors formés, ce qui a pour conséquences de stopper la réaction en chaine de I’auto

oxydation des lipides. Ils ont aussi la propriété de tanner la peau par création de liaisons entre
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les molécules de tannins et les fibres de collagéne (Smythies, 1998). Ces tanins permettent
aussi de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections (Iserin, 2001).

Les flavonoides constituent un groupe de substances trés importantes qui présentent un
grand intérét dans beaucoup de domaines. Leurs propriétés antioxydante, antivirale,
antibactérienne, tinctoriale, les prédestinent a des utilisations dans les industries
pharmaceutiques, agroalimentaires et cosmétiques (Pietta, 2000).

Des travaux antérieurs sur les tests phytochimiques de S.calamintha (Bougandoura,
2011) (région de Tlemcen) sont en accord avec nos resultats sauf en ce qui concerne les

sucres réducteurs qui sont présents en abondance dans notre extrait.
IV.3.Les dosages chimiques :
3.1. Dosage des polyphénols :

Les polyphénols sont des composés fortement hydroxyles que I’on retrouve dans
diverses fractions d’extraits végétaux. Ils ont la capacité d’absorber les radicaux libres dans
les systemes biologiques. Ce qui en fait de potentiels agents antioxydants (Hagerman et al.,
1998).

L’analyse quantitative des extraits bruts de S. calamintha a été effectuée par des
méthodes colorimétriques basées sur I’utilisation du spectrophotometre UV- visible par la
méthode de Folin-Ciocalteu dont le but est la détermination des quantités en polyphénols
présentes dans chaque extrait. La méthode de Folin-Ciocalteu était choisie pour doser les
polyphénols parce qu’elle satisfait aux criteres de faisabilit¢ et reproductibilité, la
disponibilité du réactif de Folin et elle est bien standardisée. Par ailleurs, la grande longueur
d’onde d’absorption du chromophore permet de minimiser les interférences avec la matrice
d’échantillon qui est souvent coloré (Huang et al.,2005).

Nos résultats révelent que les deux extraits bruts sont riches en polyphénols, avec un
taux de 160, 39+ 6,12ug EAG/mg d’extrait pour EDéc, qui est relativement supérieure a celui
de l'extrait EMO (128,14 + 34,77ug EAG/mg d'extrait) (Tableau 04). Bougandora et
Bendimerd (2013) ont montré une teneur en polyphénols totaux trés faible (12,6 £0,78 ug
EAG/mg d'extrait) sur ’extrait aqueux de la méme espeéce S.calamintha récoltée dans la
région de Tlemcen. En effet, la teneur phénolique d’une plante dépend d’un certain nombre de
facteurs intrinseques (génétiques) et extrinseques (conditions climatiques, les pratiques
culturales, la maturité a la récolte et les conditions de stockage) ; cette composition varie

d’une espéce a une autre et parfois au sein d’une méme espéce (Podsedek, 2007).
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3.2. Dosage des flavonoides :

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée par la méthode de trichlorure
d'aluminium (AICIs3). Les résultats des extraits aqueux de la partie aérienne de S. calamintha
montrent que la teneur en flavonoides totaux de EDéc (14,26 = 1,05 pg EQ/mg d’extrait) est
similaire a leur teneur dans EMO (13,24 + 2,799 ug EQ/mg d'extrait) (Tableau05). Selon
Bounab et Dehim, (2017), la teneur en flavonoides de I'extrait aqueux de S.montana (33,57 +
1,63ugEQ/mg d'extrait) est nettement supérieure. Cette déférence pourrait étre due a plusieurs
facteurs tels que le rapport quantité de matiére au volume du solvant. La comparaison des
teneurs en flavonoides totaux entre les deux méthodes d'extraction montrent qu’il n’y a pas de

déférence sur la méme espéce entre la décoction et 1’extraction aux micro-ondes.
IV.4. Activité biologique in vitro :

4.1. L’activité antioxydante

L’évaluation de I’activité antioxydante a été mise en évidence par 1’utilisation de deux
méthodes différentes mais complémentaires, a savoir: le test du DPPH et la capacité
antioxydant totale (TAC).

4.1.1. Test du DPPH :

Les résultats de 1’action antiradicalaire des extraits de S.calamintha montrent que
I’extrait microondes est significativement (p<0,05) plus actif, avec une ICso de I’ordre de
23,07 + 0,18 pg/ml par rapport a ’extrait décoction qui présente une ICso de 24,77 + 0,76
pug/ml. Nos extraits sont légerement moins actifs que le BHT (ICso de 22,25 + 1,24 ug/ml)
(Tableau 07).

