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Introduction

La nature est une source d’agents médicinaux depuis des milliers d’années. Les médicaments
populaires de presque toute la civilisation du monde regroupent les plantes médicinales
(Benhouda et al., 2014). Ces derniers sont devenus un sujet d’actualité ayant un impact sur la
santé. La phytothérapie a joué un rdle crucial dans le maintien du systeme de santé de la vaste
population a travers le monde. Ceci est largement amélioré dans les pays moins développés ou
en développement ou I’utilisation historique de la médecine traditionnelle a été interrompue
(Sahraoui et Siouani, 2019).

Par ailleurs, les plantes médicinales représentent une source inépuisable de reméde
traditionnel et efficace pour le traitement de diverses maladies grace aux principes actifs
qu’elles contiennent : alcaloides, flavonoides, saponines et les huiles essentielles...etc
(Khalidi et al., 2012).

De nos jours ces derniéres sont largement employées pour leurs propriétés biologiques
(antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire, analgésique, anti parasitaire...) et leurs
applications dans des multiples et diverses industries: agro alimentation, cosmétique,
parfumerie, pharmacie et aromathérapie.

L’ Algérie par sa situation géographique unique et sa variabilité de climat et du sol, comporte
un patrimoine naturel qui englobe environ 4000 espéces et sous especes de plantes
vasculaires, seuls 146 de ces espéces sont considérés comme médicinales (Hamel et al.,
2018). Nous sommes intéressés a étudier une de ces espéces « Satureja calamintha » qui
appartient au genre Satureja. Notre travail consiste a la recherche des substances naturelles
volatiles de la partie aérienne de Satureja calamintha d’une part et d’autre part d’étudier leurs
activités biologiques.

La réalisation de ce travail est répartie en deux partis, la premiére présente une recherche
bibliographique qui englobe trois chapitres :

Le premier résume les principales caractéristiques de la plante étudiée et ses métabolites
secondaires, le deuxieme se base sur les huiles essentielles : compositions, localisation,
procédés d’extractions et le dernier chapitre qui s’agit d’évaluer les activités biologiques La
seconde partie consiste a une étude expérimentale qui comporte :

e Un screening phytochimique des métabolites secondaires ;

e Extraction de I’huile essentielle et détermination de son rendement d'extraction ;

e Evaluation de ses activités biologiques : antioxydante, anti-inflammatoire et

antispasmodique.
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I.1. Plante medicinale
Une plante est dite médicinale lorsqu’un de ses organes posséde des activités
pharmacologiques, pouvant conduire a des emplois thérapeutiques. On n’utilise généralement
qu’une partie de la plante : la racine, la feuille, la fleur, la graine, la plus riche en principe
actif. Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour 1’humanité, elles sont
des usines chimiques naturelles, produisant des substances actives biochimiques : alcaloides,
huiles essentielles, flavonoides, tannins et les mettent a la disposition de I’homme qui peut en
faire usage pour sa santé et satisfaire ses besoins vitaux (Schauenberg et Paris, 2005).
1.2. Généralités sur la famille lamiaceae
La famille des Lamiacées connue également sous le nom des Labiées, qui dérive du nom latin
"labium™ qui signifie lévre, en raison de la forme particuliére des corolles (Bouhaddouda,
2016).
Elle est I’'une des premiéres familles a étre distingués par les botanistes. Les lamiacées sont
des angiospermes dicotylédones appartenant a 1’ordre des Lamiales. Elle comprend environ
4000 especes et prés de 220 genres (Naghibi et al., 2005), dont le genre Satureja est étudié
dans le présent travail.
Selon Quezel et santa (1963), elles constituent une famille trés importante dans la flore
Algérienne représentée par 28 genres et 146 especes.
40% de ses especes contiennent des composés qui possedent des propriétés aromatiques
(Verse, 2007). Elles sont caractérisées par des parties aériennes ayant un goQt distinctif et
peuvent étre ajoutées a plusieurs préparations culinaires ou utilisées en médecine
traditionnelle, pour traiter diverses affections (Gulluce et al., 2003).
I.3. Plante étudiée (Satureja calamintha)
Le nom Satureja dérive du latin « saturare » qui indique nourrir ou «satura » qui indique pot a
fleur (ornemental). 1l existe plusieurs especes, toutes sont remarquables par leur odeur forte et
aromatique, qui rappelle celle de la menthe (Varban et al., 2009).
I.3.1. Nomenclature
Selon Ghourri et al (2014) ; Kerbouche et al (2013) la nomenclature est :

e Nom commun : Sarriette, Calaminthe.

¢ Nom botanique : Satureja calamintha subsp. Nepta (L). Brig.

e Nom vernaculaire: Nabta, Menta, Touret.
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1.3.2. Description botanique

C'est une petite plante vivace pubescente, ne dépassant pas 40-80 cm de haut, de couleur
mentholée et vert-grisatre (Kerbouche et al., 2013).

Les tiges sont molles et velues avec des feuilles largement ovales, obtuses, subentiéres (lisses)
ou légérement a profondément crénelées-serrées, qui sont tres parfumées lorsqu'elles sont
écrasées (Bozovic et Ringo, 2017). Les fleurs sont tubulaires, a deux levres, roses ou violettes
visible de juillet a octobre (Bouguandoura et Bendimerad, 2013) ; présente en épis
axillaires (cymes de 5 a 20 fleurs). Le calice mesure 3 & 7 x 1-2 mm de diamétre, densément
pubescent (Bozovic et Ringo, 2017).

Le fruit est constitué de quatre akenes ovales et lisses (Figure 1) (Baba Aissa, 2000).

Figure 1 : Photo des parties aériennes de la plante Satureja calamintha (Labiod, 2016).
I.3.3. Taxonomie
La Taxonomie de la plante Satureja calamintha est présentée dans le tableau 1.

Tableau 1 : Taxonomie de la plante Satureja calamintha selon Quezel et Santa (1963).

Regne Plantae
Embranchement Mangnoliophyta
Classe Mangnoliosida
Ordre Lamiaes

Famille Lamiaceae

Genre Satureja

Espéce Satureja calamintha
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1.3.4. Distribution géographique et origine de la plante

Satureja calamintha est répartie dans la région mediterranéenne et pousse aussi dans des
régions arides, chaudes et rocheuses (Slavkovska et al., 2001). Elle est originaire d’Afrique
du nord (Algérie, Maroc et Tunisie), en Asie et en Europe (figure 2). Le genre satureja se
trouve dans les sous-bois mais aussi sur les terrains incultes, le bord des routes et dans le tell.

Surtout dans les montagnes, jusqu’a 1500 métres d’altitude (Quezel et Santa, 1963).

Figure 2 : Carte géographique de la plante Satureja calamintha (Benkhedimallah et
Kismoun, 2014).

1.3.5. Propriétés et utilisation thérapeutiques
Satureja calamintha est une excellente plante médicinale, qui combat les flatulences, stimule
la digestion, traite les coliques et elle est préconisée en cas d’infection des voies respiratoires
(bronchites) (Iserin, 2001).
Les espéces de Satureja sont utilisées comme des désinfectants puissants et comme des agents
odoriférants dans Les parfums (Bouguandoudra et Bendimerad, 2013).
Elles ont traditionnellement utilisé comme analgésique, tonique et carminatifs pour traiter les
douleurs musculaires, des troubles gastriques et intestinaux tels que : crampes, nausées et
diarrhée (Kerbouche et al., 2013).
La tige feuillée de la sariette est utilisée pour infuser le thé pour combattre la fievre, la grippe,
les douleurs gastriques et comme rafraichissant (Ech-chahad et al., 2013).
Grace a leur agréable odeur semblable a celle de la menthe, de nombreuses especes de
Satureja sont utilisées comme épices dans diverses recettes culinaires (Bozovic et Ringo,
2017).
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I.4. Composition de la plante en métabolites

Les plantes renferment une part importante des composés qui interviennent dans 1’ensemble
des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans I’organisme. On distingue deux
groupes de métabolites : les métabolites primaires et les métabolites secondaires (Hartmann,
2007).

1.4.1. Métabolites primaires

Sont les molécules organiques qui existent dans toutes les cellules de I’organisme de la plante
pour assurer sa survie et jouent un role central dans le métabolisme et la reproduction incluant
les acides aminés, les acides nucléiques, les oses et les protéines (Epifano et al., 2007).

1.4.2. Métabolites secondaires

Sont des molécules organiques complexes synthétisés indirectement par les plantes
autotrophes (Mohammedi, 2013) et jouent un réle majeur dans les interactions de la plante
avec son environnement. Ils constituent un groupe de produits naturels qu’il convient
d’explorer pour leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes
(Epifano et al., 2007).

Selon Aref et Heded (2015) il existe trois classes principales de métabolites secondaires chez
les plantes : Les polyphénols ; les alcaloides et les terpenes.

1.4.2.1. Polyphénols

a. Définition et structure chimique des polyphénols

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires constituent un groupe plus
représenté et largement distribué dans le monde végétal. Avec plus de 8000 structures
phénoliques, comprenant au moins un noyau aromatique (benzénique) (Figure 03) auquel est
directement lié au moins un groupement hydroxyle (OH), libre ou engagé dans une autre
fonction (éther, ester, hétérosides) (Bruneton, 2016).

Ce sont des composés hydrosolubles, de poids moléculaire entre 500 et 3000 Da (Yahfoufi et
al., 2018; Kawabata et al., 2019).
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OH

Figure 3 : Structure du noyau phénol (Collin et Crouzet, 2011).

b. Classification des polyphénols

» Flavonoides

Le terme flavonoide est dérivé du mot « Flavus » en latin, qui signifie jaune (Prochazkova

et al., 2011), sont des métabolites secondaires des végétaux. lls constituent un des plus vastes
groupes de poly phénols naturels et présentent un large éventail d’activité biologique aussi
bien chez les animaux que chez les végétaux (Ritcher, 1993).
Les flavonoides sont présents dans différentes parties des végétaux supérieurs les racines, les
tiges, les feuilles, les fleurs, le pollen, les fruits, les graines, le bois...etc. Ce sont des
substances colorées responsables de la coloration de nombreux fruits, légumes, fleurs... etc
(Adrian et al., 1995).
IIs assurent la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement UV et présentent
un fort effet antioxydant et peuvent, par conséquent, prévenir des lésions produites par les
especes oxydatives (Hadi, 2004).

= Structure et classification des flavonoides
Sont des composés de faible poids moléculaire, représentées par 15 atomes de carbones
arrangés comme suit : C6-C3-C6 composes de deux noyaux aromatiques A et B, liés par un
pont de 3 carbones souvent sous forme d'un hétérocycle C (Figure 4) (Nagendran et al.,
2006).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Bruneton, 1999).
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Ils peuvent étre subdivisés en divers classes en fonction des modifications de 1’hétérocycle C,
dont les plus importants sont : les flavones, les isoflavanediols, les flavonols, les flavans 3-ols,
les flavanones et les anthocyanidines (Toubal, 2018).

