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Introduction

Introduction

Les études menées sur les métabolites secondaires des plantes ont augmenté au cours des
50 derniéres années. Ces molécules sont connues pour jouer un réle majeur dans I'adaptation des
plantes a leur environnement, mais représentent également une source importante de produits
pharmaceutiques actifs (Bourgaud et al., 2001).

A cet effet, ’homme a su développer les extraordinaires vertus médicinales que recélent
les plantes, dont la connaissance et 1’utilisation thérapeutique basée sur I’analyse et I’observation
désigné par le terme phytothérapie (Delille, 2007).

De nombreux composés naturels isolés a partir de plantes ont démontré un large spectre
d'activités biologiques. Parmi ces différents types de substances naturelles, les composés
phénoliques extraits des plantes aromatiques et médicinales, qui ont des effets pharmacologiques:
comme antispasmodique, carminative, hépato protecteur, antiviraux, anticancéreux...etc.

Le choix de nos plantes est basé sur une recherche approfondie dans la littérature et une
enquéte ethnobotanique, au cours de laquelle plusieurs personnes ayant une vaste connaissance de
la fagon d’utiliser cette plante ont ét¢ interrogées. Ces plantes sont largement utilisées dans la
région de Jijel pour son pouvoir curatif et guérisseur, donc nous pensons qu’ils ont une activité
biologique tres importante.

Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail de recherche dont 1’objectif essentiel consiste a
évaluer ’activité biologique (antioxydante et antibactérienne) de deux plantes médicinales

(Satureja hispidula L. et Mentha pulegium L.). A cet effet, notre travail est scindé en deux parties.

La premiére partie propose une revue bibliographique qui est articulée en deux chapitres. Le
premier chapitre concerne les constituants bioactifs des plantes, le deuxiéme chapitre traite les
plantes médicinales et aromatiques et la monographie des plantes étudiées. Cet apercu
bibliographique a été un appui pour réaliser la deuxiéme partie qui est réservée a 1’étude

expérimentale et ’interprétation de nos résultats.



Chapitre 1 Constituants bioactifs des plantes

1.1. Définition des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires des plantes sont un groupe diversifié de molécules impliqués
dans Il'adaptation des plantes a leur environnement mais ne font pas partie de voies biochimiques
primaires de la croissance et de la reproduction cellulaires. 1l y a plus de 24 000 structures, y
compris de nombreux composés qui ont des effets antinutritionnels et toxiques sur les mammiféres
(Makkar et al., 2007).

Ces metabolites secondaires ont été bientot définis par leur faible abondance, souvent

moins de 1% du total carbone (Bourgaud et al., 2001).

1.2. Fonction des métabolites secondaires

Czapek a clairement démontré que les produits secondaires jouent un rdle majeur dans
I'adaptation des plantes a leur environnement. Ils ont été décrit comme antibiotique, antifongique et
antiviral, et donc capable de protéger les plantes contre les agents pathogenes (Phytoalexines), et
aussi anti-germinatif ou toxique pour d'autres plantes (allélopathie). En outre, ils constituent
d’importants composés absorbants les UV, empéchant ainsi de graves dommages aux feuilles dus a
la lumiére. lls agissent également sur les animaux, tels que les insectes (propriétés anti-
alimentation) ou méme des bovins pour lesquels des graminées fourragéres comme le trefle ou la
luzerne peuvent exprimer des propriétés oestrogéniques et interagir avec la fertilité (Bourgaud et
al., 2001).

1.3. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires peuvent étre classés sur la base de la structure chimique (par
exemple, ayant des anneaux, contenant un sucre), composition (contenant de I'azote ou non), leur
solubilité dans divers solvants, ou la voie par laquelle ils sont synthétisés (par ex.
phénylpropanoide, qui produit des tanins). Et généralement classés en fonction de leurs voies de
biosynthése. Trois grandes les familles de molécules sont généralement considérées: les composés

phénoliques, les terpenes et les stéroides, et les alcaloides (Tiwari et Rana, 2015).

1.3.1. Les composés phénoliques
1.3.1.1. Définition des composés phénoliques

Les composés de ce groupe important de métabolites secondaires végétaux se reconnaissent
a la présence d’un ou de plusieurs groupes hydroxyles, modifiés ou non, attachés a une structure

aromatique. Souvent, les composés phénoliques se presentent liés a des glucosides (Richter, 1993).



Chapitre 1 Constituants bioactifs des plantes

1.3.1.2. Biosynthese des composés phénoliques

Les organismes disposent de plusieurs voies réactionnelles pour synthétiser les cycles
aromatiques des composés phénoliques.
-voie du shikimate : I’acide cinnamique se forme par 1’intermédiaire de 1’acide shikimique; cette
voie est aussi responsable de la synthese des acides aminés; parmi ceux-ci, la phénylalanine sert
directement de précurseur a I’acide cinnamique.
-voie acétate-mévalonate : les mono terpénes cycliques acquiérent un caractére aromatique par
déshydrogénation (thymol, par exemple). Dans I’ensemble, cette voie est peu utilisée chez les

plantes supérieures (Richter, 1993).

Phosphoénol P yruvate) :‘);;::;s) :l(: n:c:::di:sues

Erythrose 4-Phosphate e
acide chlorogénique,
T (PROTEINES) acide féruloylquinique...)

Voie de I'acide T

shikimique

\
\L PHENYLALANINE

‘ Acide chorismique | == =P —P>- TYROSINE

| @)@

PHENYLPROPANOIDES:
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Figure 1 : Voie de I’acide shikimique (Macheix et al., 2005)



Chapitre 1 Constituants bioactifs des plantes

1.3.1.3. Classification des composés phénoliques
Selon Macheix et al., (2005), les composés phénoliques sont regroupés en de nombreuses

classes et qui sont représentées dans le tableaul.

Tableau 01: Les principales classes de composés phénoliques (Macheix et al., 2005)

Squelette Classe Exemple Origine (exemple)
Carboné
Cs Phénols simples Catéchol
C6-C1 Acides hydroxybenzoiques  p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
C6-C3 Acides hydroxycinnamiques Acides caféique, férulique Pomme de terre, pomme
Coumarines Scopolétine, esculétine Citrus
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2-C6  Stilbénes Resvératrol Vigne
C6-C3-C6  Flavonoides
¢ Flavonols Kaempférol, quercétine Fruits, Ilégumes, fleurs
e Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine Fleure, fruits rouges
e Flavanols Catéchine, épicatéchine Pomme, raisin
e Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonoides Déidzéine Soja, pois
(C6 - C3)2 Lingnanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, noyau des fruits
(C15)n Tannins Raisin rouge, Kaki

- Acides phénoliques
Les acides phénoliques réduisent considérablement la formation des nitrosamines
spécifiques du cancer de nitrites et les nitrates alimentaires (Kar, 2007). Les principaux acides

phénoligues sont représentés dans le tableau 2 et le tableau 3.

Tableau 2 : Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-manchado et Cheynier, 2006).

Structure R1 R2 R3 R4 acide phénolique
Ra R, H H H H acide benzoique
) H H OH | H acide p-hydroxybenzoique
R, COOH H OH OH | H acide protocatéchique
H OCH3 | OH H acide vanillique
Rs H OH OH | OH acide gallique
H OCH3 | OH OCH3 | acide syringique
OH | H H H acide salicylique
OH | H H OH acide gentisique

Tableau 3 : Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-manchado et Cheynier, 2006).

Structure R1 R2 R3 acides phénoliques
~._ COOoH H H H acide cinnamique
R P -
H OH H acide p-coumarique
®. OH OH H acide caféigue
e OCH3 | OH H acide féruligue
OCH3 | OH OCH3 | acide sinapique
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- Phénols simples
Les phénols simples (catéchol, guaiacol, phloroglucinol...) sont plutét rares dans la nature a
I’exception de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae...); le plus
souvent a 1’état de glucoside du diphénol (arbutoside) ou de son monométhyléther (Bruneton,
1993).
- Lignines
Les lignines, en se disposant au niveau des parois cellulaires secondaires, leur conférent une
haute résistance a la traction et a la pression grace a leur propre élasticité. La composition de ces
derniéres dans les parois cellulaires atteint 20-35 %. Du point de vue chimique, les lignines sont des
mélanges de polymeres amorphes de trois constituants fondamentaux, les alcools
hydroxycinnamylique, coniféryliques et sinapylique; a ces phénylpropanes secondaires s’ajoutent
encore de petites quantités d’acide cinnamique et d’aldéhyde cinnamique (Richter, 1993).
- Coumarines
Les coumarines sont d’un grand intérét dG a leurs propriétés pharmacologiques. En
particulier, leur propriété physiologique, bactériostatique et l'activité anti-tumorale rend ces
composés attrayant pour le criblage de 1’épine dorsale en tant que nouveau agents thérapeutiques
(Jain et Joshi, 2012).
- Les flavonoides
Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, sont des pigments polyphénoliques qui
contribuent, entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaune ou en blanc (Iserin et al., 2001).
Ce sont des dérivés du phénylpropane avec une composition de base Cg-C3-Cg le squelette originel
du groupe est une flavone dans laquelle la liaison C3 a formé un noyau hétérocyclique pyromane
(Hopkins, 2003) (figure 2).

Figure2 : Structure générale des flavonoides (Collin et Crouzet, 2011).

Les flavonoides ont un important champ d'action et possedent de nombreuses vertus
médicinales antioxydants, ils sont particulierement actifs dans le maintien d'une bonne circulation.
Certains flavonoides ont aussi des propriétés anti-inflammatoires et antivirales, et des effets
protecteurs sur le foie. Des flavonoides comme I'hespéndine et la rutine, présentes dans plusieurs
plantes, dont le sarrasin et le citronnier renforcent les parois des capillaires et préviennent
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I'infiltration dans les tissus voisins. Les isoflavones, que I'on trouve par exemple dans le trefle rouge
a effets ostrogéniques, sont efficaces dans le traitement des troubles liés a la ménopause (Iserin et
al., 2001).

CH;
HsCO
HO CH, —CH =CH,
OH
H3C CH3
eugénol thymol
OH OH
OCH;
CH =CH; CH =CIl,
4-vinylphénol 4-vinylguaiacol

Figure3: Structure de quelque composés phénoliques volatiles (Macheix et al., 2005)

- Lestanins
On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins différents
par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétique: les tanins hydrolysables et les tanins
condensés.
Tanins hydrolysables sont des oligo-ou polyesters d’un sucre (ou d’un polyol apparenté) et d’un

nombre variable de molécules d’acide gallique dans le cas des tanins galliques (figure4).

