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Résumé :

Satureja candidissima (Munby.). Brig, connue sous le nom «Nabta Elbida» est une plante
médicinale de la famille des lamiacées, largement utilisee en médecine traditionnelle a I’échelle
du monde Arabe et comme condiment alimentaire.

Cette étude porte sur I’étude phyto-chimique et 1’évaluation de I’activité anti-oxydante de
I’extrait méthanolique de la partie aérienne de cette plante.

Les tests phyto-chimiques révelent la présence de differentes familles de composés
chimiques comme les tanins, les composés réducteurs, les flavonoides et les polyphénols.

L’estimation quantitative des flavonoides et des phénols totaux par la méthode
colorimétrique a montré que 1’extrait méthanolique est riche en ces composés. L’évaluation du
pouvoir antioxydant qui a été realisée en utilisant la methode du piégeage du radical libre DPPH
a indiqué que notre extrait a une efficacité antioxydante considérable (IC so = 6,81mg/ml) mais
inférieure de celle enregistrée par ’acide ascorbique.

Et méme qu’en utilisant la méthode du Réduction du Fer : FRAP (Ferric Reducing
Anti-oxydant Power), la méthode qui est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer
Ferrique Fe’* en fer ferreux Fe?*, on trouve aussi une efficacité anti-oxydante (EC so= 2.7

mg/ml), mais I’extrait reste toujours moins actif que ’acide ascorbique (EC 50 = 0,098 mg/ml).

Mots clés: Satureja candidissima, phyto-chimie, activité anti-oxydante, polyphénols, flavonoides,

FRAP, DPPH.
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Abstrat:

Satureja candidissima (Munby.). Brig. known as Nabta Elbida, is a medicinal plant of
Lamiaceae family, widely used in traditional medicine throughout the Arab world and as a food
condiment.

This study concerns the phytochemical study and the evaluation of the antioxidant activity
of the methanolic extract of this plant.

Phytochemical tests reveal the presence of different families of chemical compounds such
as tannins, reducing compounds, flavonoids, and polyphenols.

The antioxidant activity of the extract is evaluated by two techniques, iron reduction (Ferric
reducing antioxidant power or FRAP) and the trapping of the free radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH).

The quantitative estimation of flavonoids and total phenols by the colorimetric method
showed that the extract is rich in these compounds. The assessment of antioxidant potency using
the DPPH free radical trapping method indicated that methanolic extract has considerable
antioxidant effectiveness (IC so = 6.81 mg/ml) but inferior than ascorbic acid.

And even if using the iron reduction method: FRAP (Ferric reducing antioxidant power),
the method that is based on the capacity of polyphenols to reduce iron, we also find an anti-iron

effectiveness (EC so = 2.7 mg/ml), less than ascorbic acid (EC 5o = 0.098 mg/ml).

Keywords: Satureja candidissima, phytochemistry, antioxidant activity, polyphenols, flavonoids,

FRAP, DPPH.
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Introduction Générale

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I'nomme, au travers des
ages, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base: nourriture,
abris, vétements (Gurib-Fakim, 2006). Le monde des végétaux est plein de ressources et
de vertus d'ou I'nomme puise non seulement sa nourriture mais aussi des substances actives
qui procurent souvent un bienfait a son organisme parfois affecté de troubles insidieux
(Baba-Aissa, 2000). L’utilisation thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour
le traitement de toutes les maladies de ’homme est trés ancienne et évolue avec I’histoire de
I’humanité (Gurib-Fakim, 2006).

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments,
elles sont considérées comme source de matiére premiére essentielle pour la découverte de
nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997).
Cette matiére vegétale contient un grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples
mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie; Parmi ces
composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les
terpénes et les flavonoides (Bahorun et al., 1996).
Le stress oxydant est impligué dans de tres nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications, la plupart des maladies induites par le stress
oxydant apparaissent avec 1’age car le vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes
et augmente la multiplication mitochondriale de radicaux (Girodon et al., 2010). Parmi les
activités biologiques des plantes médicinales, ces dernieres années l'attention s'est portée sur
l'activité anti-oxydante en raison du réle qu'elle joue dans la prévention des maladies
chroniques telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabéte, I'hypertension, et la
maladie d’Alzheimer en combattant le stress oxydant (Meddour et al., 2013).