La différence de I’action antiradicalaire entre les deux extraits peut étre liée a la
variété des classes des polyphénols qui peuvent avoir des activités antioxydantes différentes.
Les résultats du test de piégeage du radical libre DPPH montrent que les deux extraits de
S.calamintha contiennent des molécules antioxydantes, telles que les polyphénols, les
flavonoides et les tanins, qui ont la capacité de céder I’hydrogéne et par conséquent réduisent
et décolorent le DPPH. C’est un phénoméne de transfert de (s) électron (s) célibataire (s) qui
sont localisés dans 1’orbitale externe du DPPH; la molécule antioxydante va réagir
completement avec le radical, et quand nous augmentons la concentration, [’activité
antioxydante reste constante a cause de la saturation des couches électroniques du radicale
(Ghedadbaet al., 2014).
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En comparaison avec la BHT (une molécule antioxydante pure), les extraits bruts ne
sont pas formés d’une seule molécule mais de plusieurs dizaines de composés a des

concentrations variables (Talbi et al.,2015).
4.1.2. Capacité antioxydante totale

La détermination de la capacité antioxydante totale des deux extraits a été faite par la
méthode de Phosphomolybdéne. Les résultats obtenus montrent que les deux extraits aqueux
(EDéc et EMO) de S.calamintha possédent des capacités antioxydantes similaires : 84,64 +
0,72 et 80,41 + 19,13 ng EAA/mg d’extrait (Tableau 07).

Ce résultat confirme que les extraits de S.calamintha possédent des composés
réducteurs. En effet, la formation d’un complexe vert de phosphate /Mo (V) a pH acide
indique la réduction de molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoOs>
en molybdéne Mo (V) MoO?". Ce pouvoir antioxydant observé dans les deux extraits peut
étre due essentiellement a la présence de polyphénols dans les extraits, particulierement les

flavonoides (Vladimir-Knezevic et al., 2014).
4.2. L’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits aqueux (EDéc et EMO) de S.calamintha a été
évaluée vis-a-vis de deux souches bactériennes de référence, Escherichia coli et Bacillus
subtillus, par la méthode de diffusion des disques. La détermination des diameétres de la zone
d’inhibition est faite autour des disques contenant les extraits testés a deux concentrations :

150 et 300 mg/ml.

Nos résultats montrent que les deux extraits ne sont pas actifs et ne présentent aucune
zone d’inhibition sur la souche Escherichia coli. Cependant, les diametres des zones
d’inhibition induits par les deux extraits montrent une certaine activité antibactérienne vis-a-
vis de Bacillus subtillus qui est comparable a celle observée dans I’antibiogramme sous

I’action de 1’oxacilline (4 mm) et de I’amoxicilline (7 mm) (Tableau 08).

Selon (Ponce et al., 2003) , il y a un lien étroit entre 1’étendu du diamétre d’inhibition
(d) et la sensibilite de la souche bactérienne. En effet elle considéréee comme : i) Non sensible
(-) ou resistante si d < 8 mm, ii) Sensible (+) si d est compris entre 9 a 14 mm, iii) Tres
sensible (++) si d est compris entre 15 a 19 mm. iiii) Extrémement sensible (+++) lorsque d >

20 mm.
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Les extraits aqueux de S. calamintha n’ont pas fait 1’objet de beaucoup d’études
auparavant en ce qui concerne ’activité antibactérienne. Cependant, une étude réalisée avec
les huiles essentielles de S.calamintha montre 1’absence d’effet sur Escherichia coli (Arab et
al., 2014). Ce qui est en concordance avec I’absence d’action de I’extrait aqueux de S.

calamintha sur la méme souche, observée dans notre étude.

L’effet antimicrobien décrit chez les plantes médicinales est étroitement influencé par
leur teneur en composés phénoliques, alcaloides, terpénoides et stéroides, qui provoquent des
altérations membranaires, mais aussi I’inhibition de la synthése d’ARN et d’ADN (Clérivet et
al.,1996).
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CONCLUSION

L’exploration de nouvelles ressources naturelles a partir du régne végétal reste capitale

pour la mise au point de nouveaux remedes thérapeutiques.

L'espece Satureja calamintha appartient a la famille des lamiacées, une des familles les
plus importantes dans la flore algérienne et parmi celles les plus utilisées en médecine
traditionnels. Notre étude a permis de mettre en évidence a travers un criblage phytochimique

la présence des tanins, des flavonoides et des triterpénes.

Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides sur les extraits aqueux obtenus
par deux procédes différents a révélé une teneur importante dans l'espéce S. calamintha.