OH

OH

o) \
/ \ Sco 0 oc
g o) HO S OEE
o= O co
HO OH HO OH
OH OH O O¥
OH
OH HO OH

Pentagalloylglucose Castalagine

Figure4: Exemples de tanins hydrolysables (Macheix et al., 2005)

Tanins condensés (ou proanthocyanidols) sont des polymeres d'unités flavonoides reliées par des
liaisons fortes de carbone (figure 05), non hydrolysable mais peuvent étre oxydées par les acides
forts libérant des anthocyanidines (Hopkins, 2003). Les proanthocyanidols ont été isolés ou

identifiés dans tous les groupes végétaux (Bruneton, 2009).
6



Chapitre 1 Constituants bioactifs des plantes

O
OH
HO o -
R
mf 1 a
HO [e] -
R
n
OH OH
OH . OH
= HO o -
=8
mm’
OH
R=H : unité procyanidine, dérivée de la catéchine

R=0OH : unité prodelphénidine,dérivé de la gallocatéchine

Figure 5: Exemple de tanins condensés (Macheix et al., 2005)

Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé. Ceux-ci donnent
un goQt amer a I'écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation pour les insectes
ou le bétail. Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples, pour drainer
les sécrétions excessives, comme dans la diarrhée, et pour réparer les tissus endommagés par un

eczéma ou une brdlure (Iserin et al., 2001).

- Saponines
Ce sont des composés tensio-actifs, qui forment des solutions colloidales et font apparaitre
de la mousse comme les savons, ce sont des glycosides terpéniques. Une hydrolyse acide ou

enzymatique les décompose en sucre et en un aglycone, nommé sapogénine (Richter, 1993).

- Lignines
Elle se dépose au niveau des parois cellulaires secondaires, leur conférent une haute
résistance a la traction et a la pression, grace a leur propre élasticité. La proportion de cette derniére
dans les parois cellulaires atteint 20-35% (Richter, 1993).

-Les isoprénoides
Les isoprénoides ne soient constitués que d’éléments carbones, hydrogéne et oxygene, ce
groupe se distingue par le nombre inhabituellement élevé de ces composes. Tous les composés de
ce groupe prennent naissance a partir d’unités en Cs (isoprene), qui s’assemblent d’abord, par deux

ou plus (radicaux prényle), en une chaine hydrocarbonée insaturée, cette derniére est ensuite
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modifiée secondairement par oxydation, par reduction ou par élimination de carbone, ce qui

explique la multiplicité des isoprénoides (Richter, 1993).

1.3.2. Les huiles essentielles (HE)
1.3.2.1. Définition et application

Une huile essentielle (HE) est le résultat de la distillation des fleurs, des feuilles, des graines,
de la racine, du bois ou de I'écorce d'une plante. Le liquide obtenu est extrémement concentré et
retient les composés aromatiques volatils de la plante. Une huile essentielle ne contient pas de corps
gras, n'est pas huileuse comme une huile vegétale, et se compose uniquement de molécules
aromatiques volatiles et hydrophobes (soluble dans I'huile ou dans I'alcool mais pas dans I'eau). Ses
vertus odorantes, thérapeutiques et gustatives lui permettent de nombreuses applications en

médecine, en cosmétologie, en parfumerie, en aromathérapie et en gastronomie (Wilson, 2010).

1.3.2.2. Répartition, localisation et fonction

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Elles peuvent
étre stockées dans tous les organes végétaux : fleurs bien sur mais aussi feuilles et, bien que cela
soit moins habituel, dans écorces, des bois, des racines, des rhizomes, des fruits, des graines
(Bruneton, 1993).

Elles sont souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante: cellules a huiles
essentielles des Lauraceae ou des Zingiberaceae, poils sécréteurs des Lamiaceae, poches sécrétrices
des Myrtaceae ou des Rutaceae, canaux sécréteurs des Apiaceae ou des Asteraceae (Bruneton,
1993).

Il est toutefois vraisemblable qu’ils ont un réle écologique. On remarque que le rdle de
certains d’entre eux a été établi expérimentalement aussi bien dans le domaine des interactions
vegétales (agents allélopathiques, notamment inhibiteurs de germination) que dans celui des
interactions végétal-animal : protection contre les prédateurs-insectes, champignons-et attraction

des pollinisateurs (Bruneton, 1993).

1.3.2.3. Composition chimique

Chaque groupe terpénes est issu de la condensation « téte- a- queue » d’un nombre
variable d’unités isopréniques (Bruneton, 1993).
A -Monotérpenes : les monotérpenes sont issus du couplage de deux unités « isopréniques ». On en

connait plus de mille; de structure « régulieres » ils participent a la structure des pyréthrines et a la
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composition de certaines huiles essenticlles d’Asteraceae. La plus part des monotérpenoides
existent a 1’état libre (Bruneton, 1993).

B -Sesquiterpénes : les structures carbonées de ces composes, qui se trouvent au niveau suivant de
la séquence de synthése, sont constituées de farnésyl diphosphate ; assemblage de trois unites
isopréne (Bruneton, 1993).

C -Composés d’origines diverses : compte tenu de leur mode de préparation, les huiles
essentielles peuvent renfermer divers composeés aliphatiques, généralement de faible masse
moléculaire, entrainables lors de I’hydrodistillation : carbures, acides (Csza Cyp), alcools (Bruneton,
1993).

1.3.2.4. Méthode d’extraction

On peut les extraire par différentes techniques mais la distillation a la vapeur d'eau est la
plus répandue (Wilson, 2010). L’hydrodistillation simple consiste a immerger directement le
matériel végétal a traiter dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite portée a ébullition. Les
vapeurs hétérogénes sont condensees sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par
différence de densité (Bruneton, 1993).

1.3.2.5. Toxicité des huiles essentielles

La toxicité chronique des huiles essentielles est assez mal connue, on manque aussi de
données sur leurs éventuelles propriétés mutagenes, tératogenes ou cancérogenes. On connait par
contre beaucoup mieux le risque de toxicité aigle lié a une ingestion massive, en particulier la
neurotoxicité des huiles essentielles a thuyone ou a pinocamphone : ces cétones induisent des crises
épileptiformes et tétaniformes, des troubles psychiques et sensoriels nécessite 1’hospitalisation
(Bruneton, 1993).
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2.1 Généralités sur les plantes utiles

Depuis des temps reculés, les végétaux ont été classés en deux groupes : les plantes utiles et
les plantes inutiles. Toutefois, cette notion varie selon 1’environnement et la société : 500 plantes
seront utiles a un guérisseur amazonien, tandis qu’un citadin n’en connaitra que cing. Pour la
plupart des gens, les plantes utiles sont toutes des plantes annuelles ou herbacées comme le basilic
ou méme le ginseng. En réalité elles occupent tout le regne vegétal des coniféres géants aux plus
petites, levures. On en trouve aussi bien parmi les mousses, les fougéres, les coniferes et méme les

algues que parmi les plantes a fleurs (Bremness, 2005).

2 .1.1 Utilisation des plantes médicinales en Algérie

Selon Baba Aissa (1999), I’étude de la medecine traditionnelle et du traitement par les
plantes est particulierement intéressante en Algérie pour plusieurs raisons :
a) la richesse de la flore médicinale;

b) la persistance de 1’usage des plantes par une proportion importante de la population...

2.1.2 Diversité de la flore algérienne

Une enquéte auprés de la population autochtone de la région d’Ouargla a permis
d’inventorier 37 espéces; 27 ont pu étre échantillonnées sur terrain. Les familles les plus
importantes sont les Astéracées (13,51%), les Poacées (10,81%), les Chénopodiacées (8,10 %) et les
Labiées (8,10%) (Ould EI Hadj et al., 2003).

Neuf zones humides de la région d’Annaba ont fait I’objet d’inventaires floristiques durant
trois années (2014 —2016). La flore étudiée est riche et diversifié. Elle se compose de 190 espéces et
143 genres appartenant a 58 familles botaniques. La composition du spectre biologique global
montre la dominance des thérophytes, avec 99 taxons (52.11%). La majorité des especes recensees
releve de I’ensemble phytochronique méditerranéen. Dix-huit taxons appartiennent a 1’ensemble
endémique. La région de la Numidie (K3, selon la subdivision proposée par Quezel et Santa et
d’autres zones telles que la Kabylie et la Kroumirie en Tunisie, qui présentent une grande richesse
floristique, sont classées d’aprés Medail et Diadema ainsi Vela et Benhouhou comme de nouveaux
points chauds avec les 10 autres hots pots régionaux de biodiversité méditerranéenne déja identifiés
par Médial et Quezel. Ces points chauds sont caractérises tant par leur richesse spécifique que par
leur taux d’endémisme (Allem et al., 2017).

Il est vrai que dans le grand sud, on peut parcourir d’immenses espaces sans rencontrer la
moindre créature végétale, quoique dans certaines régions spécifiques, nous pouvons découvrir des

variétés de plantes assez  surprenantes par leur aspect, et leur facult¢ d’adaptation. Les
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zygophyllacées et les composées du genre armoise blanche et armoise rouge, en sont un bel
exemple (Baba Aissa, 1999).

2.1.3 Les facteurs qui influencent la flore

Beaucoup de facteurs peuvent avoir une influence sur la flore: la contamination de
I’environnement, par exemple les gaz d’échappement des véhicules, ou encore pire, I’épandage des
produits chimiques, dans les traitements antiparasitaires sur les cultures avoisinantes. Enfin les
saisons dictent aussi leur loi a I’environnement qui doit s’adapter a son rythme (Baba Aissa, 1999).

Les mauvaises herbes ou adventices des cultures sont des plantes qui poussent dans le
mauvais endroit. Dans certains cas, leurs semences contaminent la récolte et réduisent sa valeur,
mais subtil avec des effets néfastes sur les espéces de plantes et, par la suite, les animaux
(Hannachi et Fenni, 2013).

2.1.4 La cueillette et la récolte des plantes médicinales
2.1.4.1 Procédures importantes de la cueillette des plantes médicinales

Pour une bonne réussite de 1I’échantillonnage, le printemps est retenu car c'est la saison ou le
développement et la diversité floristique sont maximaux notamment pour les espéces annuelles. La
floraison des espéces pérennes facilite leur identification.

La période d’échantillonnage tient compte de la vigueur et de 1’état sanitaire des plantes
mais aussi des conditions du milieu. La cueillette doit se faire par beau temps, sans vent et sans
pluie (Ould EI Hadj et al., 2003).

Il s’agit d’obtenir des plantes propres : la poussiere, la saleté, les produits chimiques les
rendent inconsommables et parfois dangereuses.

-1l faut donc choisir des endroits reculés et a I’abri des retombées de la civilisation moderne,
respecter la nature et ne prélever gue la quantité qui vous est nécessaire.

-Procéder a la cueillette en début de matinée, juste aprés le lever du soleil ; aprés avoir attendu
I’évaporation de la rosée.