Dans le cadre du présent travail de recherche, nous nous sommes intéressés aux screening
phyto-chimique des métabolites secondaires de la partie aérienne d’une plante aromatique et
médicinale originaire de I'ouest Algérien a savoir Satureja candidissima (Munby.) Brig. Ainsi

qu’a I’évaluation de ’activité anti-oxydante par deux méthodes de son extrait brut.
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Notre travail a été divisé en deux parties :

Nous aborderons dans une premiere partie une étude bibliographique qui regroupe trois
chapitres dont le premier concerne I’étude botanique de la plante étudiée, le deuxiéme
chapitre est consacré aux métabolites secondaires, leurs classifications et leurs propriétés
pharmacologiques, et nous donnerons dans le troisieme chapitre quelques notions sur les
oxydants et les antioxydants.

La deuxieme partie décrit le matériel et les méthodes utilisés dans ce travail qui porte sur :
» Les tests phyto-chimiques de la partie aérienne de la plante ;

» La préparation de I’extrait brut de la partie aérienne ;

» Dosage des polyphénols dans notre extrait ;

» L’évaluation de Iactivité anti-oxydante de ’extrait, par deux méthodes :

le piégeage du radical libre DPPH, la réduction de fer « FRAP »

Enfin, nous présenterons les résultats obtenus et leur discussion.

Une conclusion résumera ’ensemble du travail réalisé.



Premiere partie :

Synthese bibliographique
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I. Etude botanique :

1. La famille lamiaceée :

C’est une famille d’une grande importance aussi bien pour son utilisation en industrie
alimentaire et en parfumerie qu’en thérapeutique. Elle est 1'une des familles les plus utilisées

comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien, antifongique, anti-

inflammatoire et antioxydant (Gherman et al., 2000 ; Bouhdid et al., 2006 ; Hilan et al.,2006).

Il est bien connu que La plante est le siege d’une intense activité métabolique aboutissant a la
synthése de principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions
mémes de vie de la plante : la plante doit faire face a de multiples agressions de 1’environnement
dans lequel elle vit : prédateurs, microorganismes pathogenes, etc. On concoit donc que la plante
puisse développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les substances les plus

diverses pour se defendre : les métabolites secondaires (Kansole., 2009).

Cette famille comprend pres de 6700 especes regroupées dans environ 250 genres (Miller et
al., 2006). La région méditerranéenne a été le centre principal pour domestication et culture de
Labiatae (Naghibi et al., 2005).

Les genres les plus cités dans la litterature sont : Salvia officinalis (Fellah et al., 2006),
Mentha spicata (Choudhury et al.,, 2006), Origanum vulgare (Dimitrijevic et al., 2007),
Rosmarinus officinalis (Gachkar et al., 2007 ; Marzouk et al., 2006), Ocimum basilicum (Lee et
al., 2005) ainsi que de nombreuses especes du genre Thymus qui ont été abondamment etudiées
de ce point de vue (Rota et al., 2008 ; Bagamboula et al., 2004 ;Elhabazik et al., 2006 ; Ebrahimi
et al., 2008). Un trés grand nombre de genre de la famille des Lamiacée sont des sources riches

en terpénoides, flavonoides, iridoides glycosylés et composés phénoliques (Naghibi et al., 2005).

2.Présentation de I’espéce Satureja candidissima (Munby.) Briq.