» Tannins
Le terme tannin dérivé de la capacité de tannage des pesax d'annimaux en la transformant en
cuir. Les tanins sont des composes phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (Kamra et al., 2006 ; Alkurd, 2008). Ce sont des
molécules hautement hydroxylées et peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont
associes aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité
des aliments. lls peuvent étre liés a la cellulose et @ de nombreux éléments minéraux (Alkurd,
2008).
Ils peuvent exister dans divers organes : I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les
grains (Khanbabae et Ree, 2001).
Les tannins sont classés en tannins hydroxylables et non hydroxylables ou condensés (Figure
5) (Frutos et al., 2004).

HO__ o

\ =

(1) (2)

Figure 5 : Structures chimiques d’un tannin hydroxylable (1) et d’un tannin condensé (2)
(Sereme et al., 2010).
» Lignine

C'est I’'un des polymeres biosources les plus abondants sur Terre, elle constitue de 15 & 40%
de la mati¢re seche des arbres et de 5 a 20% des tiges des plantes annuelles. C’est
également le polymeére aromatique naturel le plus abondant (Privas, 2013). Subissant les
contraintes de la gravite, la lignine est apparu afin notamment de rigidifier les parois
cellulaires (Cruz et al., 2001).
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Le role des lignines dans I’évolution des végétaux, ils forment une barriére mécanique, de
go(t désagréable, et réduisant la digestibilité des sucres de la paroi, les lignines participent a
la résistance des plantes aux microorganismes et herbivores, la lignification est une réponse
courante a I’infection ou la blessure (Murry et al., 1982).

» Saponine

La saponine dérive du mot latin « sapo », qui signifie savon, car ces composés peuvent
former une mousse persistante une fois agités avec de I'eau. Ils se composent d’aglycones non
polaires liés a un ou a plusieurs sucres. Cette combinaison d’¢éléments structuraux polaires et
non polaires explique leur aspect moussant en solution aqueuse.
Les saponines sont présentes dans de nombreuses plantes et quelques organismes marins ou
ils auraient un réle de défense contre des agents pathogénes (champignons, bactéries...)
(Kone, 2008).
1.4.1.2. Alcaloides
Sont des substances organiques d’origine végétale et azotée a caractere alcalin, chimiquement
ils sont constitués de C, H, O, N. Leur naissance est liée essentiellement aux acides aminés
(Bruneton, 1999).
IIs peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon 1’espéce, ils s’accumulent
uniquement dans les écorces, les racines, les feuilles ou les fruits (Harborne et Herbert,
1998). En général, les alcaloides sont insolubles ou tres peu solubles dans I’eau, ils sont
solubles dans les solvants organiques apolaires ou peu polaires (Mamadou, 2011).
1.4.1.3. Terpénoides
Sont des molécules de faible poids moléculaire, volatiles, dérivés de 1’isopréne (CsHg) (figure

6), et entrant dans la composition des huiles essentielles (Yarnell, 2007).

CH,_
[
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Figure 6 : Structure de la molécule d’isopréne (Calsamiglia et al., 2007).
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I1.1. Définition des huiles essentielle
Le terme huile essentielle (HE) est dérivé de « quinta essentia », un nom donné par le
médecin suisse Paracelse aux extraits de plantes obtenus par distillation, qui signifie le parfum
et I'essence des plantes (Hart et al., 2008).
Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les HES ne contiennent pas de corps
gras (lipides) et ne sont pas “essentielle™ au sens ou elles sont nécessaires a la croissance ou
au métabolisme. Ce sont des composés aromatiques volatils d'aspect huileux qui sont obtenus
a partir de plantes aromatiques par divers procédés d'extraction. Elles sont solubles dans les
lipides et les solvants organiques et possedent une densité inférieure a celle de I’cau.

Elle peuvent étre synthétisés par tout organe végétal (fleurs, bourgeons, graines, feuilles,
brindilles, écorces, herbes, bois, fruits et racines) et stockés dans des cellules sécrétoires, des
cavités, des canaux, des cellules épidermiques ou des trichomes glandulaires (Burt, 2004 ;
Bakkali et al., 2008).

I1.1.1. Localisation et répartition des HEs dans la plante

Les HEs sont largement répandue dans le reégne végétal, certaines familles sont
particulierement riches (labiés).

La composition de I'essence varie d'un organe a l'autre. Les essences peuvent étre localisées
dans des cellules sécrétoires isolées, mais elles se trouvent le plus souvent dans des organes
sécrétoires : poches, cannaux et poils (Brueton, 1999).

I1.1.2. ROle des huiles essentielles

La biodiversité moléculaire des métabolites contentant dans les HEs, leur conféere de
différents roles et propriétés biologiques (Toure, 2015).

Parmi les roles principaux de ces huiles essentielles :

> Elles sont un moyen de défense contre les prédateurs (microorganismes, insectes,
champignons etc....) (Dudareva et Pichersky, 2008).

» Elles pourraient étre des sources d’énergie lorsque ’activité de photosynthése n’est
plus suffisante (Figueredo, 2007).

> Certains de ses composés jouent un rble dans la relation des plantes avec leur
environnement (Nicholas, 1973).

» La volatilité et I’odeur marquée de ces HEs en font des éléments de la communication
chimique (Bruneton, 1999).

> Les constituants des HEs protegeant la plante contre les agents atmosphériques (Lutz,
1940).
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>

Elles interviennent dans les interactions végétaux-animaux en constituant un langage
chimique (Salle, 1991).

I1.1.3. Propriétes physico-chimique

Les huiles essentielles forment un groupe trés homogéne, leurs principales caractéristiques

sont :
>

Treés altérables, sensibles a 1’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu a
la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a 1’abri de la
lumiére et de I’air (Bernard et al., 1988 ; Bruneton, 2009).

Elles sont liquides a température ambiante ;

Les huiles essentielles sont volatiles. C’est ce qui les rend entrainables a la vapeur et
particulierement odorantes ;

Les couleurs des huiles essentielles sont tres variables, mais la plupart de ces HEs ont
une couleur jaune presque imperceptible ;

La densité des huiles essentielles est trés souvent inférieureal « d <1 »;

L’indice de réfraction est généralement trés éleve ;

Les essences sont lipophiles et donc tres peu solubles dans I’ecau en général. Leur
solubilité est totale dans les alcools a titres élevés et dans les solvants organiques ;
Douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de Composés

asymétriques (Franchomme, 2015 ; Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).

I1.1.4. Composition des huiles essentielles

Selon Guenter (1975), les huiles essentielles sont des mélanges de structure extrémement

complexes, pouvant contenir plus de 300 composes différents. Ces substances sont des

molécules trés volatiles qui appartiennent de facon quasi exclusive, a deux groupes :

Le groupe de terpénoides.

Le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane.

I1.1.4.1. Les terpénes

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte. Il

s’agit d’une famille de composés largement répandus dans le régne végétal. Ils sont formés

par la combinaison de 5 atomes de carbone (C5) nommeée : isopréne (Lakhdar, 2015).

Selon le nombre répétitif de cette unité (isoprene) sont classés les terpénes (tableau 2)
(McGarvey et Croteau, 1995).

10
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Tableau 2 : classification des terpenes (McGarvey et Croteau, 1995).

Classes Formule brute N° d’isopréne
Monoterpene CioH16 2
Sesquiterpéne CisHza 3

Diterpéne C,oHs2 4

Sesterpéne C,sHy4o 5

Triterpéne C3oH4s 6
Tétraterpéne CaioHeéa 8

Polyterpéne (CsHg) » 45-3000

Selon Bruneton (1987) seuls les terpénes les plus volatils dont la masse moléculaire n’est pas

trop élevé (monoterpénes et sesquiterpenes) sont rencontrés dans la composition des huiles

essentielles.

Les monoterpenes : constituants les plus simples de la série, les
monoterpenes sont issus du couplage de deux unités « isopréniques » (CsHg)
Ils peuvent étre acyclique, monocyclique ou bi cyclique. Ils constituent
parfois plus de 90 % de I’huile essentielle. Les variations structurales justifient
I’existence de nombreuses molécules : alcools phénols, éthers, cétones, ester.
Les sesquiterpénes : ce sont des dérivées d’hydrocarbures en Cy5H,>
(assemblage de trois unités isoprénes). Il s’agit de la classe la plus diversifiée
des terpenes. Cependant leur structure ainsi que leur fonction restent similaires

a celles des monoterpénes.

I1.1.4.2. Les composés aromatiques
IIs sont moins fréquents par rapport aux terpénoides. Néanmoins, certaines plantes possedent
ces composés avec des proportions significatives. Les phénylpropanoides dérivent
majoritairement de la phénylalanine.
Ils sont constitués d’une chaine carbonée liée a un noyau aromatique a six carbones
(Sangwan et al., 2001).
I1.1.5. Voies de biosynthése des HEs
Les composes des HES peuvent étre issus de trois voies métaboliques principales (figure 7).
e «Lavoie de I’acide mévalonique » est a I’origine de tous les terpenes ;
e «Lavoie de I’acide shikimique » conduit aux composés aromatiques ;
e « La voie de I’acide gras » conduit a la formation des composés aliphatiques
qui
(Randrianarivelo, 2010).

sont géneralement peu représentés dans les huiles essentielles
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Figure 7 : Principales voies de biosynthése des composés volatils (Bruneton, 1999).

I1.1.6. Conservation des huiles essentielles
Les huiles essentielles de haute qualité peuvent étre conservées sous certaines conditions
pendant plusieurs années, jusqu'a cing ans. Seule l'essence d'agrumes reste plus courte (trois
ans).
Les huiles essentielles sont volatiles, alors il faut bien refermer le flacon. Il est préférable de
les conserver dans des flacons en aluminium ou en verre opaques (marron, vert ou bleu) et les
garder a l'abri de la lumiére a une température ambiante allant jusqu'a 20 degrés (AFNOR,
2000).
I1.1.7. Toxicité des huiles essentielles

Bien gue d'origine naturelle, les huiles essentielles peuvent étre nocives pour la santé. Il est
ainsi important de connaitre le produit, de le sélectionner selon des critéres qualificatifs
stricts (les produits de bonne qualité ne sont pas falsifiés, non contaminés par des pesticides),
de respecter scrupuleusement les doses et de choisir le mode d'administration approprié pour
éviter les effets secondaires, voire méme des interactions avec d'autres médicaments. Ainsi,
les huiles essentielles peuvent étre sensibilisantes, photo sensibilisantes, cytotoxiques,

irritantes, néphrotoxiques, hépatotoxiques, neurotoxiques...etc (Lakhdar, 2015).
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I1.1.8. Procéde d’obtention des huiles essentielles

Il existe plusieurs facons d'extraire les huiles essentielles. Le choix de la méthode dépend de
la nature de la plante, des propriétés physico-chimiques de I'huile & extraire et de I'utilisation
de l'extrait. Quelle que soit la méthode utilisée, les étapes d'extraction sont similaires.
Cependant, il est important d'extraire d'abord les molécules aromatiques qui forment I'huile
essentielle du matériel végeétal puis de séparer ces molécules du milieu par distillation (Price
et Price, 2004).
I1.1.8.1. Hydrodistillation

L'hydrodistillation est la méthode la plus courante pour extraire I'HE. Le procédé consiste a
immerger le matériel végétal a traiter directement dans un alambic rempli d'eau puis a le faire
bouillir mécaniquement a la vapeur (Figure 8). Le refroidissement par condensation conduit a
la séparation du mélange eau-HE par décantation. Ainsi, par différences de densité, I'eau et les
molécules volatiles sont séparées en une phase aqueuse (hydrolat) et une phase organique
surnageante (HE) (Bruneton, 1999).