-Opérer un soin rigoureux pour éviter que des plantes étrangéres ne soient mélées a votre récolte et
ne cueillir que les parties de la plante destinée a étre utilisées.

-Lors de la cueillette, veiller tout particulierement a ne récolter que les plantes les plus saines,
exemptes de traces d’insectes ou de mollusques, et retirer les parties malades, fanées ou abimées.
-Ne pas tasser les plantes, les coucher dans un panier, sur une toile, un plateau, plutdt que sur le sol.
-Essayer d’étiqueter les récoltes en prenant grand soin de les différencier en fonction de chaque

espece.
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-Transporter les produits de la récolte dans des sacs en toile ou des paniers de vannerie bien aérés,

éviter les sacs hermétiques (Delille, 2007).

2.1.4.2 L'efficacité des plantes entiéres

La phytothérapie, a la différence de la médecine classique, recommande d'utiliser la plante
entiére, plutdt que des extraits obtenus en laboratoire. De méme que disséquer une plante
médicinale pour isoler ses principes actifs ne suffit pas pour expliquer comment elle agit. Une
plante entiere est plus efficace que la somme de ses composants. Ainsi, des chercheurs ont
démontré que les principes actifs de nombreux végétaux, tels ceux du ginkgo (Ginkgo biloba),
agissent de maniere complexe et combinée pour produire un effet thérapeutique global (Iserin et
al., 2001)

2.1.4.3 Précautions a prendre lors de la cueillette

Lors de la récolte de la plante on ne doit cueillir que la plante mature, c’est a dire lorsqu’elle
a fleuri ; couper les tiges a ras du sol avec un couteau, exception faites des plantes mucilagineuses,
auquel cas, on doit récolter les tiges avant leur entier développement, car les principes émollients,

mucilagineux prédominent dans les premiers temps de végétation (Delille, 2007).

2.1.4.4 Séchage et conservation

Aussitot apres la cueillette, rentrer la récolte dans un endroit ou un local aéré, chaud et sec.
Séparer les plantes les unes des autres, ne jamais les superposer .Quand il s’agit de plantes entiéres,
il y a lieu de les suspendre isolément la téte en bas. Tourner les plantes de temps a autres. Avant de
stocker les plantes, vérifier qu’elles sont parfaitement seches. La moindre humidité déclencherait un
processus de moisissure qui rendait le produit inutilisable. Les plantes sont suffisamment seches
lorsqu’elles se brisent et ce cassent avec un bruit sec. Les plantes ainsi préparées doivent étre
placées immédiatement dans des récipients bien secs, boites en fer blanc, sacs en papier ou dans des

caisses. Enfin, la conservation se fait a I’abri de la lumiere, de I’air et au sec (Delille, 2007).

2.1.4.5 Diverses modes de préparations familiales

L’infusion, la macération et la décoction constituent 1’essentiel des préparations des drogues
végétales en thérapeute traditionnelle (Ould El Hadj et al., 2003).

Les plantes peuvent s’employer de différents maniéres. Voici les préparations les plus

courantes :
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- Macération : Ces préparations s’obtiennent en mettant une certaine quantit¢ d’herbes
séches ou fraiches dans un liquide : eau, vin, liquide a froid, et en laissant en contact pendant
un temps plus ou moins long, avec de 1’eau quelques heures seulement (10 a 12 heures pour
éviter la fermentation). Cette méthode est particulierement indiquée pour les plantes riches
en huiles essentielles et permet de profiter pleinement des vitamines et minéraux qu’elles
contiennent.

- Lotions : liquides obtenus par infusion ou décoction de plantes émollientes ou vulnéraires
que ’on utilise en les passant légérement sur la partie a soigner a 1’aide d’un coton

hydrophile ou un ligne fin imbibé (Delille, 2007).

2.1.4.6 Caractéristiques des parties a utiliser

Les parties utilisées par ordre décroissant, sont les feuilles, les tiges, les fruits, les racines et
les inflorescences. La prédominance d’utilisation d’un organe par rapport a un autre dans le
domaine thérapeutique dérive de la concentration en principes actifs dans cet organe. Les feuilles
sont les plus utilisées car elles sont en méme temps :

-Recettes des modes d’utilisation des drogues végétales.
-Proportion des différents organes de plantes utilisés pour soigner les maladies.
-siége des reéactions photochimiques et réservoirs de matiéres organiques qui en dérivent.

Les fruits trouvent leur importance par les concentrations de certaines substances ameres,
glucidiqgues ou aromatiques associées a certains pigments leur donnant une coloration
caractéristique. Enfin, les fleurs trouvent leur utilisation par la concentration en huiles essentielles;
il en est de méme pour les racines et les graines riches en sucres et vitamines (Ould El Hadj et al.,
2003).

2.2. Les plantes étudiées
2.2.1. Présentation de la famille des lamiacées

La famille des Labiatae (Lamiaceae) est 1’'une des familles la plus grande et la plus
distinctifs de plantes a fleurs, avec environ 220 genres et 4000 especes dans le monde (Naghibi et
al., 2005, Botineau, 2010).

Selon Naghibi et al., (2005), cette famille contient une grande variété de produits
chimiques tels que les terpénoides, iridiods, composés phénoliques et flavonoides. Certains des
terpénoides a chaine courte dans les huiles essentielles sont responsables de I'odeur et godt dans ces
plantes. Les flavonoides se retrouvent également dans les Labiatae sous diverses formes

structurelles, y compris les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols et les
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chalcones. Ces plantes sont utilisées pour différents fins, mais nous pouvons regrouper leurs
utilisations en trois catégories principales :

-Utilisations médicinales.

-Utilisations aromatiques et culinaires.

-Utilisations ornementales.

Les fleurs bisexuees, irrégulieres groupées a I’aisselle des feuilles en inflorescences plus ou
moins allongées ou en inflorescences terminales plus ou moins denses. Le calice est synsepale,
bilabié et porte 5 a 15 nervures protubérantes. La corolle a tube tres développé, avec deux lobes
formant une lévre supérieure et trois lobes formant une lévre inférieure (Guignard, 2001;Carr,
2004). L’ovaire est supére a 2 carpelles originellement bi-ovulés, ensuite uniovulés par la
constitution d'une fausse cloison. Style bifide, en général gymnobasique (Quezel et Santa, 1963).

Le fruit sec se séparant en quatre articles contenant chacun une graine (Guignard, 1998).

2.2.2. Satureja hispidula

Satureja hispidula est une plante odorante, a I'aréme suave du type menthe, qui appartient a
la famille des lamiacées. Le nom « Satureja » vient du mot latin “’saturare” =nourrir ou “satura” =
pot a fleur (ornemental). Il existe plusieurs especes, tous sont remarquables par leur odeur forte et

aromatique, qui rappelle celle de la menthe (Varban et al., 2009).

Figure 6: Photo de Satureja hispidula

- Classification

La position systématique de I’espéce Satureja hispidula est la suivante :
Embranchement : Phanérogames

Sous-embranchement : Angiospermes
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Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Gamopétales

Série : Superovariées tétracycliques
Super ordre : Tubiflorales

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Satureja

Espece : Satureja hispidula (Boiss. et Reut.)

Synonyme de Calmintha hispidula
- nom vernaculaire : Touret
- nom arabe: Meuta, Nabta (Quezel et Santa, 1963).
- Nom francais : Sarriette (Adzet et Passet, 1972), Pouliot des montagnes (Baba Aissa,
1999).

- Description botanique

Plantes vivaces. Inflorescences en cymes laches et pédonculées. Calice restant tubuleux a
maturité. Corolles roses ou violacées, bien plus longues que le calice (Quezel et Santa, 1963).
- Origine

Le genre Satureja constitue environ 200 espéces d'herbes et d'arbustes, souvent
aromatiques. 1l est largement distribue dans la région de la Méditerranée, 1I’Asie et 1’Amérique
boréale (Cantino et al., 1992 ; Satil et al., 2005 ; Skocibusic et al., 2006). Cette plante herbacée
est annuelle sous des climats tempérés mais vivaces dans les régions arides, ensoleillées, pierreuses

et rocheuses (Gulluce et al., 2003).

- Composition chimique

Plusieurs études réalisées sur la plante Satureja hispidula ont démontré que les deux espéces
Satureja hortensis, Satureja thymbra, possedent une activité antimicrobienne due principalement a
la présence du thymol, du carvacrol et de I'alpha-terpinéol (Goren et al., 2004 ; Mihajilov-Krstev
et al., 2009).

- Utilisation

Beaucoup d’espéces de ce genre sont bien connus pour leur caractere aromatique et

médicinal. 1l est caractérisé par des parties aériennes ayant un godt distinctifs et peuvent étre
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ajoutées a plusieurs préparations culinaires ou utilisées en médecine traditionnelle, pour traiter
diverses affections (Gulluce et al., 2003).

2.2.3. Mentha pulegium

Mentha pulegium, trés répandue dans ’aire méditerranéenne, est connue sous le nom de «
Menthe pouliot ». Elle est fréquente dans les milieux humides et elle est parfois cultivee comme
plante condimentaire pour ses feuilles trés aromatiques. Le nom de « pouliot » vient du latin
pulegium, qui dérive de pulex : la puce ; la plante ayant la propriété d'éloigner les puces.
(Sivropoulou et al., 1995).

La taxonomie du genre Mentha a été dans un état de flux, avec plus de 3000 noms publié
depuis 1753.

Sur la base d'une analyse phylogénétique de la morphologie, chromosome les nombres, et
les constituants principaux d'huile essentielle, le genre Mentha est redéfini pour inclure 18 especes

et 11 hybrides nommes.

Figure7 : Photo de Mentha pulegium

- Classification

La position systématique de 1I’espece Mentha pulegium est :

Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Gamopétales
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Série : Superovariées tétracycliques
Super ordre : Tubiflorales

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Mentha

Espéce : Mentha pulegium L.

- Nom vernaculaire : Flyou, félgou, afilgou, moursal, temarsa (Delille, 2007).
- Nom arabe : Fliou (Bellakhdar, 1978) ; Feliou (Quezel et Santa, 1963)
- Nom frangais : Menthe pouliot (Lemordant et al., 1977).

- Description botanique

Plante herbacée vivace a odeur aromatique forte; tiges quadrangulaires, rameuses, haute de
15 jusqu’a 40 cm, velue, grisatre ou glabrescente; feuilles petites courtement pétiolées, oblongues,
longues de 15 & 25 cm, crénelées sur les bords. Fleurs pédonculées, rosées ou lilacées, multiflores,
tres compacts; calice velu, tubuleux a gorge fermée par des poils connivents, subbilabié a 5 dents
inégales, ciliées, les deux inférieures plus étroites, corolle non gibbeuse a la gorge ; carpelles
ovoides, lisses (Beloued, 2001; Delille, 2007).