2.1.Description :

Plante de la famille des Lamiacées, couverte sauf dans l'inflorescence, d'un épais tomentum
velouté blanchatre. Feuilles ovoides. Fleurs courtement pédicellees rosées de 8-12 mm. Calice et
inflorescence glabres. Pousse entre les lauriers roses et les pelouses rocailleuses. En Algérie elle
pousse spontanément a Oran et ses environs ( Quezel et Santa., 1963)
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2.2. Classification systématique :

Domaine Biota.

Régne Plantae Haeckel., 1866 .

Sous-Regne Viridaeplantae.

Division Magnoliophyta Cronquist., Takhtajan et W.Zimmermann.,1966.
Classe Equisetopsida C.,Agardh., 1825.
Sous-Classe Magnoliidae Novak e Takht., 1967.
Superordre Asteranae Takht., 1967.

Ordre Lamiales Bromhead .,1838.

Famille Lamiaceae Martinov., 1820.

Genre Satureja

Espece Satureja candidissima (Munby.).Brig.

2.3. Synonymes :
Melissa candidissima (Munby.) [1847] (Quezel et Santa., 1963), Calamintha candidissima
(Munby.). Straighth.,Clinopodium candidissimum (Munby.). Kuntze.
(http://www.tropicos.org/Name/100169611 28/03/2017),Calamintha candidissima (Munby.)
var.axiflora Faure et Maire., 1848 ; https://inpn.mnhn.fr/accueil/index (23/03/2017)

2.4. Noms communs :

Zaater cheleuh (Quezel., et Santa., 1963), Nabta elbida.

2.5. Propriétés thérapeutiques et composition chimique :

Cette plante a fait I’objet d’étude pour la premicre fois par Attou., 2017, ou un sondage sur
ses utilisations traditionnelles a été réalisé, cette plante appelée par la population locale dans
I’ouest Algérien par « Nabta el bida » était efficace en cas de grippe, les vers intestinaux, les
infections, et comme pansement pour la cicatrisation des brulures et blessures.

L’appartenance de Satureja candidissima a la famille des lamiacees, et la richesse de son
huile essentielle en pulegone et en monoterpénes confere a cette plante plusieurs autres
propriétés tels que: antimicrobienne, insecticide, larvicide et herbicide, spasmolytique, contre
les troubles gastro-intestinal tels que I'indigestion et la diarrhée, anti-inflammatoire et analgésique
(Attou., 2017). Elle est utilisées en cuisine pour aromatiser les sauces ou pour préparer un plat
traditionnel de la région de Sid safi , appelé « Rfiss » qui est une préparation avec de la semoule,
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beurre, sel, eau et la plante fraiche découpée, apres cuisson on la découpe en morceaux et on la
mélange avec du lait ou du beurre fondu, la méme recette peut étre faite avec Satureja calamintha

Scheele. sp. nepeta (Attou., 2017).Dans notre étude on s’intéresse plutét au dosage des
polyphénols et a ’activité antioxydante de son extrait brut.

Photo n°01: Satureja candidissima (Munby.) Briq
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I1. Les métabolites secondaires :

1.Definition :

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par les
plantes autotrophes (Boudjouref., 2011). Se sont caractérises généralement par de faible
concentration dans les tissus vegétaux (Newman et Cragg., 2012).1Is sont divisés principalement
en trois grandes familles : les polyphénols, les terpenes, les alcaloides. Ils présentent une énorme
valeur économique (en particulier pour l'industrie pharmaceutique et cosmeétique ; Peeking et
al.,1987).

2. Différentes classes des metabolites secondaires :

Les métabolites secondaires comportant trois types de composes :
2.1.Les composés phénoliques:
Qui interviennent dans les interactions plante-plante (allélopathie, inhibition de la germination
et de la croissance). Parmi ces composeés :
2.1.1.Les polyphénols:

Les polyphénols sont des metabolites secondaires présents chez toutes les plantes
vasculaires (Lebham., 2005). Ils sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement li¢ au
moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester,
hétéroside...etc. (Bruneton., 1993).

En effet les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus
largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques
connus (Lugasi et al., 2003).