Thermometre

Réfrigérant a 1'eau

" —x

A s F Eprouvette
Plante — graduée
Eau—

bouillante —— Huile

] essentielle
+—— Phase aqueuse

Chauffe-
ballon

Ny

Figure 8 : Schéma du montage de la technique d’hydrodistillation (Lucchesi, 2005).

I1.1.8.2. Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur est l'une des méthodes officielles d'obtention des huiles
essentielles. Contrairement a I'hydrodistillation, cette technique ne met pas I'eau en contact
direct avec la matiere végétale a traiter. Les vapeurs saturées en composés volatils sont
condensées puis décantées dans l'essencier, avant d’étre séparées en phaseS agueuse et
organique (Figure 9). Cette approche améliore la qualité des huiles essentielles (Boukhatem
etal., 2019).
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Figure 9 : Schéma du montage de la technique d’entrainement a la vapeur
d’eau (El Haib, 2011).

I1.1.8.3. Expression a froid

Cette méthode s’applique particuliérement pour les HE des agrumes (orange, mandarine,
citron, pamplemousse..etc). Elle consiste a exercer sur les fruits une pression pour extraire les
HEs présentes dans leur écorce. De nos jours, cette opération se fait au moyen des
centrifugeuses (Aboughe et al., 2015).

Le produit final obtenu est appelé essence car il n’a subi aucune modification chimique lors
de son procédé d’extraction (Baudoux et al., 2012).
I1.1.8.4. Extraction par CO; supercritique

Le terme « Supercritique » signifie que le CO; se situe entre 1’état liquide et gazeux sous

pression et a une température de 31°C. Dans cet état, il est capable de dissoudre les huiles
essentielles. Le matériel végétal est chargé dans I'extracteur, ou est ensuite introduit le CO,
supercritique sous pression et réfrigéré. Le mélange est ensuite collecté dans un vase
d'expansion a pression considérablement réduite. Le dioxyde de carbone s'évapore, ne laissant
que I'huile essentielle, presque naturelle, sans trace de solvant. De plus, le CO, est non
toxique, incolore, inodore et ininflammable, et présente donc d'excellentes conditions de
sécurité (Baysal et Starmans, 1999).
I1.1.8.5. Extraction par micro-ondes
L’extraction par micro-ondes est une technique récente trés rapide, peu consommatrice
d’¢énergie, elle donne un produit supérieur au produit d’hydrodistillation ainsi que dans la
plupart des cas des rendements éleves (Zlotorzynski, 1995). Le matériel végétal est immergé
dans un solvant transparent aux micro-ondes, ces derniers vont chauffer I’eau présente dans le

systéeme glandulaire et vasculaire de la plante, libérant ainsi les produits volatils qui passent
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dans le solvant (non chauffé). Par filtrage 1’extrait et ensuite récupéré (Figure 10) (Ferhat et
al., 2010).

»

Réfrigérant a air

Huile essentielle
Décoction k?

Décoction

AMAAAAAL

»

[ Bt 4 22 02404
= |

Réacteur

Figure 10 : Schéma du montage de la technique d’extraction par micro-onde (Boutamani,
2013).

I1.1.9. Méthode d’identification des huiles essentielles

I1.1.9.1.Le couplage Chromatographie en Phase Gazeuse /Spectrométrie de masse
(CPG /ISM)

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est la technique
conventionnelle la plus couramment utilisée pour I'analyse des huiles essentielles.

Le principe de la spectrométrie de masse consiste a bombarder a ’aide d’électrons une
molécule qui sera fragmentée, les différents fragments obtenus, chargés positivement
constituent le spectre de masse de cette molécule. Tres souvent, le spectre de masse est
caractéristique d’une molécule donnée et, en théorie, il est donc possible d’identifier un
composé en comparant son spectre a ceux de composés de référence, contenu dans des
bibliotheques de spectres informatisées commerciales (Adams, 2001).

Dans la pratique, 1’utilisation conjointe de la spectrométrie de masse et des indices de
rétention calculés sur deux colonnes de polarité différente en CPG, permet en genéral
I’identification d’un grand nombre de constituants dans les mélanges complexes tels que les
huiles essentielles (Lianga et al., 2004; Senatore et al., 2004).

Ce couplage permet dans la grande majorité des cas, de connaitre la masse moléculaire d’un
composé et d’obtenir des informations structurelles relatives a une molécule a partir de sa

fragmentation (Carvalli, 2002).
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III.1.Activité antioxydante

III.1.1.Stress oxydative

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production d'espéces réactives de
I'oxygéne et la capacité de I'organisme a neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs
(Boyd et al., 2003). Le stress oxydatif est une cause majeure de plusieurs maladies : le cancer,
le diabete, la maladie d'Alzheimer, les maladies rhumatismes et les maladies cardiovasculaires
(Figure 11) (Favier, 2003).

Niveau
physiologique
Stress oxydatif d 'ERO Manque d'ERO

Antioxydants

ERO ﬂ)

_Vharnino =
APX /GR / Slutathion
Catalase =

A‘scorbate
POX 7 PR ): Carotenocides
SOoD

Radical hydroxyle
M—c e

Anion superoxyde

A we—
Pero xde d’h dro

O xygene singulet

Figure 11: Balance oxydants /antioxydants (Ait Yahia, 2014).
III.1.2.Les radicaux libres
Les radicaux libres sont des especes chimiques, atomiques ou moléculaires, contenant un ou
plusieurs électron(s) libre(s)non appariés sur leurs couches externes. Cet état leurs confére une
instabilité, donc trés réactifs et par conséquent, leurs durée de vie est pour apparier leurs
électron (Figure 12) (Beckman et Ames, 1998).

Antioxidant Naturel Electron Ajouté
de Haute Efficacité

Molécule possédant Stabilisation du Radical
des électrons en exceés Libre grace au
don d’électron

Figurel? : Neutralisation d’un radicale libre par un antioxydant (Carange, 2010).
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I1.1.3.Espéces réactives de I’oxygene (ERO)
L'ensemble des radicaux libres et leurs précurseurs sont souvent appelés : espéces réactives de
I'oxygene (Merouane et al., 2014). Les ERO peuvent étre radicalaires ou non radicalaires
qui signifie les dérivés oxygénés réactifs ne possédant pas d’électron célibataires (tableau 3)
(Migdal et Mireille, 2011).
Tableau 3 : Exemples des principaux ERO (Migdal et Mireille, 2011).
[ eEROTmGhits  LesEROonredicies ]
Anion superoxyde O, Péroxyde d’hydrogéne H,O,
Radical hydroxyle OH ° Acide hypochloreux HOCI

Les ERO sont une conséquence inévitable de la consommation d'oxygéne moléculaire de
I'organisme (Keechlin Ramonatxo, 2006).

III.1.4. Les antioxydants

Les antioxydants sont définis comme toute substance capable d'empécher la formation de
radicaux libres et d'inhiber ou de retarder leur oxydation a des concentrations relativement
faibles (Poljsak et al., 2013 ; Manisha et al., 2017).

II1.1.4.1.Mécanisme d’action des antioxydants

Les antioxydants peuvent inactiver les ERO par deux réactions principales, le transfert
d’¢électrons et le transfert d’hydrogene (figure 13). Il est a noter que ces deux réponses
peuvent se produire simultanément et sont parfois difficiles a distinguer (Prior et al., 2005).
Certains antioxydants, tels que la vitamine E, la vitamine C ou les caroténoides et les
polyphénols fournis par les aliments, agissent en piégeant les radicaux libres et en capturant
leurs électrons uniques et en les convertissant en molécules ou en ions stables. Les

antioxydants de ce type connus sous le nom piégeur ou éboueur (Favier, 2003).
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Figure 13 : Mécanisme d’action des antioxydants (Hermes-Lima, 2004).

% Classification des antioxydants
II1.1.4.2.Les antioxydants endogenes
» Superoxyde dismutase (SOD)
Ce sont des antioxydants endogénesde nature enzymatiques (acide urique et bilirubine) et
enzymatiques (superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT) et glutathion peroxydase (GPx)
(Birben et al., 2012 ; Pisoschi et Pop, 2015). Ces enzymes Sont présents en permanence
dans I'organisme, mais leur nombre diminue avec I'age (Mika et al., 2004).
Il convertit I'anion superoxyde O2" en peroxyde d'hydrogéne et en oxygene moléculaire par
une réaction de dismutation, assurant ainsi I'élimination de I'anion superoxyde O,".

20,'+2H SQD » H,O, + O,..... (Parihar et al., 2008 ; Haleng et

al., 2007).

» Catalase
Particulierement présent dans les globules rouges et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en
synergie avec la SOD car il agit pour accélérer la dismutation du peroxyde d'hydrogene dans
I'eau et I'oxygene moléculaire.

2H,0, » O, + 2H,0...... (Piquet et Hebuterne, 2007 ;

Parihar et al., 2008).

» Glutathions peroxydases

C'est une enzyme située dans le cytosol mitochondrial. Son réle est de réduire le peroxyde
d'’hydrogéne en molécules d'eau d'une part et les hydroperoxydes organiques (ROOH) en
alcools d'autre part. Au cours de cette réaction, qui nécessite l'intervention de deux molécules
de glutathion (GSH), il est transformé en disulfure de glutathion (GSSG).
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2GSH + H,0, » GSSG + 2H,0 .......... (Marfak, 2003 ; Poston et
Raijmakers, 2004).
2GSH+ROOH » GSSG+ ROH+H,0............. (Marfak, 2003 ; Parihar
et al., 2008).

I11.1.4.3. Les antioxydants exogenes

Proviennent de 1’alimentation notamment des fruits et des 1égumes. Les plus important sont
les vitamines, les caroténoides, et les polyphénols (Poljsak et al., 2013 ; Manisha et al.,
2017).

En raison de leur efficacité, de leur faible colt et de leur disponibilité, ils sont largement
utilisés comme additifs dans les aliments pour prévenir le rancissement (tableau4) (Wang et
al., 2008).

Tableau 4 : Les principaux antioxydants exogeénes et leurs sources alimentaires (Keechlin-
Ramonatxo, 2006).

Principaux antioxydants exogenes Sources alimentaires

Vitamine C (Acide ascorbique) Agrumes, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou,
poivron

Vitamine E (Alpha tocophérol) Huile : de tournesol, de soja, de mais.