- Répartition géographique

Le genre Mentha est trés répandu dans le nord de I'Europe, dans la région méditerranéenne
et dans I'Asie (Quezel et Santa, 1963; Marrotti et al., 1994). L'espéce Mentha pulegium est trés
abondante et pousse spontanément en Algérie surtout dans le Tell (Quezel et Santa, 1963).

- Composition chimique

Les principaux constituants de Mentha pulegium sont : Menthol, tanin, enzyme, pectine
(Delille, 2007).

La composition chimique de I’huile essentielle de Mentha pulegium L. a fait 1’objet de
nombreuses publications. Elle est caractérisée par la présence majoritaire de cétones possédant un
squelette menthanique. En effet, les compositions décrites sont dominées soit par la pulégone
80,3% au Maroc (Chebli et al., 2003). Il est a noter que des extraits, obtenus par maceération a
I’hexane a partir de plants récoltés en Tunisie, possedent une composition treés proche des huiles
essentielles. La pulégone (17,5-70,2%) et I’isomenthone (2,9-34,2%) sont les principaux
constituants (Mkaddem et al., 2007).
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Malgré son utilisation ancestrale pour aromatiser les sauces, les desserts et les boissons, son

intérét économique demeure limité.

- Utilisation

Connue depuis l'antiquité, la menthe pouliot figure parmi les plantes les plus communément
utilisées en médecine traditionnelle (Boullard, 2001). Elle est surtout connue pour ses qualités
culinaires et célébre par le plat tres populaire (le ragout de pommes de terre au pouliot) « Batata
fliou ». Cette plante qui est riche en pulégone qui a des propriétés antispasmodique, Tonique, anti-
vomitif et stomachique. Aussi I’emploie-t-on fréquemment pour calmer les douleurs abdominales et
contre les grippes et les refroidissements (Baba Aissa, 1990)

Une infusion de feuilles et/ou de sommités fleuries est recommandée contre la toux,
I'asthme, la fievre, les brdlures, I'eczéma, les démangeaisons ou bien pour arréter la sécrétion lactée
(Sijelmassi, 1991), et a des propriétés insecticide, cholagogue, antiseptique,antispasmodique,
antitussive, conseillée pour I'hygiéne buccale, contre les maux de téte, les frissons et les infections
broncho-pulmonaires (Lorenzi et Matos, 2002).

Par ailleurs, elle est digestive, carminative, expectorante et béchique (Beloued, 2001).
Stomachique, carminatif, antivomitif, antispasmodique, tonique, insecticide (Delille, 2007).

Eloigne les fourmis et puces (Bremness ,2005). Elle est toxique a forte dose et peut provoquer
I’avortement.

Sivropoulou et al., (1995), ont testé le pouvoir antimicrobien des produits naturels de cette
espece, par la méthode de diffusion sur disques, contre les bactéries suivantes : E. colli,
P. aeruginosa, S. aureus. lls ont constaté que cette huile présente une faible activité contre
I'ensemble des souches testées. Daferera et al., (2003), avancent également une faible activité
antifongique de I'huile essentielle de cette méme plante. De méme, Teixeira Duarte et al., (2005),
ont déterminé le pouvoir antifongique de cette huile contre C. albicans qui se révele moyennement
sensible. Cette faible activité antifongique de I'huile essentielle de Mentha pulegium a déja été

confirmé par Arras et Usai, (2001).
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3.1. Matériel végétal
3.1.1. Origine géographique et récolte du matériel vegeétal

Le matériel végétal utilisé dans cette présente étude est représenté par deux especes :
Satureja hispidula connu sous le nom vernaculaire «Touret» et Mentha pulegium connu sous le
nom vernaculaire « Fliou» qui sont des espéces médicinales en région méditerranéenne. Le choix de
ces especes se justifie par leur abondance dans la région d’étude et leur utilisation par la population
locale. La récolte des feuilles a été réalisée entre le mois de Mars et Avril de ’année 2018, dans la
forét domaniale Bnieder section El-khaba; municipalitt de Borj T’har (figure 8). Les

caractéristiques géographiques sont représentées dans le tableau 4.

Figure 8: Carte de situation géographique de la région de Borj T’har (Anonyme, 2018).

Le prélevement des feuilles a été réalisé d’une maniére aléatoire et d’une fagon a couvrir

I’ensemble de la couronne des végétaux.

Tableau 4 : Caractéristiques géographiques de la région d’étude.

Espéce Caractéristiques géographiques

Saturejahispidula : X36, 76805 Y05, 99780
424m

Menthapulegium : X36, 7680 Y05, 99780
424m

3.1.2. Séchage, broyage et tamisage du matériel végétal
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Apres la récolte, le matériel végétal a été séché a lair libre et a I’abri de la lumiére. La
matiere seche obtenue a été réduite, a I'aide d'un moulin électrique, en poudre fine. Par la suite, cette
derniére a été tamisée a 1’aide d’un tamis de granulométrie de 100 um afin d’optimiser 1’extraction
des composés phytochimiques.

3.1.3. Détermination du taux d’humidité

Ce test vise a déterminer le taux d’humidité en réalisant le séchage de la plante jusqu’a
I’obtention d’un poids constant. 1l a été effectué comme suit: pour chaque plante trois échantillons
de 1g, 10g et 100g sont portes a 105 °C pendant 4 heures selon la norme francaise (NF V 04-
401). La teneur moyenne en eau des échantillons étudiés est calculée comme suit :

T%=[(x-y) /x]*100
Considérons :
X: poids de I’échantillon
y: poids de I’échantillon aprés déshydratation
T% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage
3. 2. Tests phytochimiques préliminaires

3.2.1. Substances polyphénoliques
% Solution a analyser :

Nous avons projeté 5 g de poudre dans 100ml d’eau bouillante contenue dans un erlenmeyer
de 250 ml. Apres infusion de 15mn, nous avons filtré et complété le filtrat a 100ml avec 1’eau
distillé.

% Caractérisation
- Tanins

Dans un tube a essai, nous avons introduit 5 ml d’infusé a 5% et ajouté¢ 1 ml de solution

aqueuse de FeCls a 1 %.En présence de tanins, il se développe une coloration verdatre ou bleu-

noiratre (Trease et Evans, 1987).

5 g de poudre

A

100 ml d’eau bouillante
Filtration Infusion pendant 15 mn

» P
>
\ 4

Compléter le filtrat a 100 ml avec I’eau distillé

'

5 ml d’infusé a 5% et ajouté 1 ml de FeClsa 1%

Figure 9 : Protocol de caractérisation des tanins (Trease et Evans, 198
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- Tanins catéchiques
A 5mld’infusé a 5%, nous avons ajouté 5ml d’HCI concentré. L’ensemble a été porté a
ébullition pendant 15 mn puis filtré sur papier filtre. En présence de tanins catéchiques, il se forme

un précipité rouge soluble dans I’alcool iso-amylique (Trease et Evans, 1987).

- Tanins galliques : réaction de Stiasny
A 30 ml d’infusé a 5%, nous avons ajouté 15 ml de réactif de Stiasny (10ml de formol a
40% et 5ml d’HCI concentré), puis nous avons chauffé au bain-marie a 90°C pendant 15 mn
environ. Apres filtration, le filtrat a été saturé par 5 g d’acétate de sodium pulvérisé. Nous avons
ensuite ajouté 1 ml goutte a goutte d’une solution de FeClz a 1%.L’obtention d’un précipité montre

la présence de tanins galliques (Trease et Evans, 1987).

3.2.2. Saponosides
% Deécocté a 1%
Nous avons porté a ébullition 100 ml d’cau distillée dans un erlenmeyer de 250 ml et ajouté
1 g de poudre puis maintenir une ébullition modérée pendant 15 mn. Apres filtration, nous avons
ajusté le filtrat a 100 ml (Trease et Evans, 1987).
% Caractérisation
Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, nous avons repartie successivement
1,2,...... 10 ml du décocté a 1 % préparé et ajusté le volume dans chaque tubes a 10 ml avec de
I’eau distillé. Ensuite, chaque tube a été agité dans le sens de la longueur pendant 15 secondes en
raison de 2 agitations par seconde. Apres avoir laissé au repos pendantl5 minute nous avons mesuré
la hauteur de la mousse dans chaque tube. Le tube dans lequel la hauteur de la mousse est de 1 cm

indique I’indice de mousse (Trease et Evans, 1987).

3.2.3. Composées réducteurs

Nous avons introduit 5 ml de décocté aqueux a 10 % dans un bécher de 100 ml et évaporé a
sec au bain —marie. A ce résidu, il a été ajouté 1 ml de réactif de Fehling (0.5 ml de réactif A et 0.5
ml de réactif B, mélange extemporané). L’obtention d’un précipité rouge brique indique la

présence de composes réducteurs (Trease et Evans, 1987).

3.2.4. Coumarines
Placer 1g d’échantillon de la plante humide dans un tube a essai. Couvrir le tube avec un

papier imbibé d’une solution de NaOH et le placer dans un bain-marie pendant quelques minutes.
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Ajouter 0.5 ml de NH,OH (10%).Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la lumiere

ultra-violette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines (Rizk, 1982).

1g d’échantillon de la plante humide dans
un tube a essali

v
Couvrir le tube avec un papier imbibé
d’une solution de NaOH

\4
Le placer dans un bain-marie
pendant quelques minutes

\4

Ajouter 0.5 ml de NH4OH (10%)

!

Mettre deux taches sur un papier filtre et
examiner sous la lumiere ultraviolette

Figure 10 : Protocol de caractérisation des coumarines (Rizk, 1982).

3. 3. Extraction des composés phénoliques
Dans cette étude, une extraction sélective a plusieurs solvants a été faite selon le protocole

de Chiang et al. (1994), avec quelques modifications.

Poudre fine

-Macération 24 h
Ethanol (1 :4 p/v) -Centrifugation 10min
v -Décantation 24h

Extrait éthanolique

Acétate d’éthyle/eau (3 :1 v/v) -Macération 24 h
v -Décantation 24h

Y A 4
Extrait acétate d’éthyle Extrait aqueux acétate d’éthyle

v v

Hexane/ eau (3 :1 v/v) l -Macération 24 h l Chloroforme/eau (3 :1 v/v)
-Décantation 24 h

l v l ,,

Extrait aqueux d’hexane Extrait hexane Extrait chloroforme Extrait aqueux chloroforme

Figure 11 : Schéma récapitulatif des étapes suivies pour la préparation des extraits.
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Le but de cette extraction est de pouvoir séparer les composés phénoliques en diverses
phases, selon leurs polarités en fonction de la nature du solvant utilisé. L’extraction débute par
I’éthanol afin d’extraire le maximum de composés phénoliques. Le protocole d’extraction est
schématisé dans la figure 11.