Nos résultants montrent que les deux extraits sont dotés d’une activité antiradicalaire
considérable et une activité antioxydante totale satisfaisante, ce qui est en parfaite

concordance avec leur grande teneur en polyphénols.

En ce qui concerne le pouvoir antibactérien par la méthode de diffusion de disque, nos
résultats montrent que les deux extrait aqueux de S. calamintha ne posséde aucun effet sur la

croissance de bactérie Gram + : Bacillus subtillus et de bactérie Gram - : E. Coli.

L'espece S. calamintha est riche en métabolites secondaires, une exploitation de leurs
propriétés antioxydante et antibactérienne implique une recherche plus poussée sur ses

principes actifs.

Notre étude montre que les deux méthodes d'extraction (décoction et microonde)
appliquées sur S. calamintha donnent des extraits aqueux comparables de par leur

composition et leurs activités biologiques.
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Annexe 01

Matériels utilisés :

Les différents appareils utilisés pour nos travails sont :

Agitateur du tube VORTEX FISCHER SCIENTIFIC TOPMIX FB 15024.
Agitateur magnétique RCT basic

Balance analytique KERN /ALJ 220_4NM

Balance de palliasse KERN FTB

Centrifugeuse Sigma

Etuve Memmert

Plaque chauffante RCT basic

Spectrophotomeétre Optika B_350

Microonde BOMANN

NN N N N N NN

Appareillage de ’extraction EAM
Les systemes de four micro-ondes commercialisés et adaptés aux laboratoires sont
constitues de cing éléments principaux.
e un générateur de micro-ondes, aussi nommé magnétron, qui va générer les
microondes a partir d‘énergie électrique.
e un guide d‘ondes métallique qui va propager les micro-ondes du magnétron a
1‘échantillon.
e un réacteur transparent aux micro-ondes dans lequel est disposé 1‘échantillon.
e une cavité protectrice (ou four), dans laquelle le réacteur sera placé.

e un systeme de contrdle des températures.
Produits de travail :

e Acide gallique (100 pg/ml) : préparé dans le méthanol.

e Carbonate de sodium Naz COz3 (7,5%) : préparé dans ’eau distillée.
e Réactif de Folin : dilué 1/10 par I’cau distillée.

e Quercétine (Img/ml) : préparé dans le méthanol.

e AICI3 (2%) : préparé dans 1’éthanol.

e BHT (Img/ml) : préparé dans le méthanol.

e Acide ascorbique (Img/ml) : préparé dans I’eau distillée.

e Solution de FeClz (0,1%) : préparé dans 1’eau distillée.



e Réactif de TAC :

Molybdate d’ammonium (4 mM) : préparé dans 1’eau distillée.
Phosphate de sodium (28 mM) : préparé dans 1’eau distillée.

Acide sulfurique (6M) : préparé dans 1’eau distillée.



Annexe 02

Extrait Aspect Couleur Rendement %
EDéc Poudre Marron foncée 13 (n=2)
1g/10 ml
EDéc Poudre Marron foncée 175+£0,5
1g/75ml
EMO Poudre Marron 21,83+ 0,7
800 w /2 min
EMO Poudre Marron 27
800 w /4 min

Tableau A : Aspect, couleur et rendement de différents extraits de S.calamintha.

Extrait [C] des polyphénols (ug EAC/mg d’extrait)
EDéc 1g/ 75 ml 160,39+ 6,12
EDéc 50 g / 500 ml 143,82
EMO 800w / 2 min 128,14 + 34,77
EMO 800w / 4min 79,208

Tableau B : Teneurs en polyphénols totaux des extraits décoction et micro-onde.

Extrait [C] des flavonoides (ug EQ/mg d’extrait)
EDéc 1g/75 ml 14,26 + 1,05
EDéc 50 g/ 500 ml 14,182
EMO 800w / 2 min 13,24 + 2,799
EMO 800w / 4min 16,702

Tableau C : Teneurs en flavonoides totaux des extraits décoction et micro-onde.




Annexe 03

1,2 y =0,0107x + 0,0109
R2=0,9982
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Figure A : Courbe d’étalonnage de ’acide gallique pour le dosage de polyphénols totaux. Les barres d’erreurs

représentent 1’écart type (n = 3).
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Figure B : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux. Les barres d’erreurs

représentent 1’écart type (n = 3).
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Figure C : Pourcentages d’inhibition du BHT et des extraits bruts (décoction et micro-onde) de S.calamintha en

fonction de la concentration.