Beurre, ccufs, noix

Caroténe Légumes et fruits orangés, et vert foncés
Sélénium Poissons, ceufs, viande, céréales, volaille
Zinc Viande, pain complet, légumes verts, huitres,

produits laitiers

Flavonoides Fruits, [égumes, thé vert

Acides phénoliques Céréales complétes, baies, cerises

Tannins Lentilles, thé, raisins, vin

Métabolisme de cystéine, glutathion Caséine, lactalbumine (petit-lait), produits laitiers,

brocoli, chou, ceufs, poisson, viande
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III.2.Activité anti-inflammatoire
III.2.1.L’inflammation
Est un processus fondamental de défense de I’organisme dont le but est de neutraliser, de
combattre ou d’éliminer 1’agent pathogéne (endogéne ou exogene) et de préparer des tissus.
Les signes de ce processus sont : chaleur, rougeur, douleur, gonflement (Kumar et al., 2007).
L’inflammation peut étre aigue ou chronique. La premiére est une réponse immédiate de
courte durée, habituellement, elle disparait spontanément ou avec un traitement. Toutefois,
elle peut évaluer vers une inflammation chronique a laquelle plusieurs maladies peuvent étre
liées (Roifman et al., 2011 ; Noack et al., 2018).
III.2.2. Les Anti-inflammatoires
Un anti-inflammatoire est un médicament destiné a lutter contre I'inflammation. Il s'agit d'un
groupe de médicaments destinés a traiter les réactions inflammatoires et les maladies qu'elles
provoquent, telles que les manifestations rhumatismales, les fractures...etc (Kindt et al.,
2008).
% Classification

Il existe deux types des anti-inflammatoires : anti-inflammatoires non stéroidiens

(AINS) et anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) (figurel4).
III.2.2.1.Anti inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Ont été utilisés avec succes pour soulager la douleur, la fievre et I'inflammation, ce sont des
médicaments avec leurs propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. Les
AINS forment un groupe hétérogene de médicaments, mais ils ont en commun l'inhibition de
la cyclooxygénase (Bacchi et al., 2012).

» Mode d’action
Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont largement utilisés pour traiter la
polyarthrite rhumatoide, I'arthrose et les douleurs (mal de dents, douleurs postopératoires). Le
mécanisme d'action des AINS est l'inhibition de la cyclooxygénase (COX), une enzyme clé
dans la biosynthése des prostaglandines a partir de l'acide arachidonique (Figure 14)
(Hameed et al., 2007).
II1.2.2.2.Anti-inflammatoire stéroidiens(AlS)
Il constitue une grande famille de medicaments dont le cortisol est le principal glucocorticoide
surrénalien (Barnes, 1998). Les glucocorticoides sont des substances derivées du cholestérol

(Han et al.,, 2007). L'AIS représente le traitement le plus efficace pour les maladies
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inflammatoires chroniques telles que la polyarthrite rhumatoide et les maladies auto-immunes
(Kessel et al., 2014).
» Mode d’action

Ils augmentent la production de la lipocortine, inhibant ainsi la phospholipase A2, donc la
libération de l'acide arachidonique. Par contre ils diminuent fortement la migration des
polynucléaires, monocytes-macrophages vers le site de l'inflammation et la production
d'autres médiateurs comme I'histamine, la sérotonine, la bradykinine, les cytokines, les ions
superoxydes (Figure 14). lls présentent plusieurs effets secondaires tels que : troubles gastro-

intestinales (dyspepsie, ulcéere), troubles rénaux (calcul)... etc (Diallo, 2005).

| Désordre cellulaire

|

| Phospholipides membranaires |

Phospholipase A, <: AIS

‘ Acide arachidonique/Acide dihomo-gamma linolénique \

I Cyclooxygénase <:I AINS

| Hydroxypéroxyde I l Endopéroxydes I
Leucotriénes Lypoxines prostaglandines Thromboxane Ax
LTBs LTC PGE2/PGF2

PGD./PGIl> Prostacycline

Figure 14 : Cascade arachidonique et mode d’action des anti-inflammatoires (Timbo, 2003).

III.3.L’activité antispasmodique

Les antispasmodiques ou spasmolytiques sont des médicaments qui suppriment les spasmes.
Le spasme est un ensemble de phénoméne ou coexiste une contraction intense et durable des
fibres musculaires lisses des organes creux associée a la douleur. Les antispasmodiques vont
donc relacher les fibres musculaire lisse et une disparition de la douleur. Les organes
concernés sont les fibres musculaires lisses génitales, urinaires, bronchiques et digestives
(Tiendrebeogo, 2012).

II1.3.1.Antispasmodique neutropes

Ce sont des antagonistes de I'acétylcholine au niveau des récepteurs muscariniques, le chef de
file est I'atropine. Ils agissent au niveau nerveux en bloquant les récepteurs de I'acétylcholine,

un neurotransmetteur du systéme nerveux parasympathique.
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En blogquant I'action de I'acétylcholine au niveau de la synapse, on bloque la transmission de
I'influx nerveux d'un neurone a l'autre et donc I'action du systeme nerveux parasympathique
(Figurel5) (Tiendrebeogo, 2012).

dendrites
influx nerveusx

>

ﬂ aone | synapse

neurgne émetteur

neurane ré:-z;n eur

1- arrivée de l'influx nerveux ; 2- libération d'acétylcholine dans la synapse
3- récepteur cholinergique activé = influx ; 4- recapture et/ou destruction de I'acétylcholine.

Figure 15 : Mode d’action des antispasmodiques neurotropes (www.doctissimo.fr).

II1.3.2. Antispasmodiques musculotropes

Les antispasmodiques musculotropes agissent directement au niveau du muscle lisse, élément
clé présent dans les structures internes de plusieurs organes abdominaux, y compris l'estomac,
les intestins, la vessie ou l'utérus, recevant I'innervation du systéme nerveux autonome, ainsi
que des stimuli autocrines ou paracrines. Récemment, d'énormes progrés ont été réalisés dans
la compréhension détaillée de la physiologie complexe de la contraction des muscles lisses.

Le couplage excitation-contraction se produit lorsque les ions Ca?" pénétrent du coté
extracellulaire dans le muscle lisse. Les cellules musculaires via les canaux calciques voltage-
dépendants du sarcolemme, étant également libérés des réserves intracellulaires via le
récepteur de l'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3R) situé sur le réticulum endoplasmique (ER)
(figurel16). La libération de calcium de I'ER est déclenchée par la liaison d'agonistes comme
I'acétylcholine ou I'nistamine sur des récepteurs spécifiques couplés aux protéines G (GPCR)
de la membrane des cellules musculaires lisses, qui activent la phospholipase-C (PLC) pour
générer IP3. Apres I'augmentation de la concentration intracellulaire de calcium, les ions Ca2*
se lient a la calmoduline (CaM) et phosphorylent la kinase de la chaine Iégere de la myosine
(MLCK) avec l'activation subséquente de I'appareil contractile (Heghes et al., 2019).
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Figure 16 : Principaux mécanismes de I'effet antispasmodique des huiles essentielles
(Heghes et al., 2019).
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Notre étude a été effectuée au laboratoire de Biochimie appliquée de I’université de
M’hamed Bougara Boumerdes ainsi qu’au niveau de laboratoire des substances naturelles et
celui de pharmacologie du Centre de Recherche et de Développement (CRD) Saidal, Gué de
Canstantine, Alger.

I. Matériel et méthodes
L.1. Matériel
I.1.1. Matériel non biologique

Ce travail a nécessité un ensemble d’appareils, des réactifs chimiques et des verreries qui
sont illustrés dans I'annexe 1.

I.1.2. Matériel biologique
1.1.2.1. Matériel animal

On a réalisé la partie expérimentale sur des souris BALB /c males et femelles pesant en
moyenne 20 * 2 g obtenus de I’Institut Pasteur d’ Algérie.

» Condition d’hébergement
Les souris sont placées dans des cages en plastiques recouvertes d’une grille en acier
inoxydable, munis de biberons avec une couche de sciure déposé au fond quelques jours avant
le début de I’étude pour leur permettre de s’acclimatent aux conditions du laboratoire
(température ambiante de 25°C a 30°C, disposé a un cycle de 12 heures de lumiere et de 12
heures a I’obscurité) (figure 17).

» Régime alimentaire
Les souris sont nourries avec une alimentation des granulés (Mais, Son, Remoulage et Soja).

Ils regoivent de I’eau du robinet.
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1.1.2.2. Matériel végétal
Le matériel utilisé dans la partie expérimentale est les parties aériennes de la plante Satureja

calamintha (Figure 18).

Plante fraiche Plante séche Plante broyée

Figure 18 : Photo de la plante fraiche, seéche et broyee

e Récolte
Notre plante a été récoltée dans la région de Jijel durant le mois de mars 2022.
e Séchage
Le séchage de la plante Satureja calamintha a été réalisé a I’air libre, a I’abri du la lumiére et
de ’humidité, pendant 10 jours dont le but est de diminuer la teneur en eau.
e Broyage
Aprés que la plante est devenue seche, elle est broyée dans un broyeur électrique jusqu’a
I’obtention presque d’une poudre végétale.
e Conservation
La poudre a été conservée dans des flacons en verre hermétiquement fermés jusqu’a le temps

de son utilisation.

1.2. Méthodes

Les étapes de présent travail sont illustrées dans le diagramme suivant (figure 19).
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Récolte de notre plante
Satureja calamintha

Séchage de la plante a I'air libre

et a I’abri du la lumiére, pendant
Screening phytochimique 10 jours

Extraction des huiles essentielles
par hydrodistillation

|
Huiles essentielles

Calcul de rendement

Evaluation de I'activité
antioxydante

Evaluation de I’activité anti-
inflammatoire

Evaluation de I'activité
antispasmodique —

Figure 19 : Schéma récapitulatif de différentes étapes d’extraction ainsi I'évaluation de quelques activités
biologiques sur I’huile essentielle de Satureja calamintha.
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I.2.1. Screening phytochimique
C’est un ensemble des tests biochimiques qui permet de détecter des différentes familles de métabolites
secondaires des plantes par des réactions qualitatives.
Ces réactions basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a
chaque famille de composés (Bouterafas et al., 2014).
1.2.1.1 Préparation de la plante
La préparation de I’infusé, décoctat et 1’extrait éthanolique a été réalisée selon le protocole de
Bruneton (1999).

e Préparation de I’infusé
On met 10 g de la poudre végétale dans un bécher avec 100 ml d’eau bouillante pendant 3
min le mélange obtenu a été filtré pour obtenir un infusé a 10 %.

e Préparation de décoctat
On met 10 g de la poudre végétale dans un bécher avec 100 ml d’eau distillée, puis le mélange
est porté a ébullition pendant 15min, aprées refroidissement le mélange est filtrer pour obtenir
un décoctat.

e Préparation de I’extrait éthanolique (macérat)
Dans un erlenmeyer, 20 g de la poudre végétale a été mis avec 200 ml d’éthanol, puis on
couvre 1’erlenmeyer par un papier d’aluminium, on le laisse en repos pendant 24 h, ensuite on
filtre pour obtenir in extrait éthanolique.