La premiere étape de I’extraction des composés phénoliques est la macération de la poudre
fine dans de 1’éthanol 95% avec un rapport masse /volume de 1 :4 (P : V) pendant 24h. Par la suite,
une centrifugation pendant 10 min suivie d’une décantation de 24h, donnant naissance a deux
phases bien distinctes dont le surnageant représente 1’extrait éthanolique. Ce dernier est versé dans
des cristallisoirs et soumis & un séchage a I’air libre et a 1’abri la lumiére, jusqu’ a stabilisation

compléte de son poids sec.

Armpoule 4 décanter

liquide le moinz dense

liguide le plus dense

robinet

Figure 12: Ampoule a décanter

La deuxiéme étape de I’extraction est la macération de I’extrait éthanolique, dans un
mélange d’acétate d’éthyle/eau avec un rapport volumique de 3:1 (V:V). Apres 24h de macération,
la décantation suivante a donné naissance a deux phases non miscibles (une phase aqueuse et une
phase organique d’acétate d’éthyle). Ces derniéres ont été séparées a 1’aide d’une ampoule a
décanter (figure 12) et laissées sécher dans les mémes conditions précédemment citées.

La troisieme et derniere étape de I’extraction est la macération d’une partie de I’extrait
organique d’acétate d’éthyle, qui est divisé en deux parties: une est transférée dans un mélange
hexane /eau et I’autre dans un mélange chloroforme/eau, avec un rapport volumique de 3 :1 (V:V).
Apres 24h de macération, suivie d’une décantation, les quatre phases résultantes ont été séparées et
laissées sécher jusqu’a stabilisation compléte de leur poids sec.

Calcul du rendement en extraits secs
Le taux d’extraction de chaque étape est calculé par la formule suivante:
Taux d’extraction(% )= [(P1-Po)/E] x 100.
P1: Poids de I’extrait aprés évaporation.
Po: Poids initial du cristallisoir ou de la boite de Pétri ou du ballon vide.
E: Poids de I’échantillon (la matiere végetale) initial (Poudre ou extrait sec de la phase précédente).

3.4. Quantification des composés phénoliques
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3.4.1. Dosage des polyphénols totaux
Le taux de composes phénoliques des extraits a été estimé par le réactif de Folin-Ciocalteu

selon la procédure d’Othman et al., (2007) avec quelques modifications. Le mode opératoire est

schématisé sur la figure 13.

0,2 ml d’extrait (0,1mg/ml)

’ 1,5 ml de réactif folin-Ciocalteu
(1/10)

w
5 min a température
ambiante a I’obscurité

1,5 ml de Na, CO3 >
(7.5%)

A 4
90 min a température

ambhiante et a ’ahscnrité

v

Lecture a 750 nm

Figure 13: Protocole de dosage des polyphénols totaux

La concentration en polyphénols a été déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage
établie avec de I’acide gallique (figurel en annexe).La teneur moyenne en polyphénols est exprimée

en mg équivalent acide gallique par gramme d’extrait (mgEq AG/g d’extrait).

3.4.2. Dosage des polyphénols polaires

La méthode utilisée est celle rapportée par Owen et Johns, (1999).Le mode opératoire est
schématiseé sur la figure 14,

La concentration en polyphénols polaires a été déterminée en se référant a la courbe
d’étalonnage établie avec de I’acide gallique (figure 2 en annexe).La teneur moyenne en
polyphénols apolaires est exprimée en mg équivalent acide gallique par gramme d’extrait
(mgEgAG/gE).

3.4.3. Détermination des polyphénols apolaires
Tap = Tt-Tp (Owen et Johns, 1999)

Ou:

Tap : Taux de polyphénols apolaires.

Tt : Taux de polyphénols totaux.

Tp : Taux de polyphénols polaires.
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3ml de I’extrait (0,1mg/ml)

¢

Centrifugation a 3500tours/mn pendant 15

<—| Incubation pendant 24 h a

A 4
Le surnageant est récuperé

Aprés 5 min

d

A

1,5 de NaCO;

'

Centrifugation a 600 tours/min

'

Le surnageant fait 1’objet d’une lecture a 750

Figure 14 : Protocole de dosage des polyphénols polaires
3.4.4. Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides sont déterminés par la méthode de chlorure d’aluminium décrite par

Maksimovié et al., (2004). Le protocole est présenté dans la figure 15.

2ml de I’extrait (0,1mg/ml)

'

Iml de réactif de Chlorure d’Al (133mg de chlorure d’aluminium et
400mg d’acétate de sodium-cristalline dans 100ml d’eau distillée)

A 4

10 min d’incubation

!

Absorbance a 430nm

Figure 15 : Protocole de dosage des flavonoides

La concentration des flavonoides est déduite a partir de la courbe d’étalonnage établie avec

la Quercetine (figure3 en annexe) et sont exprimés en mg équivalent Quercetine/g d’extrait (mg
EqQ/g E).

3.4.5. Dosage des tannins
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Les tannins sont déterminés par la méthode décrite par d’Hagerman et Butler, (1978). Le

protocole est présenté sur la figure 16.

2 ml de BSA (1mg/ml) préparé dans
le Tampon Acétate (pH=4,9 ; 0,2M)

Iml de I’extrait (0,1mg/ml)

P |
Incubation pendant 24 h a 4
I

Centrifugation 20min/5000 tpm

- »| Surnageant jeté
Précipité
\ Dissolution du précipité 4 ml SDS /TEA
1ml de FeClsa
0,01M préparé >
dans HCL — — ,
Incubation pendant 15 min a température

ambiante et a 1’obscurité

!

[ Lecture a 510 nm ]

Figure 16 : Protocole du dosage des tannins.

En se référant a la courbe d’étalonnage obtenue avec 1’acide tannique (figure 4, annexe), les

concentrations sont exprimées en mg équivalent d’acide tannique par g d’extrait (mg EAT/gE).

3.5. Evaluation de I’activité biologique des différents extraits
3.5.1. Activité antioxydante

3.5.1.1. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est ’aptitude des antioxydants présents dans I’extrait a réduire le fer
ferrigue en fer ferreux en présence d’un agent chromogéne, le ferricyanure de potassium
[K3Fe(CN)g] et de I’acide trichloracétique (milieu acide). 1l est déterminé par la méthode décrite de

(karagozler et al., 2008) et qui illustrée sur la figure 17.
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1 ml d’extrait a différentes
concentrations (mg/mi
Agitation > < 1ml de tampon phosphate (0,2M,
pH 6,6) + 1ml (k3Fe(CN)g) (1%)

Incubé a 50°C pendant 20min

l < TCA 1ml 410%

Centrifugé a 3000 tours /min
pendant 10min

A 4
1,5 ml sont prélevés

v

Incubation de 10 min a température

ambiante et a I’obscurité

— 1,5ml d’eau distillée + de 150
{,‘ ul de chlorure ferrique (0,1%)

Lecture a 700 nm

Figure 17: Protocole du pouvoir réducteur

3.5.1.2. Effet scavenger du radical DPPH*®
L’activité antiradicalaire des extraits a été mesurée par la méthode décrite par Ba et al.,

(2010). Le protocole est illustré par la figure 18.

Le pourcentage de réduction du radical DPPH® est donné par 1’équation suivante :
Pourcentage de réduction du DPPH = [(At - Ae)/At] x 100

At : Absorbance du témoin ;

Ae : Absorbance de 1’échantillon

100ul de I’extrait de différentes concentrations 2,9 ml de DPPH® (0,025g/1)

Incubation pendant 30 min a température
ambiante et a I’obscurité

v

Lecture a 510 nm ou 517

Figure 18: Protocole d’étude de 1’activité anti-radicalaire.
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3.5.1.3. Méthode de la capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode de (Prieto et
al., 1999). Cette technique est basée sur la réduction de molybdene Mo (VI) présent sous la forme
d’ions molybdate a molybdéne Mo (V) MoO2+ en présence de 1’extrait pour former un complexe
vert de phosphate/ Mo(V) a PH acide.

Dans un tube a vis un volume de 0.3 ml de ’extrait, préparé a une concentration de 0,01
mg/ml, est mélangé avec 3 ml de la solution du réactif (0.6 M acide sulfurique, 28 mM phosphate
de sodium et 4 mM molybdate d’ammonium). Ensuite, les tubes sont vissés a demis et incubés dans
un bain Marie & 95°C pendant 90 min. Aprés refroidissement, 1’absorbance des solutions est
mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient 3 ml de la solution du réactif et 0.3 ml de I’éthanol et
il est incubé dans les mémes conditions que 1’échantillon. L’étalonnage consiste & préparer une
gamme de concentration croissante d’acide ascorbique a différentes concentrations, 3ml du Réactif
de molybdate/phosphate doit étre ajoutée, apres agitation et homogénéisation les tubes vissés vont
subir les mémes conditions que 1’échantillon. La courbe d’étalonnage (figure 12 en annexe) nous a
permet de calculer la capacité antioxydante totale de chaque extrait. La capacité antioxydante totale
est exprimée en milligramme équivalents d’acide ascorbique par gramme de la matiére seche (mg

EAA/g MS).

3.6. Evaluation de L’activité antibactérienne (méthode d’aromatogramme)
L'évaluation de l'activité antibactérienne de I’huile essentielle des deux especes est réalisée
d’abord par la méthode de diffusion des disques (méthode d’aromatogramme), en raison de sa

simplicité et son efficacité pour tester la sensibilité des bactéries.

» Choix des bactéries

Les germes qui ont été testés pour mettre en évidence I’activité antibactérienne des extraits
de Satureja hispidula et de Mentha pulegium sont les suivants: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa et Vibrio cholera

Deux souches de collection internationale ATCC (American type culture collection) et deux
souches provenant de 1’hopital de Jijel.
— Escherichia coli ATCC 25922 (Gram négative).
— Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram positive).
— Pseudomonas aeruginosa (Gram négative).