(%]
o

BHT

40
30
s
'S 20 y =2,2217x
2 R2 =0,9999
<
£10
0
0 10 20 30
-10 ' Concentration ( pg/ml)

50 EDéc
40 .
o
S 30
c
2 20 o
5 y = 2,0884x
2 .
E 10 p R2=0,9975
0d
0 10 20 30
-10

Concentration (ug/ml)

50
40
30
20

10

Inhibition (%)

-10

0

EMO

y = 2,155x
R2=10,9994

10 20
Concentration (ug/ml)

30

Figure D : Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration du BHT, ’extrait décoction (Déc)

et ’extrait microonde (EMO). Les barres d’erreurs représentent 1’écart type (n = 7).
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Figure E : Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique pour I’activité antioxydante totale (TAC). Les barres

d’erreurs représentent 1’écart type (n = 3).



Annexe 04

Bacillus. S

Figure A : L’antibiogramme de d’Escherichia coli et de Bacillus subtillus.

Diamétre de la zone d’inhibition (mm).
Antibiotiques Escherichia coli Bacillus subtillus
Ampicilline 0 mm -
Trimethoprim 15 mm -
Oxacilline - 4 mm
Amoxicilline - 7mm

- > absence d’antibiotique.

Tableau B : Zones d’inhibition de I’antibiogramme d’Escherichia coli et de Bacillus subtillus




Résumé

La sarriette est une plante médicinale qui appartient a la famille des lamiacées. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés au Satureja
calamintha des monts de Maadid (région de Hodna). Deux extraits bruts ont été préparés a partir de la partie aérienne : I’'un obtenu par
décoction (EDéc) et I’autre par extraction aux micro-ondes (EMO). Les rendements d’extraction sont de ’ordre de 17,5 £ 0,5 % et 21,83 =
0,7 % respectivement. Les tests phytochimiques appliquées aux extraits de Satureja calamintha ont montré la présence de plusieurs familles
de composés chimiques potentiellement bioactives, notamment les flavonoides et les tanins. L’estimation quantitative des polyphénols totaux
et des flavonoides par méthode colorimétrique a montré que EDéc est plus riche en métabolites secondaires par rapport 8 EMO. L’activité
antioxydante a été évaluée par deux méthodes : i) le piégeage du radical libre DPPH, avec des I1Csoa 24,77 + 0,76 et 23,07 + 0,18 pg/ml pour
EDéc et EMO respectivement et qui sont supérieures a celle obtenue par le BHT (22,25 + 1,24 pg/ml) ; ii) La capacité antioxydante totale
(TAC) est estimée a 84,64 + 0,72 ug EAA/mg pour EDéc et 80,41 + 19,13 ng EAA/mg pour EMO. L’activité antibactérienne est déterminée
vis-a-vis de deux souches bactériennes de référence : Escherichia coli (Gram négatif) et Bacillus subtillus (Gram positif), selon la méthode
de diffusion dans les disques. Les deux extraits n’ont montré aucun effet sur la souche E. coli. Cependant, ils possedent un effet inhibiteur

modéré sur la souche B. subtillus.

Les mots clés : Satureja calamintha, polyphénols totaux, flavonoides, activité antioxydante, DPPH, TAC, activité antibactérienne.
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Abstract

Savory is a medicinal plant belonging to the Lamiaceae family. In this study, we are interested in Satureja calamintha from Maadid
mountains (Hodna region).Two extracts were prepared from the aerial parts: one by decoction and the other by microwave. The extraction
yields are of the order of 17, 5 + 0, 5 % and 21, 83+ 0, 7 % respectively. The phytochemical tests applied to Satureja calamintha extracts
have shown the presence of several families of chemical compounds such as flavonoids and tannins. Quantitative estimation of total phenols
and flavonoids by colorimetric methods showed that the decoction extract is richer in these compounds compared to the microwave extract.
Antioxidant activity was evaluated by two complementary methods: i) Sweeping of DPPH free radicals, where the ICsy was estimated to be
24,77 £ 0, 76 and 23, 07 + 0, 18 pg/ml for the decoction and microwave extracts respectively and which are more than that shown by BHT
(22,25 = 1,24 pg/ml). ii): The total antioxidant capacity is estimated to be 84, 64 + 0, 72 ug EAA/mg for decoction extract and 80, 41 + 19,
13 pg EAA/mg for microwave extract. Antibacterial activity was determined against two bacterial strains: Escherichia coli (Gram-) and
Bacillus subtillus (Gram+), according to the method of diffusion in disks. Our results show that the two extracts were without any effect on

the Escherichia coli strain, whereas they have a moderate effect on the Bacillus subtillus.

Key word: Satureja calamintha, Total phenols, flavonoids, antioxidant activity, DPPH, TAC, Antibacterial activity.
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