1.2.1.2.Recherche des métabolites secondaires

e Recherche des flavonoides
On ajoute quelques coupons de magnésium et quelque gouttes d’HCI concentré a 1 ml de
I’infusé a 10 %. La coloration rose-rouge indique la présence des flavonoides (Hadouchi et
al., 2016).

e Stérols et terpénes
5ml de I’infusé a 10 % est mélangé avec 2ml de chloroforme, puis 2 ml de H,SO, concentré a
été ajouté. L’apparition d’une interphase entre deux phases en présence des terpénes et stérols
(Edeoga et al., 2005).
L’ensemble des métabolites secondaires mentionnés ci-dessous ont été caracterises selon les

protocoles décrits par Brunetton (1999) :
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e Les anthocyanes
On ajoute 10 gouttes d’ammoniaque a 5 ml de I’infusé a 10 %. La couleur bleu-verdatre
indique la présence des anthocyanes.

e Les leuco-anthocyanes
On introduit 2 g de la poudre végétale dans 20 ml d’un mélange propanol /acide
chlorhydrique (V /V), puis on le place dans un bain marie a 100°C pendant quelques minutes.
L’apparition de la couleur rouge indique la présence des leuco-anthocyanes.

e Recherche des tannins totaux
On ajoute quelques gouttes de FeCls (5%) a 5 ml de I’infusé a 10 %. La réaction donne une

coloration bleu noir ou verdatre en présence des tannins.

e Recherche des tannins catéchiques
1 ml de HCI sont ajoutés a 5 ml de I’infusé a 10 %, puis on place le mélange dans un bain-
marie a 80 °C pendant 30 min. L’apparition d’un précipité rouge indique la présence des
tannins catéchiques.

e Recherche des tannins galliques
Dans une fiole, on introduit 5 ml de I’infusé avec 2 g d’acétate de sodium, puis 3 g de FeClz a
1% ; aprés agitation une couleur bleu-noiratre s’apparaitre en présence des tannins galliques.

e Recherche des quinones libres
2 g de la poudre sont mélangés avec 2 ml d’acide chlorhydrique (1N) et 20 ml de
chloroforme. La solution est laissée en repos environ 3 h, puis on filtre le mélange et on
I’agite avec 5 ml d’ammoniaque a 50 %. L’apparition d’une coloration rouge en présence des
quinones.

e Recherche des composes réducteurs
1 ml de I’infusé a 10 % est traité avec 2 gouttes de réactif de Fehling (Annexe 2) puis on
ajoute 2 ml d’eau distillée (avec chauffage). Un test positif est révélé par la formation d’un
précipité rouge brique.

e Oses et holosides

On mélange 1 ml du décoctat avec 5 ml de 1’éthanol. Cette réaction donne un aspect

floconneux en présence des oses et holosides.

e Recherche des alcaloides
2 ml d’acide chlorhydrique sont ajoutés a 5 ml de I’infusé a 10 % ensuite on rajoute 1 ml de
réactif de Drangendroff (Annexe 2).

L’observation d’un précipité rouge ou orange indique la présence des alcaloides.
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e Recherche des coumarines
On ajoute 0,5 ml de I’ammoniaque & 25 % a 5 ml de I’infusé & 10 %. L’apparition d’une
fluorescence sur une lampe UV a 365 nm indique la présence des coumarines.

e Recherche des saponines
On introduit un peu d’eau distillée a I’infusé a 10 %, apres une forte agitation et repos pendant
15 min, on observe une mousse qui indique la présence de saponines.

e Recherche des glycosides cardiaques
On ajoute 0,5 ml d’extrait éthanoique avec 5 ml d’eau distillée, puis 2 ml d’acide acetique
contenant quelques gouttes de chlorure ferrique et 1ml de H,So4 concentrés sont ajoutés. La
formation d’un anneau a I’interface indique la présence des glycosides cardiaques.
1.2.2. Méthode d’extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation
L’extraction a été réalisée en utilisant la méthode d’hydrodistillation a I’aide d’un appareil de

type Clevenger (figure 20).

Figure 20 : Photo dispositif d’hydrodistillation

Dans un ballon de 2 L, on introduit une quantité de 100 g de la poudre de notre plante
Satureja Calamintha, puis on remplit le ballon avec un volume de deux tiers (2/3) d’eau, le
ballon est ensuite porté a 1’ébullition environ 3 heures, on réglant tout d’abord la température
de chauffe ballon au maximum jusqu’a le contenant du ballon bouille puis on diminue la
température au moitié ce qui provoque 1’éclatement des cellules végétales et le dégagement de
la vapeur qui passe et se condense par le réfrigérant, le liquide résultant a été recueilli dans
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une ampoule a décanter ou s’effectue deux phases hétérogénes dont 1’hydrolat (I’eau) et

I’huile essentielle, cette derniére a été récupérée dans un flacon opaque.

Le diagramme suivant (figure 21) résume le protocole expérimental d’extraction de I’HE de
Satureja calamintha :

Poudre végétale (100 g) = Eau (500 ml)

-

Vapeur + HEs

I Condensation

Eau +Traces d’HEs

l Décantation

Hydrolat (eau) +HEs

l Séparation

v v
Huile essentielle Hydrolat (eau)

Figure 21 : Diagramme représentant le protocole d’extraction par hydrodistillation de la plante
Satureja calamintha.
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1.2.2.3. Détermination du rendement d’extraction
Le rendement en HE est défini comme étant le rapport en pourcentage entre la masse de
I’huile essentielle récupérée (g) et la masse de la matiére végétale seche (g) (AFNOR, 1986).
e Mode de calcul

Le rendement en HE est donné par la relation suivante :

R = (Me/Ms)*100

* R :Rendement en HE (%).
= Me : Masse de I’HE (g).
= Ms: Masse de la matiere séche (g).
» Conservation
L’huile essentielle a été récupérée dans des flacons opaques, puis conserveée au refrigérant a
4°C.
1.2.3. Evaluation des activités biologiques
1.2.3. 1. Evaluation de I’activité antioxydante de ’HE
» Le piégeage du radicale libre DPPH
L’étude de I’activité antioxydante des HEs des parties aériennes de Satureja calamintha
porte sur le piégeage du radicale libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl.
e Principe
Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical stable qui posséde un électron
célibataire sur I’atome d’azote, caractérisé par une couleur violette et un pic d’absorbance
spectral & 517 nm. En présence d’antioxydants, 1’électron célibataire devient apparié, ce qui
conduit la décoloration de DPPH du violet foncé (forme radicalaire DPPH) au jaune (forme
réduite DPPH-H). Cette décoloration est due a la capacité d’échantillon de piéger ce radical
(figure 22) (Ramadan, 2010).
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Figure 22 : Réduction du radical (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) (Boubaker, 2012).

e Mode opératoire

» Preéparation de la solution de DPPH et les dilutions de I’huile essentielle
La solution de DPPH a été préparée dans une fiole jaugée de 50 ml par dissolution de 1,2 mg
de DPPH par 50 ml d’éthanol, le mélange ainsi obtenu est agité pendant 2 h puis incubé a une
température ambiante et a 1’obscurité.
On prépare une gamme de déférentes concentrations de 1’huile essentielle :

e Mode opératoire
Dans chaque tube de dilution déja préparée, 50 ul de I’HE sont ajouté & 1950 pl de solution
éthanolique de DPPH. Apres agitation, le mélange réactionnel est incubé dans 1’obscurité
pendant 30 min a la température ambiante. La lecture est effectuée par la mesure de
I’absorbance a 517 nm par un spectrophotomeétre contre le blanc qui est constitué de 2 ml de
méthanol.
Le control positif est présenté par une solution d’un antioxydant standard, 1’acide ascorbique
(vitamine C) dont 1’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que 1’échantillon test.

» Expression de résultats

Le pourcentage de réduction de radicale libre de DPPH est exprimé par la formule suivante :

{Abs de control — Abs d échantillon)
Abs de control

Inhibition =

= Abs de control : Absorbance du control (solution de DPPH sans HE).

= Abs d’échantillon : absorbance du DPPH en présence d’HE.
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> Détermination de concentration inhibitrice de 50 % des radicaux(ICsg)
Elle est définie comme étant la quantité ou la concentration d’antioxydants nécessaire pour
inhiber ou faire disparaitre 50 % des radicaux. Elle obtenue a partir de 1’équation de la courbe
de I’activité antioxydante (%) en fonction de la concentration de I’antioxydant (Kerbouche,
2016).
1.2.3.2. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire

» Principe
L’injection de la carragénine sous 1’aponévrose plantaire de la patte de la souris provoque une
réaction inflammatoire qui peut étre réduite par un produit anti-inflammatoire.
Cette étude permet de comparer la réduction de 1’cedéme plantaire aprés administration des
doses égales du produit anti-inflammatoire a tester est du produit de référence correspondant.

» Mode opératoire

e Dilution de PHE

1 ml de I’HE de Satureja calamintha est introduit dans une éprouvette de 10 ml et on

compléte jusqu’a 10 ml par 1’eau physiologique.

e Préparation des lots

Durant cette activité, on a travaillé avec quatre lots de 5 souris chacun (figure 23) qui ont

maintenu & jeun pendant 18 h avant le début de I’expérience.

++ Un lot témoin.

+¢+ Un lot de référence : Diclofénac (2,5 mg /kg).

¢ Un lot essai 1 : dilution 1/20 (277,7 mg /kg) de I’HE.

+« Un lot essai 2 : dilution 1 /30 (27,7 mg/kg) de I’HE.

Figure 23 : photo originale de quatre lots.
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» Administration de ’HE et I’injection de carragénine
o Autemps To
On a administré aux 4 lots les suspensions suivantes (figure 24).
% Lot témoin : chaque souris recoit 0,5 ml de I’eau physiologique (0.9 % P/V).
% Lot essai de référence : chaque souris recoit 0,5 ml du produit de référence
(Diclofénac) a la dose de 2,5 mg/kg.
« Lot essai 1 : chaque souris recoit 0,5 ml de I’HE de Satureja calamintha a la
dose 277,7 mg/kg (1/20).
+« Lot essai 1 : chaque souris recoit 0,5 ml de I’HE de Satureja calamintha a la
dose 27,7 mg/kg (1/30).

Figure 24 : Gavage des souris

o Autemps To +30 min
On a injecté la solution de carragénine a 1 % sous I’aponévrose plantaire de la patte

arriére gauche sous un volume de 0,025 ml a tous les animaux mis en expérience (figure
25).
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Figure 25 : Injection de carragénine.

o Autemps To+4 h
Les souris de chaque lot ont été sacrifiées par rupture de la nuque (figure 26). Puis,
On a coupé les pattes postérieures a hauteur d’articulation et on les pesé sur une

balance analytique (figure 27).

Figure 26 : Sacrifice des animaux.

Figure 27 : Coupage des pattes.
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Le diagramme suivant résume le protocole expérimental suivi pour 1’étude de 1’activité anti-

inflammatoire (figure 28).

20 souris
Lot témoin (n=5) : Lot référence : Lot essai 1 (n=5): Lot essai 2 (n =5):
Eau physiologique Diclofénac dilution 1 /20 d’HE dilution 1 /30 d’HE
(NaCl & 0,9 %) (n=5) (277,7 mg/kg (27,7 mg/kg)

(2 ,5 mg/kg)

l l

Injection de carragénine a 1 % sous 1’aponévrose
plantaire de la patte arriére gauche.

l Apres 4 heures

Sacrifices de toutes les souris de chaque lot

|

Coupes des pattes arriére gauches et droites

|

Mesure du poids corporel des pattes (gauches et
droites).