— Vibrio cholera (Gram positive).
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= Choix des milieux de culture
Le milieu de culture utilisé pour étudier I’activité antibactérienne est 1’Agar de Muller
Hinton (AMH) parce que c’est le milieu le plus employé pour les tests de sensibilité aux agents
antibactériens.
= Enrichissement des bactéries
Une aliquote bactérienne (Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa et Vibrio cholera) est mise en culture dans des tubes a essais contenant 5 ml de bouillon
nutritif, ces derniers sont ensuite incubés a 1’étuve pendants 24 h a 37° C.
» Préparation des disques
Les disques sont fabriqués a partir du papier Wattman, avec un diameétre de 6 mm. A 1’aide
d’un perforateur. Ensuite, ces disques sont placés dans un tube a essais et stérilisés a 1’autoclave
pendant 20 minutes a 120C°, puis stockés a une température ambiante dans un tube a essai
hermétiquement fermé.
» Préparation des boites de Pétri
La gélose de Muller-Hinton stérile préte a 1’usage a été coulée dans des boites de pétrie
stériles. L’épaisseur de la gélose est de 4-5 mm répartie uniformément dans les boites, ces derniers
sont placées a c6té du bec bunsen jusqu’a la solidification de la gélose.
= Ensemencement des souches
L’ensemencement consiste a prélever quelques gouttes de suspension fraichement préparée
par une pipette pasteur stérile puis 1’étaler sur la totalité de la surface gélosée.
= Dépdt des disques
Dans des conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, des disques du papier
Wattman imbibé par 15ul de I’extrait de chaque plantes a différentes concentrations (1000ug/ml,
500ug/ml, 100pg/ml, 50 pg/ml et 10ug/ml) sont déposés sur la gélose, précédemment inoculé avec
le microorganisme choisi. Les boites sont maintenues a 4C° pendant 1 heure pour assurer une
bonne diffusion de I’extrait dans la gélose. Le disque d’antibiotique, utilisé pour les essais de
diffusion par disque est 1’amoxicilline qui représente notre test positif. Aussi, la dilution des
extraits est effectuée dans du DMSO.
= Incubation des boites
Les boites sont ensuite incubées a I’étuve pendant 17-24h a 37C°.
= Lecture
La lecture des résultats s’effectuant par mesure des diametres d’inhibitions autour des

disques a 1’aide d’une regle (en mm).
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3.7 . Analyse statistique

Pour le calcul des statistiques élémentaires et pour une meilleure illustration des résultats
nous avons procédé au calcul des moyennes et d’écart types.

Pour illustrer nos résultats, nous avons réalisé des histogrammes.

Tous les calculs ont été effectués en utilise le logiciel : Excel-2007.
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4.1. Test d’humidité

Le séchage des échantillons récoltés est une étape essentielle qui sert a éliminer 1’cau libre
pour conserver et maintenir leurs constituants hors toute dégradation. Dans cette optique, le test
d’humidité est réalisé dans le but d’évaluer la teneur en eau des plantes étudiées et de déterminer la
durée du séchage de chaque plante. En effet, cette durée variée d’une espéce a une autre selon son

humidité. Le temps de séchage des échantillons étudiés est de 15 jours a I’air libre.
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Figure 19: Taux d’humidité des deux plantes étudiées.

Les résultats obtenus du taux d’humidité sont représentés dans la figure 19 et qui indiquent
une richesse hydrique moyenne pour les deux plantes étudiées, la teneur en eau varie en moyenne
de 67,1 a 63,4% pour respectivement Satureja hispidula et Mentha pulegium.

Ce résultat est identique a celui trouvé par Khadraoui et al., (2015) qui ont relevé un taux
de 61.5%- 68.7% pour I’espece Mentha pulegium collectée de la région de Tarik Ibn Ziad de Ain-
Defla.

4.2. Tests phytochimiques
Les tests phytochimiques ont été réalisés sur des extraits préparés a partir des feuilles de
Satureja hispidula et de Mentha pulegium en utilisant différents réactifs spécifiques de révélation.
Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de nos plantes. La détection de ces composés chimiques
est basée sur des essais de solubilité des constituants, des réactions de précipitation et de turbidité,

un changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumiére ultraviolette.
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Les résultats de 1’analyse phytochimique des extraits des deux plantes étudiées sont

présentés dans le tableau 5.

Tableau 5:Résultats des tests phytochimiques des feuilles de Satureja hispidula et Mentha

pulegium.
Composantes Saturejahispidula | Menthapulegium
Tanins totaux +++ ++
Tanins cathéchiques +++ ++
Tanins galliques +++ ++

Composés réducteurs - -

Saponosides ++ +

Coumarines ++ -

+++ : Fortement positive
++ : Moyennement positive
+ :faiblement positive

- Inégative

4.2.1. Tanins
Le développement d’une coloration verdatre ou bleu noiratre confirme la présence des tanins

pour les deux espéces Satureja hispidula et Mentha pulegium, la figure 20 représente nos résultats.

= R

Satureja Mentha

. |
74 ) m— "

Figure 20: Test des tanins
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4.2.1.1. Tanins catéchiques
Comme la montre la figure21 et le tableau 5, les tanins catéchiques sont présents avec une
intensité importante dans les deux plantes et particulierement dans Satureja hispidula. Sa présence

est confirmée par la formation d’un précipité rouge soluble dans 1’alcool iso-amylique.

Figure 21: Test des tanins catéchiques

4.2.1.2. Tanins galliques
La réaction de Stiasny permet 1’obtention d’un précipité qui confirme la présence de tanins

gallique.

4.2.2 .Saponosides

On remarque la présence d’une mousse de 0,8 cm chez Satureja hispidula dans le tube 8(8
ml de décocté a 1 % + 2 ml de I’eau distillé) et une mousse de 0,4 cm chez Mentha pulegium dans
le tube 9 (9 ml de décocté a 1 % + 2ml de I’eau distillé) ce qui indique la présence des saponosides.

4.2.3. Composees réducteurs
L’absence de composées réducteurs chez les deux espéces est confirmée par une réaction

négative avec le réactif de Fehling (absence d’une coloration rouge- brique).

4.2.4. Coumarine
Les coumarines sont présentes seulement chez Satureja hispidula, ceci est confirmé par

I’apparition d’une fluorescence sous une lumiére ultra-violette qui indique leur présence.

En conclusion, il convient de dire les deux plantes Satureja hispidula et Mentha pulégium
ont révélé la présence des tanins totaux, des tanins galliques, tanins catéchiques, des saponosides

qui ont fortement positive chez Satureja hispidula par apport a celui de Menthapulégium. Les
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coumarines sont présentes dans les feuilles de Satureja hispidula seulement. Tandis que les
composés réducteurs se sont révélés négatifs pour les deux especes.

Des résultats similaires ont €té obtenus par d’autres chercheurs qui ont travaillé sur d’autres
especes mais appartenant au méme genre, Mentha piperita (Rajinder et al., 2015) et Mentha
rotundifolia (Seladji et al., 2014) ou ils ont constaté la présence des flavonoides, des tanins et des
terpénoides dans I’extrait aqueux, chloroformique, éthanolique et acétate d’éthyle dans les feuilles
de Mentha piperita récoltées en Libye et sur la richesse en flavonoides et tanins, et a un degré
moindre, les saponosides dans les feuilles et les tiges de Mentha rotundifolia.

Les résultats obtenus pour le test phytochimique de Satureja hispidula sont comparables a
ceux de la bibliographie. En effet, Belmekki, (2009) a constaté la présence des tanins et des

flavonoides dans la partie aérienne de Satureja verbenaca.

4.3. Extraction et dosage des composés phéenoliques
4.3.1. Rendement en extraits secs

Les résultats du rendement d’extraction obtenus sont représentés par la figure 22. On
constate que les rendements sont variables selon le solvant utilisé et la plante testée. Le taux
d’extraction le plus élevé a été obtenu par 1’é¢thanol (95%) pour les deux plantes avec 5,33% et
4,50% pour respectivement Satureja hispidula et Mentha pulegium, alors que I’acétate d’éthyle a
donné le plus faible taux pour les deux plantes également avec 2% et 0,33% pour respectivement

Satureja hispidula et Mentha pulegium.

BET WAE WmAQAE mCHL mAQCHL mHEX AQHEX
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Satureja hispidula Mentha pulegium

ET :Ethanol, AE :Acétate d’éthyle, AQAE :Aqueux acétate d’éthyle, CHL :Chloroforme AQCHL :Aqueux
chloroforme, HEX :Hexane, AQHEX : Aqueux hexane.

Figure 22: Rendement en extraits secs de Satureja hispidula et Mentha pulegium
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A partir de ce résultat, on peut dire que I’éthanol posséde une polarité¢ plus importante que
les autre solvants testés ce qui a conduit a un taux d’extraction le plus élevé. Aussi, 1’éthanol (95%)
est un solvant volatile, posséde I’avantage d’étre ¢liminés facilement ce qui permet d’extraire le
maximum de composés phénoliques. L’utilisation de solvants a polarité différentes permet de
séparer les composés selon leur degré de solubilité. On peut conclure que les deux plantes possédent
des composés de polarités variables.

Aussi, selon une étude mener par Khadraoui et al., 2015 sur Mentha pulegiumde la région
de Tarik Ibn Ziad de Ain-Defla, le rendement d’extraction pour 1’extrait éthanolique est de 6,84%-
7,4% et pour I’acétate d’éthyle est de 0,77-1,62%. Ce rendement reste toujours supeérieur a celui
obtenu dans notre étude.

Selon Bougandoura, (2011), le rendement en extrait méthanolique de Calamintha est de
8,58%. Ce rendement reste supérieur a celui trouvé dans notre étude. Cela est peut étre due a la
différence des techniques d’extractions utilisées qui affectent ainsi le taux total en phénols et
flavonoides (Lee et Lee., 2010).

Le critere de rendement en extrait brut sec n’est pas suffisant pour préconiser la richesse
d’un extrait en composés phénoliques car les extraits de plantes contiennent d’autres constituants
(pigments).Cette évidence est montrée dans 1’étude de quantification des phénols totaux,

phénolspolaires, phénols apolaires et flavonoides présentés ci-dessous.

4.3.2. Dosages des phénols totaux

Dans le but d’évaluer les teneurs en constituants bioactives des extraits préparés a partit des
feuilles de Satureja hispidula et Mentha pulegium, un dosage des polyphénols totaux, phénols
polaires, phénols apolaires, flavonoides, tannins a été effectué. La principale raison pour le choix de
ces constituants réside dans le fait que la majorité des effets thérapeutiques des plantes leurs sont
attribués.

La quantification des phénols totaux s’effectué en fonction d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y=aX+b) réalisé par une solution étalon (acide gallique) a différentes concentrations
(tableaul, annexe). La teneur en phénols de chaque extrait est exprimée en mg/ml équivalent
d’acide gallique par gramme d’extrait (NgEAG/QE). Les résultats obtenus sont représenté sur la
figure23.

D’aprés ces résultats, on constate que les teneurs des extraits varient de 6,918 mg EAG/gE
pour I’extrait chloroforme de Satureja hispidula a 360,377 mg EAG/gE pour I’extrait éthanolique

de Mentha pulegium.
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Figure 23 : Phénols totaux des extraits des plantes.

La teneur en phénols totaux la plus élevée a été enregistrée dans 1’extrait éthanolique et
I’extrait aqueux acétate d’éthyle pour Mentha pulegium avec une teneur de 360,377et 252,201 mg
EAG/gE respectivement. Pour Satureja hispidula, la teneur la plus élevée a été enregistrée dans
I’extrait aqueux hexane (181,76mg EAG/gE) suivi par I’extrait éthanolique (132,70 mg EAG/gE)
tandis que la teneur la plus faible se trouve dans I’extrait chloroforme pour Satureja hispidula avec
6,918 mg EAG/g E.

La trés faible teneur en phénols totaux pour Satureja hispidula a été enregistrée dans
I’extrait chloroforme (6,918mg EAG/g E) et pour Mentha pulegium, dans I’extrait aqueux hexane
(30,818mg EAG/g E).

Jusqu’ici peu d’études ont été réalisées sur la quantification des polyphénols dans les extraits
de Satureja hispidula. L’extrait methanolique a fait 1’objet d’une étude réalisé par Bougandoura et
Bendimerad, (2012) et qui ont trouvé une teneur de 2,968 mg EAG/g EB, et qui sont largement
inférieures a nos résultats pour tous les extraits (132,7-6,9 mg EAG/g E).

Les résultats obtenus sont plus ou moins proches de ceux obtenus par Bencheikh, (2012)
réalisés sur 1’extrait métanolique de Mentha pulegiumqui sont de 1’ordre de 183,45mg/g.

Aussi, une étude entreprise par Kanyonga et al.,(2011) sur Mentha vulgare a démontré que
le taux le plus élevé de polyphénols se rencontre dans 1’extrait eau/Me OH (102,69 mgEAG/QE).

Par ailleurs, si on compare ces résultats a ceux obtenus par Khadraoui et al., (2015), qui
ont travaillé sur I’extrait acétate d’éthyle de Mentha pulegium de la région de Tarik Ibn Ziad de
Ain-Defla, et qui ont relevé des teneurs de ’ordre de 0,277et 0,061mg GAE/g, valeurs trés
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inférieurs & nos résultats pour le méme solvant d’extraction (47,799 mgEAG/g) ceci est peut-étre di
a la technique d’extraction utilisé et la méthode de séchage (rotavapeur).

En effet,le séchage a I’air libre et a température ambiante de 1’extrait éthanolique permet
d’extraire le maximum de composés phénolique et a prévenir tout modification ou dénaturation
probable liée au températures élevées utilisées.Dans cette optique, Cacace et Mazza, (2001) ont
rapporté que certains composés de structure sensible et instable comme la catéchine peuvent etre

réduits a des températures qui dépassent 35C°.

4.3.3. Dosages des phénols polaires et apolaires

e Polyphénols polaires
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Figure 24 : La teneur en polyphénols polaires des deux plantes.

Les résultats obtenus dans la figure 24 montrent que le taux des polyphénols polaires le plus
¢levé est enregistré chez I’extrait aqueux hexane de Satureja hispidula avec (40,45 mg EAG/QE)
puis I’extrait aqueux acétate d’éthyle avec (36,78 mg EAG/QE), ces valeurs sont largement
supérieur a celui enregistré chez Mentha pulegium dont (8,28 mg EAG/gE) et (19,38 mg EAG/gE)
pour I’extrait aqueux hexane et I’extrait aqueux acétate d’éthyle.

D’une maniéere général en remarque que la teneur en phénols polaire est plus grand chez
Satureja hispidula par apport a Mentha pulegium ce qui confirme sa richesse en polyphénols
polaires.

Polyphénols apolaires

D’apreés la figure 25, on remarque que la teneur en polyphénols apolaires est plus grand chez
Mentha pulegium ; dont (329,52 mg EAG/QE) et (117,34 mg EAG/gE) pour I’extrait éthanolique et
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aqueux chloroforme respectivement. Tandis que la teneur est de (120,05mg EAG/QE) et (9,21 mg
EAGI/QE) respectivement chez Satureja hispidula.
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Figure 25 : La teneur en polyphénols apolaires des deux plantes.

4.3.4. Dosage des flavonoides

La quantification de flavonoides a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire
(y=aX+b) réalisé par une solution étalon (Quercétine) a différentes concentrations (Figure 3 en
annexe).La teneur en flavonoides de chaque extrait a été alors calculée a partir de cette courbe dont
les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de Quercétine par gramme d’extrait (mg

EQ/gE).Les résultats relatifs aux flavonoides sont représentés dans la figure 26.

BMET WAE WAQAE ECHL WAQCHL ®WHEX = AQHEX
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Figure 26: Flavonoides des extraits des deux plantes.
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La teneur en flavonoides la plus élevée a été enregistrée dans I’extrait éthanolique de
Mentha pulegium (12,07 mgEQ/gE) en comparaison avec I’extrait éthanolique de Satureja
hispidula (5,820 mgEQ/gE).Tandis que les teneurs les plus faible se trouve dans 1’extrait aqueux
chloroforme pour Mentha pulegium et I’extrait hexane pour Satureja hispidula avec 2,860

mgEQ/QE et 2,80 mgEQ/gE respectivement.

4.3.5. Dosage des tanins

La quantification des tanins a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire
(y=aX+b) réalisé par une solution étalon (Acide tannique) a différentes concentrations (Figure 4 en
annexe). La teneur en tanins de chaque extrait a été alors calculée a partir de cette courbe dont les
résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide tannique par gramme d’extrait (mg
EAT/gE). Les résultats relatifs aux tanins sont représentés dans la figure 27. En premier lieu, on

constate que la teneur en tanins varie en fonction de 1’extrait et de la plante.
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Figure 27: Tanins des extraits des deux plantes.

La teneur en tanin la plus élevée a été enregistrée dans 1’extrait acetate d’éthyle pour
Mentha pulegium (235,5mgEAT/gE) et I’extrait aqueux hexane pour Satureja hispidula
(137,28mgEAT/gE). Tandis que la teneur la plus faible se trouve dans I’extrait aqueux chloroforme
de Satureja hispidula et I’extrait aqueux hexane de Mentha pulegium avec 26,5 mgEAT/gE et 64,81
MgEAT/gE respectivement.

La variabilité des teneurs en polyphénols chez ces espéces vegétales est du probablement
aux conditions biotiques (espece, organe et |’é¢tape physiologique) et abiotiques (facteurs
édaphiques), la nature du sol et le type du microclimat et aussi des étages bioclimatiques ou

poussent ces plantes (Atmani et al., 2009).
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D’une maniére générale, les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une plante a
une autre de la méme famille mais également en fonction des parametres de l’extraction des
polyphénols : la température, la taille des particules et le type du solvant d’extraction, le volume du

solvant, le nombre d’étapes d’extraction et le poids initial de la poudre (Escribano-Bailon et
Santos-Buelga ,2003).

4.4. Activité antioxydante
4.4.1 Activité anti radicalaire contre le radical libre DPPH'

L’activité antioxydante des différents extraits de Satureja hispidula et Mentha pulegium vis-
a-vis du radical DPPH" a été évaluée spectrophotométriqguement en suivant la réduction de ce radical

qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm.
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Figure 28 : Activité antiradicalire des extraits éthanoliques des deux plantes testées en

comparaison avec ’acide ascorbique.

Selon les résultats obtenus dans la figure 28, on constate que le pourcentage d’inhibition du
radical libre augmente avec I’augmentation de la concentration de 1’extrait ou de 1’acide ascorbique.
Les pourcentages d’inhibition des extraits éthanoliques bercent entre 7,45 % et 82,28% pour
Satureja hispidula, entre 7,22 % et 85,57% pour Mentha pulegium, entre 34,76% et 97,19% pour

I’acide ascorbique. Donc I’acide ascorbique a montré un pouvoir de piégeage du radical DPPH" Plus

important par rapport aux extraits éthanoliques des deux plantes.
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Calcul de I’'IC50
La valeur ICsy (Concentration d’inhibition a 50%) aussi appelée EC50 (Efficient

concentration50) est définie comme étant la concentration de la substance nécessaire a diminuer de
50% du DPPH'.

Les IC,, sont inversement proportionnelles a 1’effet scavenger dont les valeurs faibles reflétent
un effet anti-radicalaire important. L’IC50de I’extrait éthanolique des deux espéces et de 1’acide

ascorbique est déduit a partir des équations des droites de régression représentées dans la figure 5,6

et 7 en annexe. Les valeurs trouvées sont représentées par la figure29.
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Figure 29 : Concentration inhibitrice de 50% du radical libre DPPH de I’extrait éthanolique des
deux plantes et de I’acide ascorbique.

En comparant les ICsy des différents extraits testés pour les deux especes par rapport de
I’acide ascorbique, on constate que 50% des radicaux libres ont été éliminées par I’extrait
éthanolique de Satureja hispidula a partir d’une concentration de 1,47mg/ml, et 1,09 mg/ml pour
Mentha pulegium contre une concentration de 0,05mg/ml pour 1’acide ascorbique qui est un
antioxydant tres puissant. Cette activité peut étre due a la présence des composés polyphénoliques
dans l'extrait.

L’acide ascorbique a donné la meilleure activité, suivi de I’extrait éthanolique de Mentha
pulegium. Satureja hispidula a montré une faible activité par rapport a substance de référence, mais

reste presque identique a I’activité de Mentha pulegium.
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4.4.2. Pouvoir réducteur
Le pouvoir réducteur est basé sur la réduction de I’ion ferrique (Fe*) en ion ferreux

(Fe>) par les composés antioxydants. Une augmentation de 1’absorbance est indicatrice d’un

pouvoir réducteur élevé.
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Figure 30 : pouvoir réducteur de I’extrait éthanolique de deux plantes étudiées en comparaison
avec I’acide ascorbique.

D’aprés les résultats présentés dans la figure30, on remarque en premier lieu que
I’augmentation de la réduction du fer est proportionnelle aux concentrations utilisées. En second
lieu, on remarque que tous nos extraits ont des activités moins importantes que la substance de
référence (I’acide ascorbique). Pour ce dernier la réduction est presque totale a partir d’une
concentration de 0,5 pg/ml.

Les absorbances des extraits éthanoliques de 1’acide ascorbique oscillent entre 1,72 et 5,69,
de Mentha pulegium entre 0,27 et 2,91 et Satureja hispidula entre 0,24 et 0,96.

Détermination de CRy5:

Pour comparer I’activité antioxydants des deux espéces Satureja hispdula et Mentha
pulegium de I’extrait éthanolique nous avons calculé CRgs qui est considérée comme la
concentration qui donne une absorbance de 0.5 a 700 nm qui représente la réduction de 50% du fer.

Les CRy, 5 obtenus a partir des courbes de régression représentées par les figures 8, 9 et 10 en
annexe.
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Figure 31 : Concentration nécessaire pour la réduction de 50% du fer des extraits éthanoliques des

plantes et de I’acide ascorbique.

D’apres la figure 31, on remarque que I’acide ascorbique a montré la meilleure activité
(0,0088 pg/ml) par rapport aux deux plantes. La plus faible activité a été obtenue pour I’extrait
éthanolique de Satureja hispidula (CRg 5= 0,233ug/ml)

On conclut que la capacité de réduire le fer est variable, elle est trés importante pour 1’acide

ascorbique suivie par Mentha pulegiumet enfin Satureja hispidula.