Figure 28 : Diagramme récapitulatif présentant le protocole suivi dans I'activité anti-inflammatoire

» Expression de résultats
o Calcul du pourcentage d’augmentation d’edeme
L’importance de 1I’cedéme a été appréciée par la détermination du pourcentage d’ cedéme. Le

calcul a été effectué comme suit :

(G- POy

% d’augmentation d’cedeme= =100
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» PG : Le poids des pattes postérieurs gauches.
» PD: le poids des pattes postérieurs droites.
o Calcul du pourcentage d’augmentation d’eedeme
L’activité anti-inflammatoire a été évaluée grace au calcul du pourcentage d’inhibtion ou de

réduction de I’cedéme selon la formule suivante :

% d augmentationd eedéme T — 04 d augmentationd cedéme E
Ug de réduction = ; = — ® 100
04 d augmentationd cedéme T

= T:Témoin
= E:Essai
1.2.3.3. Evaluation de I’activité antispasmodique
» Principe
L’injection de 1’acide acétique par voie intra péritonéale chez la souris provoque une réaction
douloureuse.
Cette douleur se manifeste par des mouvements de torsion de I’abdomen, avec étirement des

pattes postérieures (crampes), qui peut étre réduite par un produit antispasmodique.

Cette étude permet de comparer la réduction du nombre de crampes aprés administration de
doses égales de produit antispasmodique et du produit de référence correspondant (Vogel et
Vogel, 1997).

» Mode opératoire
e Dilution de ’HE
1 ml de I’HE de Satureja calamintha est introduit dans une éprouvette de 10 ml et on
compléte jusqu’a 10 ml par 1’eau physiologique.
e Préparation des lots
Durant cette activité, on a travaillé avec quatre lots de 5 souris chacun, qui ont maintenu a
jeun pendant 18 h avant le début de 1’expérience.
% Un lot témoin.
% Un lot de référence : 500 mg /kg de Paralgon.
% Un lotessai 1 : dilution 1/20 (277,7 mg /kg) de I’HE.
% Un lot essai 2 : dilution 1 /30 (27,7 mg/kg) de 1°'HE.
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» Administration de ’HE et injection de I’acide acétique
o Autemps To
On a administré aux 4 lots les suspensions suivantes (figure 29).
¢+ Lot témoin : chaque souris recoit 0,5 ml de 1’eau physiologique (0,9 % P/V).
% Lot essai de référence : chaque souris recoit 0,5ml du produit de référence
(Paralgon) a la dose de 500 mg/kg.
+«+ Lot essai 1 : chaque souris regoit 0,5 ml de I’HE de Satureja calamintha a la
dose 277,7 mg/kg (1/20).
% Lot essai 1 : chaque souris recoit 0,5 ml de I’HE de Satureja calamintha a la
dose 27,7 mg/kg (1/30).

Figure 29 : Gavage des souris

o Autemps To + 30 min

Toutes les souris regoivent 0,2 ml de la solution d’acide acétique a 1 % par voie

intra-péritonéale (figure 30).
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o Au temps To +35 min
On fait le comptage de crampes par observations directe des souris séparées
Chacune dans une cage. La durée d’observation est de 10min (figure 31).

Figure 31 : Observation de spasme.

Le diagramme suivant résume le protocole expérimental suivi dans [1’activité

antispasmodique (figure 32) :

20 souris
\ 4
Lot témoin (n=5) : Lot référence : Paralgon Lot essai 1 (n=5): Lot essai 2 (n =5):
Eau physiologique n=5 dilution 1 /20 d’HE dilution 1 /30 d’HE

(NaCl a 0,9 %) (500 mg/kq) (277,7 mg/kg) (27,7 mg/kg)

l |

Injection de I’acide acétique a 1 % par voie

intra-néritonéale.

Séparation des souris Chacune dans une cage.
Comptage de crampes par observations directe pendant 10
minutes.

Figure 32 : Diagramme récapitulatif présentant le protocole suivi dans I’activité
antispasmodique
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» Expression des résultats
o Calcul du pourcentage de réduction des spasmes
Le pourcentage de réduction des spasmes (pourcentage de protection), est calculé selon la

formule suivante (Rouibi et al., 2013).

(mT = E
o A 100

% de protection =

= mT: lamoyenne des crampes du lot témoin.

= m E : lamoyenne des crampes du lot essali.

= mR:lamoyenne des crampes du lot référence
1.2.4. Etude statistique

1. Moyennes arithmétiques

E%1:!::1 xi

|
1

= X :moyenne
= n: Effectif du lot.

= Xi: Valeurs individuelles de chaque paramétre.

2. Variance

n
1
52— Z[xi e
i=0

n—l__

= S2:vyariance de la variable

3. L écart type

= Sx: L’écart type
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4. Test de Student

Les résultats sont calculés a I’aide d’un logiciel Excel. « T » calculé est comparé au « T »
théorique lue sur la table de Student, Si Tc est inférieure a la valeur lue dans la table « t » pour
un degré de liberté ddl= N1 + N2 — 2 et le risque 5 %, la différence n’est pas significative.
Dans le cas contraire elle est significative. Student par Excel si :

= P>0,05, le résultat est non significatif.

P<0,05, le résultat est peu significatif.

P<0,01, le résultat est significatif.

P<0,001, le résultat est tres significatif.

P<0,0001, le résultat est hautement significatif.
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I1.Résultats et discussion

I1.1.Screening phytochimique

Les tests phytochimiques permettent d” avoir une idée globale sur la composition chimique
présente dans la partie aérienne de la plante Satureja calamintha. Les résultats de ces tests
réalisés sur I’extrait méthanolique, I’ infusé et le décoctat de notre plante sont mentionnées
dans le tableau 5.

Tableau 5 : Résultats du screening phytochimique de la plante Satureja calamintha.

Métabolites a Résultats
rechercher
Flavonoides Rose rouge ++
libres
Anthocyanes Bleu -verdatre +
Leuco-
anthocyanes Rouge -
Tannins totaux .
Bleu-noire +++
Tannins Bleu -noire +++
galliques
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Tannins

catéchiques

Formation d’ un

précipité rouge

Quinones libres

Rouge

Composeés Formation d’ un ++
réducteurs précipité rouge
brique
Oses et Formation d” un
holosides aspect floconneux +
Stérols et L’ apparition
terpénes d’ une interphase +++
entre deux phases
Alcaloides Formation d’ un
précipité orange ++
Coumarines L* apparition
d’ une
R ++
fluorescence a
365 nm.
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Saponines Formation d’ une ++
mousse
Glycosides { Formation d” un
cardiaques anneau a +
I’ interface

(-) : Absence ; (+) : Présence en faible quantité ; (++) : Présence en quantité moyenne ;
(+++) : Présence en guantité importante.

D’ apres les résultats illustrés dans le tableau 5, on remarque que les principaux composés
présents en grande quantité dans la plante Satureja calamintha sont : les tannins totaux, les
tannins galliques, les stérols et les triterpénes, tandis que les flavonoides, les composés
réducteurs, les alcaloides, les coumarines et les saponines, sont moyennement présents. De
plus, les anthocyanes, les oses et les holosides et les glycosides cardiaques sont présents en
faibles quantités, cependant, notre plante est dépourvue des leuco-anthocyanes, des tannins
catéchiques, et des quinones libres.

Les résultats obtenus sont approximativement compatibles a ceux mentionnés par Benfares
et al (2020) qui ont testé la méme espéce provenant de la méme région ou ils ont démontré
d’ une part la présence des flavonoides, les anthocyanes, les tannins totaux, les tannins
galliques, les stérols et les triterpénes, les alcaloides, les coumarines, et les saponines et
d” autre part I’ absence des leuco-anthocyanes, des quinones libres et des glycosides
cardiaques.

Par contre, nos résultats sont en desaccord avec ceux de Hayani et al (2020) qui ont
travaillé sur la méme plante recoltée de la région Ouzzane (Maroc), ou ils ont détecté la
présence des flavonoides libres, des tannins catéchiques, des tannins galliques, des stérols et
des triterpénes, et I’ absence totale des anthocyanes, des leuco-anthocyanes, des alcaloides,
des coumarines et des saponines.

En effet, on constate que notre plante est riche en tannins et elle possede une quantité plus
au moins importante en flavonoides ce qui est confirmé par Benhamou et al (2008) ;
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Bouguandoura (2011) ; Tamert (2015) et Labiod (2016) qui ont révélé les mémes
résultats.

Les tannins ont la propriété de tanner la peau par création de liaison entre les molécules des
tannins et les fibres de collagénes (Smythies, 1998). lls permettent aussi de stopper les
hémorragies et de lutter contre les infections (Iserin, 2001). Les flavonoides ont de
nombreuses activités biologiques telles que antioxydante, anti-inflammatoire et
antispasmodique (Cao et al., 2015).

Cette variabilité en métabolites secondaires pourrait étre due a plusieurs facteurs tels que : le
type du sol, le climat, la saison de récolte, la région géographique et I’ altitude.

I.2. Rendement d’ extraction
L’ huile essentielle obtenu aprés plusieurs extractions, est caractérisé par une coloration

jaune péle et d” une odeur aromatique mentholé (figure 33).

Figure 33 : Photo originale de I’ huile essentielle de la plante Satureja

Le rendement moyen de notre plante récoltée de la région de Jijel est estimé a 0,58 + 0,049
(P/V) (Annexe 3).

Il est approximativement proche a celui cité par Boudjema et al (2018), qui ont trouvé un
rendement de 0,54 + 0,11 (P/V) pour I’ espéce Satureja calamintha provenant de la méme
région et il est légérement supérieur a celui signalé par Attou (2018), qui a obtenu un
rendement de 0,43 = 0,030 (P/V) pour la méme espece d’ origine d’ Ain Timouchent.

Nos résultats apparaissent différents par rapport a ceux mentionné par d’ autres chercheurs,
qui ont enregistré un rendement plus élevé. En Algérie, Medjdoub et al (2022) ainsi
kerbouche et al (2013) ont détecté des rendements de 1,39 % et de 1,4 % pour la méme

espéce d’origine de Skikda et de Blida respectivement.
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Par ailleurs, Bouzidi et Kemieg (2021) ont trouvé un rendement de 1,3 % pour 1’espéce
provenant de Mascara. Bensouici et al (2013) ont obtenu un rendement de 2,1 % chez la
sarriette d’origine de Jijel.

Au Maroc, Satrani et al (2007) ont enregistré un rendement de 1,6 % pour la méme espéce
récoltée de la zone de Chefchaouen. De plus, Radi et al (2020) ont enregistré le meilleur
rendement pour cette plante égal & 2,6 % pour la méme espéce d’origine d'Azrou.

Comparativement & nos résultats, les travaux menés par Copra-Janicijevié¢ et al (2020) sur
la méme plante provenant de Bosnie-Herzégovine ont signalé un rendement faible de 0,3 %.
De méme, des études réalisées par Ech-Chahad et ces collaborateurs (2013), ont démontré
un rendement plus faible de I’ordre de 0,082 % pour la méme espéce d’origine de Maroc.
Cette différence du rendement pourrait étre due a plusieurs parameétres tels que : la période de
la récolte ; les conditions climatiques (température ; I’ humidité), la partie de la plante
(feuille, graine, tige..) et aussi le procédé d’ extraction (Colombo et al., 2013 ; Gende et al.,
2014).

I.3. L’ activité antioxydante

L’ activité antiradicalaire de I’ HE de Satureja calamintha est évaluée par la méthode de
piégeage du radical DPPH.

Les résultats de I’ évaluation de cette activité sont illustrés dans la figure 34 pour I’ HE et

dans la figure 35 pour I’ acide ascorbique ainsi que dans les Annexes 4 et 5.
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Figure 35 : Variation du pourcentage d’ inhibition en fonction de différentes concentrations

de I’ acide ascorbique.

D’ aprés les résultats enregistrés, I’ HE est doté d’ un pouvoir antioxydant moyen, leur ICsy
est 12,026 mg/ml qui est relativement faible. Elle est inférieur presque 117 fois a celui de
I’ acide ascorbique (102,127 pg/ml).

Selon Sharififar et al (2007), la concentration efficace d” ICsy est inversement liée a la
capacité antioxydante d’ un composeé, car elle exprime la quantité d’ antioxydant requise
pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %. Plus les valeurs d” ICs sont basses
plus I’ activité antioxydante d” un composeé est grande.

Plusieurs auteurs ont rapporté une valeur d’ ICsy plus élevée par rapport a celle de notre
plante. Labiod (2016) a travaillé sur la méme espéce provenant de deux régions différentes
(Jijel et Annaba) ou elle a enregistré des valeurs d” ICso de I’ ordre de 2724,51 + 282 pg/ml
et de 881,488 + 4,95 pg/ml respectivement. Une autre étude menée par Attou (2018) a réveélé
une valeur d” ICs, egale a 244,175 + 4,205 pg/ml pour les HE de la méme espece d” origine
d’Ain timouchent. De plus, Bouzidi et Kemieg (2021) ont signalé une valeur d” ICsy de
31,25 pug/ml pour Satureja calamintha de Mascara. Alors que, Demirci et al (2011) ont
signalé un meilleur pouvoir antioxydant pour la méme plante récoltée en Turquie ou la valeur
d’ ICso est de 69 £ 9 pg/ml.
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Selon Moleyear et Narasimham (1992), I’ activité antioxydante d’une huile essentielle est
en forte relation avec sa composition chimique (effet des groupements fonctionnels des
composes majoritaires et les effets synergiques entre eux).

En effet, Ceker et al (2013) ont mené une étude sur HE de Satureja calamintha d’ origine de
Turquie ou ils ont attribué son pouvoir antioxydant a I’ effet synergique de certains composés
majoritaires a savoir limonene, linalool, carvacrol et béta-crayophylléne. Par contre,
Kerbouche et al (2013) ont travaillé sur I’ HE de la sariette de Blida et ils ont démontré une
relation forte entre I’ activité antioxydante et I’ effet synergique des autres composés
majoritaires tels que les monoterpenes oxygeénés, le pulégone et le néo-menthol. De plus,
Rossi et al (2007) ont signalé une forte activité antioxydante due probablement a
I abondance d’ un seul composé majoritaire qui est le pulégones dans I’ HE de cette plante
provenant de Corse.
D’ une maniere générale, le faible pouvoir antioxyadnt de notre plante pourrait étre expliqué
par sa pauvreté en ces Composes majoritaires.
I1.4. Activité anti-inflammatoire

Notre étude avait pour but d’ évaluer I’ activité anti-inflammatoire par I’ injection de 0,025
ml de carragénine dans les souris BALB/c sous I’ aponévrose plantaire de la patte arriere
gauche qui induit le gonflement des pattes.

Les résultats de cette étude sont mentionnés dans le tableau 6 et ainsi dans les figures 36 et
37.

Tableau 6 : Comparaison des pourcentages d’ augmentation et de réduction d’ cedeme.

pourcentage Pourcentage de réduction
Lots d’ augmentation d’ ’ cedeme(%)
d” ’ cedeme (%)
Témoin : Eau 43,79 0
physiologique (NaCl a
0,9 %).
Référence : Diclofénac 7,78 + 3,29 82,23
(2,5 mg /kg).
Essai 1 : dilution1/20 28,05+ 11,26 35,94**
d’ HE (277,7mg /kg).
Essai 2: dilution 1/30 30,82 + 16,64 29,61*
d’ HE (27,7mg/kg).
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Figure 36: Histogramme représentant les pourcentages d’ augmentation d’ cedeme.
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Figure 37 : Histogramme représentant les pourcentages de réduction

d’ cedéme.

D’ apres ces résultats, on constate d’ une part, une augmentation des poids moyens des pattes
gauches dans les quatre lots par rapport au poids des pattes droites.

D’ autre part, le pourcentage d’ augmentation d’ cedeme des deux essais 1 et 2 (28,05 % ;
30,82 %) respectivement est inférieur a celui de témoin (43,79 %).

De plus, il y avait une relation inverse entre la concentration et le pourcentage
d’ augmentation de I’ cedeme : plus la concentration était élevée, plus le pourcentage
d’ cedeme était important.

Par ailleurs, a la dose de 277,7 mg /kg, I’ évaluation de I’ activité anti-inflammatoire de
I” HE a montré un pourcentage d’ inhibition maximale d’ cedéme a une valeur de 35,94 %
apres 4h de I’ injection de la carragénine. Cependant, I’ effet anti-inflammatoire de I’ HE se
differe significativement (p<0,05) de celui de Diclofénac correspondant un pourcentage
d’inhibition d’cedéme égal & 82,23 + 7,73 %. Cela signifie que I’administration orale de I’'HE
de Satureja calamintha produit un effet anti-inflammatoire significatif face a une
inflammation induite par I’ agent phlogogéne (carragénine).

En effet, le développement de I’ cedéme de la patte provoquée par cet agent est décrit

comme un événement biphasé. Une phase initiale qui fait intervenir la libération de
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I’ histamine et de la sérotonine et une deuxieme phase qui est di a la libération des
prostaglandines (Sene et al., 2016), cette derniére phase est sensible aux agents stéroidiens et
non stéroidiens (EI Hachimi et al., 2017).

Par ailleurs, le Diclofénac (médicament anti-inflammatoire non stéroidien) a exercé un effet
anti-inflammatoire essentiellement par I’ inhibition de I’ activité enzymatique des cyclo-
oxygénases. De plus, elle permet de diminuer la production des médiateurs pro-
inflammatoires tels que I’ histamine, sérotonine et la prostaglandine (Rahmani et al., 2016).

Une étude récente menée par Charlet et al (2021) a démontré qu’ il y a une relation entre
la composition chimique de I’ HE et I’ activité anti-inflammatoire. En effet, Tajmirali et al
(2018) ont attribué I'effet anti-inflammatoire a la présence de pulégone, considéré comme un
candidat plus puissant pour les douleurs inflammatoires aigue, en activant les cellules
immunitaires conduisant a l'inhibition de la libération de TNF-o tandis que l'activation du

macrophage provoque la libération de cytokines pro-inflammatoires.

Selon la littérature, aucune étude n’ a été faite de cette activité sur la plante Satureja
calamintha, mais plusieurs auteurs ont travaillé sur le méme genre de Satureja. Jennan et al
(2018) ont traité trois espéces d’ origine du Maroc appartenant au méme genre ou ils ont
rapporté des pourcentages d’ inhibition plus élevés par rapport a celui de notre plante ;
Satureja alpina (91,1 %) et Satureja atlantica (80 %) et Satureja briquetti (50 %).

IL.5.L activité antispasmodique

Les résultats obtenus de ’activité antispasmodique sont illustrés dans le tableau 7 ainsi
dans la figure 38, en observant la moyenne des crampes (spasmes) et le pourcentage de
protection apres I’ administration de I’ eau physiologique, Paralgon et I’ HE et I’ injection
de I’ acide acétique par voie intrapéritonéal aux quatre lots (Témoin, référence et les 2

essais).
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Tableau 7 : Comparaison de nombre des crampes moyennes et le pourcentage de protection

Moyennes des crampes Pourcentage de protection
Lots (%)
Témoin : Eau physiologique 26 + 7,79 0
(NaCl a 0,9%)
Référence : Paralgon
(500mg/kg) 1+ 0,63 96,15
Essai 1: dilution1/20 d’HE 58+9,30 77,69
(277,7mg /kg)
Essai 2 : dilution 1/30 d’HE 17,6 +9,78 32,30**
(27,7mg/kQ)
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Figure 38 : Histogramme représentant les pourcentages de protection.

Sur la base de ces résultats, on remarque que I’ HE de Satureja calamintha a la capacité de
réduire les spasmes de 26 + 7,79 a 5,8 + 9,30 crampes a la dose de 277,7 mg/kg avec un
pourcentage de protection de 77,69 %. A la dose de 27,7 mg/kg, le nombre de crampes moyen
passe d’ une valeur de 26 + 7,79 a 17,6 = 9,78 correspondant a un pourcentage de protection
qui diminue de 77,69 a 32,30 %.

En effet, I’ HE a la dose de 277,7 mg/kg a fourni un meilleur pourcentage de protection
(77,69 £ 9,30%) qui n’est pas différent a celui du produit de référence (Paralgon) a la dose de
500 mg/kg. Cela indique que I’administration orale de ’'HE a un effet antispasmodique
significatif sur le soulagement de la douleur causée par I’ acide acétique.

De plus, il y a une relation inversement proportionnelle entre la concentration et le nombre
de spasmes : la plus grande concentration donne le plus faible nombre de spasme.

Selon Koudou et al (2001), I’ acide acétique (spasmogene) provoque |’ activation des

canaux ioniques et favorise le développement d’ un courant dépolarisant, ceci a pour
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conséquence I’ augmentation du Ca** intracellulaire et celle de la contraction. Les ions de
Ca®* sont indispensables pour la manifestation de I action contracturant. Donc I’ HE pourrait
contribuer en empéchant I’ entrer des ions calciques dans le cytosol et agir comme un agent
antispasmodique.

En outre, Ouédrago et al (2012) ont suggéré que I’ effet antispasmodique est lié a
I’ inhibition de la libération des médiateurs chimiques: sérotonine, I’ histamine et
prostaglandine. Ces médiateurs stimulent les neurones nociceptifs péritonique et induisent
I’ augmentation des perméabilités vasculaires (Frederico et al., 2009 ; Wantana et al.,
2009).

Plusieurs molécules ayant une structure étroitement liée a I’ effet antispasmodique. Selon la
littérature recensée, ils sont classés en alcools mentholés, phénols (Leal-Cardoso et al.,
2002), esters (acétate de linalyle, acétate de néryle...), éthers (tran-anéthole, méthylogénol..),
oxydes (1,8-cinéole, oxyde de pipériténone) (Bowles, 2003 ; Price et Price, 2007 ; Sousa et
al., 2009). En effet, Li et al (2017) ont signalé que I’ HE de Satureja calamintha a une forte
activité antispasmodique expliquée par I’ effet synergique de pulégone et de monoterpéenes
comme des constituants majeurs. Etant donné que les pulégones entrent dans la composition
des médicaments antispasmodiques pour soulager les douleurs, et ainsi il potentialise les
recepteurs de I’ acide gamma-aminobutyriqgue (GABA-A) responsable de I’ inhibition de
I’ activité neuronales (Charlet et al., 2021).