4.4.3. Evaluation de la capacité anti oxydante totale (CAT)

La méthode de la Capacité Anti oxydante Totale (CAT) permet de déterminer la quantité des
espéces anti oxydantes présentes dans les extraits. La capacité antioxydante totale des extraits
étanoliques de Satureja hispidula et Mentha pulegium est exprimée en équivalents d'acide
ascorbique. A cet effet, une courbe d'étalonnage a été effectuée en parallele, dans les mémes
conditions, en utilisant 1’acide ascorbique comme étalon (Figure 11 en annexe). Les résultats sont
présentés dans la figure32.
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Capacité anti oxydante totale {(pg/ml)

Satureja hispidula Mentha pulegium

Figure 32 : Capacité oxydative totale des extraits éthanoliques des deux plantes

On remarque que la capacité oxydative totale de I’extrait étanolique de Satureja hispidula
(4,29ug/ml) est plus importante que la capacité de Mentha pulegium(1.67ug/ml).Ceci est peut étre
expliquée par la présence des certaines substances polyphénoliques plus importantes chez Satureja
hispidula que Mentha pulegium (Tanins totaux, Tanins cathéchiques, Tanins galliques,
Saponosides et Coumarines)retrouvés lors du test phytochimique et qui possédent peut étre d’autres
capacités antioxydantes (activité scavinging contre le peroxyde d’hydrogéne H,O,, le radical
hydroxyle OH', superoxyde O, ...etc.).

En conclusion, il convient de dire que 1’acide ascorbique présente une meilleure activité
antioxydante vis-a-vis du radicale DPPHet du pouvoir & réduire le fer par rapport a I’extrait
éthanolique des deux plantes testées. Aussi, I’extrait éthanolique de Satureja hispidula présente une
meilleure activité que I’extrait éthanolique de Mentha pulegium. Cette activité peut étre expliquée
par leurs richesses en substances polyphénoliques et plus spécialement par les composés apolaires
que I’on trouve dans les extraits éthanolique.

4.5. Activité antibactérienne

Face aux problémes de la résistance bactérienne aux antibiotiques synthétiques, beaucoup de
travaux ont €t¢ mené sur le pouvoir antimicrobien des extraits des plantes. L’objectif de notre
travail est de mettre en évidence par la technique de diffusion sur disques en papier une éventuelle
activité antibactérienne des extraits éthanoliques de deux plantes (Satureja hispidula et Mentha
pulegium) contre quatre souches bactériennes: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa et Vibrio cholera.
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Tableau 6: Moyennes des diamétres des zones d’inhibition en mm de 1’extrait éthanolique des deux

plantes.

Satureja hispidula 0,01 (mg/ml) | 0,1 (mg/ml) | 0,5 (mg/ml) | 1 (mg/ml) | 2(mg/ml)
Escherichia coli 15,81 12,18 6 6 6
Staphylococcus aureus 6 11,49 11,49 11,49 6
Pseudomonas aeruginosa 6 6 6 6 6
Vibrio cholera 6 18,68 10,06 11,49 6

Mentha puleguim 0,01 (mg/ml) | 0,1 (mg/ml) | 0,5 (mg/ml) | 1 (mg/ml) | 2(png/ml)
Escherichia coli 7,33 6 6 9,77 6
Staphylococcus aureus 7,33 7,33 7,33 7,33 7,33
Pseudomonas aeruginosa 6 6,51 7,33 8,14 9,77
Vibrio cholera 7,33 8,14 6 6 6

D’apres les résultats du tableau 6, on constate que les extraits éthanoliques des deux plantes
agissent différemment sur les souches testées. L’activité de 1’extrait éthanolique de Satureja
hispidula est plus importante contre Vibrio cholera et Escherichia coli que I’extrait éthanolique
de Mentha pulegium.

Le diamétre de la zone d’inhibition le plus élevé est obtenu par 1’extrait éthanolique de
(18,68 mm) et Escherichia coli (15,81 mm) et

Staphylococcus aureus (11,49 mm). La souche Pseudomonas aeruginosa a présenté une résistante

Satureja hispidula contre Vibrio cholera
a cet extrait.

Par contre, I’activité de I’extrait éthanolique de Mentha pulegium présente des diametres de
la zone d’inhibition moins important que Satureja hispidula avec des diamétres de 9,77mm contre
Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa et 8,14mm Vibrio cholera. La souche Staphylococcus
aureus a présenté une résistante a cet extrait.

Les travaux rapportés par Khadraoui et al., (2015) sur différents extraits de Mentha
pulegium confirment en partie les résultats trouvés dans cette présente étude, mais les diameétres de
la zone d'inhibition restent moins importants, Escherichia coli (19-24mm), Pseudomonas
aeruginosa (8-11mm). Par contre, Staphylococcus aureus n’a pas présenté une résistance comme et
a présenté plut6t des diametres de 16 a 20 mm.

Les zones d’inhibition obtenues contre les différentes souches bactériennes peuvent étre
dues aux composés phénoliques présents dans les extraits tels que les polyphénols : phénols, tanins
et flavonoides, ...qui inhibent fortement la croissance bactérienne. Ceci a été constaté par plusieurs
auteurs (Shan et al., 2007; Treki et al., 2009).
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Conclusion

A la lumiére de cette étude qui représente une contribution a la valorisation de certaines
plantes médicinales de la flore Algérienne, il ressort de I’analyse des résultats obtenus que les deux
plantes étudiées possédent des teneurs importantes en eau qui varient de 63,4% et 67,1%, ce qui
confirme leurs richesses hydriques. Le rendement d’extraction est assez considérable pour 1’extrait
éthanolique. Quand a leur étude phytochimique, les deux plantes renferment différentes classes de
composés phénoliques, les polyphénols totaux varient de 360,377 mMEAG/gE (Mentha pulegium ) et
132,7 mEAG/gE (Satureja hispidula), les polyphénols apolaires sont supérieurs aux polyphénols
polaires, la teneur en flavonoides varie 12,07 mgEQ/gE (extrait éthanolique de Mentha pulegium)
et 5,820 mgEQ/gE (I’extrait éthanolique de Satureja hispidula), tandis que la teneur en tanins est
plus importante (entre 26,5 mgEAT/QE et 235,5mgEAT/QE).

Donc, les différents extraits de la partie aérienne de Satureja hispidula et de Mentha
pulegium renferment des teneurs trés variables en composés phénoliques et par conseéquent ont des
activités différentes. Ces teneurs varient en fonction des solvants d’extraction. Parmi ces solvants,
I’éthanol est le plus recommandé¢ dans ce type d’extraction.

L’activité biologique trouvée est suffisamment importante pour permettre I’utilisation de ces
plantes comme nouvelle source naturelle d’antioxydant et antibactérien dans divers domaines: en
pharmacie, cosmétologie et industries agroalimentaires.

Il convient de dire que malgré les teneurs en composés phénoligques constituent un facteur de
valorisation de la capacité antioxydante et antibactérienne des espéces végétales, la qualité de ces
molécules serait plus intéressante puisqu’elle détermine 1’ampleur de leurs propriétés biologiques

Les propriétés antioxydantes et antimicrobiennes des extraits éthanoliques des deux plantes
étudiées sont confirmées, c’est ainsi que cette étude permis d’apporter une base scientifique a
I’utilisation traditionnelle de ces plantes.

Sachant que notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante se caractérise
par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques thérapeutiques
et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre exploitées par les recherches. De cet effet,
et comme perspectives on propose:

e Evaluation de I’effet antioxydant in vitro en utilisant d’autres techniques et d’autres extraits

e Evaluation de ’effet antioxydant in vivo

e Tester ces extraits sur d’autres souches bactériennes.

e FEtudier d’autres activités biologiques a savoir I’activité anti-inflammatoire, anti-
insecticide...etc.

e Caracterisation des composes actifs (CCM, HPLC).
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Figurel: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Figure2:Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols polaires
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Figure4:Courbe d’étalonnage de 1’acide tannique pour le dosage des tannins
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Satureja hispidula
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Figure5: Régression linéaire pour le calcul de I’'ICsy de 1’extrait éthanolique de S. hispidula
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Figure6: Régression linéaire pour le calcul de I’ICsy de I’extrait éthanolique de M. pulegium
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Figure7: Régression linéaire pour le calcul de I’ICsg de I’acide ascorbique
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Satureja hispidula
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Figure8: Régression linéaire pour le calcul du CRys de I’extrait éthanolique de S. hispidula
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Figure9: Régression linéaire pour le calcule du CRg s de I’extrait éthanolique de M. pulegium
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Figure 11: Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique pour la CAT
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Résumé

Dans le cadre de la découverte de nouvelles substances antioxydantes et antibactériennes a partir des
sources naturelles, nous nous sommes intéressés dans ce travail a 1’étude des constituants bioactifs et
I’évaluation de I’activité biologique de deux plantes aromatiques et médicinales (Satureja hispidula et
Mentha pulegium). L’Activité antioxydante a été déterminée par 3 méthodes (pouvoir réducteur, test du
DPPH- et la capacité oxydatif totale) et I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion en milieu gélosé
testée vis-a-vis de quatre souches (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Vibrio cholera et Pseudomonas
aeruginosa).

Les résultats obtenus indiquent des teneurs importantes en composés phénoliques qui varient en
fonction des solvants d’extraction. Parmi ces solvants, 1’éthanol est le plus recommandé dans ce type
d’extraction. L’activité biologique trouvée est suffisamment importante pour permettre 1’utilisation de ces
plantes comme nouvelle source naturelle d’antioxydant et d’antibactérien dans divers domaines: en
pharmacie, cosmétologie et industries agroalimentaires.

Mots clés: Satureja hispidula, Mentha pulegium, principes actifs, activité antioxydante, activité
antibactérienne.

Abstract

In the context of the discovery of new antioxidant and antibacterial substances from natural
sources, we are interested in this work to the study of bioactive constituents and the evaluation of the
biological activity of two aromatic and medicinal plants (Satureja hispidula and Mentha pulegium). The
antioxidant activity was determined by 3 methods (reducing power, DPPH test and total oxidative capacity)
and the antibacterial activity by the method of diffusion in agar medium tested against four strains
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Vibrio cholera and Pseudomonas aeruginosa).

The results obtained indicate significant contents of phenolic compounds which vary according to
the extraction solvents. Among these solvents, ethanol is the most recommended in this type of extraction.
The biological activity found is important enough to allow the use of these plants as a new natural source of
antioxidant and antibacterial in various fields: pharmacy, cosmetology and food industries.

Keywords: Satureja hispidula, Mentha pulegium , active subtances, antioxydant activity, antibacterial
activity.
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