En générale, on peut déduire que le fort effet antispasmodique de notre plante est
probablement attribué a I’ effet synergique de pulégone et de monoterpénes.

Selon la littérature, aucune étude n’ a été faite de cette activité sur la plante Satureja
calamintha, mais plusieurs études ont été faites sur le méme genre de Satureja. Selon
Tajmirali et al (2018) qui ont traité les HEs de la plante Satureja bachtiarica ou ils ont
démontré une activité antispasmodique significatif. De plus, Hajhashemi et al (2000) ont
enregistré un effet antispasmodique puissant d’ HE de la plante Satureja hortensis en

travaillant avec une méthode différente a celle utilisée dans notre étude.

52



Conclusion



Conclusion

Conclusion

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et de composés
naturels bioactifs, et restent toujours la source préedominante de médicaments pour la majorité
de la population mondiale.

Ce travail a été mené dans le cadre de I’¢tude de quelques activités biologiques (antioxydante,
anti-inflammatoire et antispasmodique) de 1’huile essentielles extraite a partir des parties
aériennes de la plante Satureja calamintha provenant de la région de Jijel.

La réalisation d’un criblage phytochimique a permet de mettre en évidences la richesse de
notre huille essentielle en métabolites secondaires tels que les tannins ; les flavonoides, les
coumarines, les saponines et les alcaloides.

L’extraction de notre échantillon par hydrodistillation a fourni un taux important en huile
essentielle de I’ordre de 0,58 + 0,049(P/v).

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de pi¢geage du radicale libre DPPH de
I’huile essentielle a montré que cette derniére posseéde un pouvoir antioxydant moyen, avec
une valeur d’ICsg égale a 12,026 mg/ml.

Les résultats obtenus ont clairement démontré que I’huile essentielle de Satureja calamintha a
donné un effet anti-inflammatoire significatif a la dose de 277,7 mg/kg correspondant a un
pourcentage d’inhibition d’cedéme de 35,94 % aprés quatre heures de 1’injection de
carragenine.

En ce qui concerne 1’activité antispasmodique traité par le test Writing, les résultats revelent
que notre huile essentielle présente un fort effet antispasmodique avec un pourcentage de
protection de 77,69% a la dose de 277,7 mg/kg.

Des recherches complémentaires sont nécessaires en vue :

e D’identifier la composition chimique de I’huile essentielle par la chromatographie en
Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de masse (CPG/SM) ;

e D’étudier in vivo la toxicité de I'huile essentielle de cette plante ;

e D’¢valuer d’autres activités biologiques telles que I’activité antidiabétique, 1’activité
expectorante, 1’activité antimicrobienne...etc.
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Annexe 1 : Matériels non biologiques

Réactifs

Acide chlorhydrique

Acide acétique a 1%

Acide ascorbique (vitamine C)
Acétate de sodium

Ammoniaque concentré 50%

Propanol

Chlorure ferrique

Coupons de Magnésium (Mg?*)
Ethanol

Réactif de Dragendroff
DPPH

Acide sulfurique
Carragénine
Diclofénac®75mg
Paralgon

Eau physiologique

Verreries

Bécher
Eprouvettes
Erlenmeyer
Entonnoirs

Flacon opaque

Tubes a essai stériles
Spatules

Pipettes graduées
Fiole

Pipette pasteur

Annexe 2 : Préparation des réactifs et des solutions

Appareils et
équipements

Agitateur
Bain marie

Balance analytique
Lampe UV

Spectrophotométrie

Réfrigérant

Etuve

Plaque chauffante
Cage transparente pour
les observations
Seringue

Bistouri

> Réactif de dragendroff : il s’agit d’un mélange (v/v) de deux solutions A et B.

Solution A

=NIEFIEE dE DISMULN.....ccieiee e e e e e 0,859
SEQU AISTIHIEE ... 40 ml
N [0 (3 Vo] o [0TSR 10 ml
Solution B

=100E U POLASSIUM......ciiiieeiecte ettt e te et e e s te e e saeesaeennesreeee e 80
SEAU AISTHIBE. ... e 2ml

On mélange les deux solutions (A et B) ; ensuite on ajoute 20ml de I’acide acétique et on

compléte a 100ml avec de I’eau distillée.

» Réactif de Fehling : il s'agit d’un mélange (v/v) de deux solutions A et B

Solution A
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TH 2SO i e e s r e e e s arares S mi
Laisser refroidir et compléter a 1 litre de I’eau distillée.

Solution B

=S A8 SBIGNELLE. ...t 150 g
SEAU AISEHTBR. ...t 500 ml

Laisser refroidir et ajouter 300ml de lessive de non carbonatée puis ajuster jusqu’au 1L
avec de I’eau distillée.

» Acide ascorbique
Il consiste a mélanger dans un bécher 10 mg de I’acide ascorbique avec 10 ml de I’eau
distillée.

» Solution de la carragénine
Nous avons mélangé graduellement une quantité de 0,5 g de la carragénine avec 25 ml de
I’eau distillée puis nous avons complété le volume jusqu'a 50 ml.

Annexe 3 : Résultas des rendements de I’éxtraction.

Essais Rendements
Essai 1 0,61
Essai 2 0,62
Essai 3 0,51
Moyenne 0,58 £ 0,049

Annexe 4 : Résultats de I’activité antioxydante (Huile essentielle).

Concentrations 10 6 4 2 DPPH
de PHE (mg/ml)
DO a517 nm 0,316 0,393 0,433 0,464 0,540

% d’inhibition 41,48 21,22 19,81 14,07 \

Annexe 5 : Résultats de I’activité antioxydante (Acide Ascorbique).

Concentration de 150 100 50 25
PAA (ug/ml)
DO a517nm 0,188 0,284 0,466 0,563

% d’inhibition 69,87 54,48 25,32 9,77
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Annexe 6 : Résultats de I’activité anti-inflammatoire.

Les souris Poids des Poids de % d’eedeéme
Lots pattes gauches = pattes droites
1 0,138 0,13 6,15384615
Référence : 2 0,137 0,12 14,1666667
Diclofénac (2,5 3 0,131 0,125 4,8
mg/kg) 4 0,161 0,15 7,33333333
5 0,181 0,17 6,47058824
moyenne 7,78 £ 3,29

1 0,112 0,079 62,3188406
Témoin: Eau 2 0,105 0,069 62,3188406
physiologique 3 0,106 0,088 20,4545455
(Nacla0,9%) 4 0,124 0,089 39,3258427
5 0,128 0,095 34,7368421

moyenne 43,83 + 16,32
1 0,17 0,116 46,5517241
Essai 1 : 2 0,174 0,144 20,8333333
dilution1/20 | 3 0,132 0,115 14,7826087
d’HE (277,74 0,142 0,115 23,4782609
mg /kg). 5 0,175 0,13 34,6153846

moyenne 28,05 + 11,26
1 0,184 0,124 48,3870968
Essai : dilution | 2 0,191 0,143 33,5664336
1/30 d’HE (27,7 | 3 0,165 0,131 25,9541985
mg/kg). 4 0,128 0,126 1,58730159
5 0,162 0,112 44,6428571

moyenne 30,82 + 16,64
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Annexe 7 : Résultats de I’activité antispasmodique

Lots

Témoin : Eau Référence : Essai 1 d’HE :
physiologique Paralgon (500 dilution 1/20

Souris (NaCl a 0,9 %) mg/kQg) d’HE (277,7

mg /kg)

1 18 1 5

2 28 1 0

3 36 0 24

4 16 2 0

5 32 1 0

Moyenne et 26 + 7,79 1+0,63 5,8+9,30

écart type

Essai 2 d’HE :
dilution 1/30 d’HE
(27,7 mg/kg)

18
17
28
25

17,6 +9,72
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Résumé
Satureja calamintha L. connue sous le nom vernaculaire « napta », est une plante médicinale de la
famille des Lamiaceae. Ce travail a pour but de réaliser un screening phytochimique des métabolites
secondaires ainsi l’extraction de I’huile essentielle afin d’évaluer ses activités biologiques :
antioxydante, anti-inflammatoire et antispasmodique. La réalisation d’un screening phytochimique des
métabolites secondaires sur la partieaérienne de cette plante provenant de Jijel, a montré la présence
des flavonoides, des anthocyanes, des tannins totaux, des tannins galliques, des saponines, des
composeés réducteurs, des oses et holosides, des stérols et terpénes, des coumarines et des glycosides
cardiaques ; et I’absence total des leuco anthocyanes, des tannins catéchiques et des quinones libres.
Le rendement obtenu par 1’hydrodistillation est de 0,58+0,049 (p/v). Par ailleurs, I’évaluation du
pouvoir antiradicalaire réalisé en utilisant la méthode du piégeage du radical libre DPPH, a indiqué
que I’huile essentielle possede un pouvoir antioxydant avec une valeur d’ICso de 12,026 mg/ml. De
plus, les résultats de I’étude de I’activité anti-inflammatoire par test d’inhibition d’cedéme (Levy)
montrent que I'huile essentielle présente un effet anti-inflammatoire a 35,94 %. En outre D’activité
antispasmodique a été évaluée par le test de crampes (Wrinting) ou I’huile essentielle de Satureja
calamintha fourni un pourcentage de protection de 77,69 %. Ces résultats montrent que cette plante est
douée de nombreux pouvoir thérapeutique.
Mots clés : Satureja calamintha, screening phytochimique, huile essentielle, pouvoir antioxydant,
activité anti-inflammatoire, activité antispasmpdique.

Abstract

Satureja calamintha L. known by the vernacular name “napta”, is a medicinal plant of the Lamiaceae
family. This work aims to carry out a phytochemical screening of the secondary metabolites as well as
the extraction of the essential oil in order to evaluate its biological activities: antioxidant, anti-
inflammatory and antispasmodic. The realization of a phytochemical screening of secondary
metabolites on the aerial part of this plant from Jijel, showed the presence of flavonoids, anthocyanins,
total tannins, gallic tannins, saponins, reducing compounds, oses and holosides , sterols and terpenes,
coumarins and cardiac glycosides; and the total absence of leuco anthocyanins, catechic tannins and
free quinones. The yield obtained by the hydrodistillation is 0.58 £ 0.049 (w/v). In addition, the
evaluation of the antiradical power carried out using the method of trapping the free radical DPPH,
indicated that the essential oil has an antioxidant power with an I1Cso value of 12.026 mg/ml. In
addition, the results of the study of anti-inflammatory activity by edema inhibition test (Levy) show
that the essential oil has an anti-inflammatory effect of 35.94%. In addition, the antispasmodic activity
was evaluated by the cramp test (Wrinting) where the essential oil of Satureja calamintha provided a
percentage of protection of 77.69%. These results show that this plant is endowed with many
therapeutic powers.

Keywords: Satureja calamintha, phytochemical screening, essential oil, antioxidant power, anti-
inflammatory activity, antispasmodic activity.
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