Les principales classes de composants phénoliques sont:

les acides phénoliques (acide caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les
flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (Beta
et al., 2005).

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racine,
tiges, feuilles, fleurs, fruits (Adrian et Frangne., 1991 ; Milane., 2004)
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2.1.1.1.Effets biologiques des polyphénols :

Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux
\__/Anﬁ-oxydanf \—j
Détoxifiant -~ POLYPHENOLS ——> Anti-inflammatoire
/ \ An*i-ogrégan*
Vasodilatateur Anﬁ-ﬂ'\r‘omboﬁque
Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure n° 01 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina., 2002)

Tableau 01: Activités biologiques des composés polyphénoliques (Bahorun., 1997)
POLYPHENOLS ACTIVITES

Acides Phénols (cinnamiques et Antibactériennes

benzoiques) Antifongiques
Antioxydantes
Coumarines Protectrices vasculaires et antioedémateuses
Flavonoides Antitumorales
Anticarcinogenes
Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques
Antioxydantes
Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux
Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagéne
Antioxydantes
Antitumorales
Antifongiques
Anti-inflammatoires

Tanins galliques et catéchiques  Antioxydantes
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2.1.2. Acides phénoliques :
Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs fonctions

phénols, Ils sont incolores et plut6t rares dans la nature (Haslam., 1994). lls se divisent en deux
classes : les dérives de l'acide benzoique (les acides hydroxy-cinnamiques) et les dérivés de
I'acide cinnamique (les acides hydroxy-benzoiques) (Pandey et Rizvi., 2009).

a-Acide phénols dérivés d’acide benzoique :

Sont des hydroxy-benzoiques et ont une structure générale de base de type (C6-Cl)
(figure 03), ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar.,2012).
Les plus répandus sont : ’acide salicylique et I’acide gallique (Bruneton., 1999).

b- Acide phénols dérivés d’acide cinnamique :
Les acides phénols dérivés de I’acide cinnamique (figure 02) sont souvent estérifiés.
Les acides hydroxy-cinnamiques sont plus fréquents que les acides hydroxy-benzoiques

et comprennent essentiellement 1’acide cinnamique, p-coumarique, caféique, férulique et

sinapique (Pandey et Rizvi, 2009).

HO-,C
o ’_"__,,-*

Figure n° 02: Acide cinnamique (Gorham., 1977).
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acide sinapique  acide caféique acide p-coumarique  acide féruliq\

IR

Dérivés de I'acide cinnamique

/;dde syringique acide acide gallique  acide vanillique acide \
pOHbenm?que prommtéchuique
Dérivés de I'acide benzoique

Figure n°03: Les structures chimiques des différents acides phénoliques (Anne-Laure, 2007).

2.1.3. Les flavonoides:

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Seyoum et al.,2006), ils sont considérés comme des pigments quasiment
universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. A I’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides
(Ghestem et al.,2001; Bruneton.,1999).Du point de vue structurale, les flavonoides se
répartissent en plusieurs classes de molécules, en effet plus de 6400 structures ont été identifiées
(Harborne ., Williams.,1992, 2000).

Les flavonoides montrent des propriétés intéressantes dans le contrdle de la croissance
et du développement des plantes en interagissant d’une maniére complexe avec diverses
hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux jouent ¢également un rdle de
phytoalexines, c’est -a-dire des métabolites que la plante synthétisent en grande quantité pour
lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries (Marfak., 2003).

De plus ils sont impliqués dans la photosensibilisation, la morphogenese, la détermination

sexuelle, la photosyntheése et la régulation des hormones de croissance des plantes (Lhuillier.,
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2007).
2.1.3.1.Structure et classification:
La structure de base des flavonoides est celle d’un diphényl propane a 15 atomes de
carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques désignés par les lettres A et B, reliés
par un hétérocycle oxygéné désigné par la lettre C (Dacosta., 2003).

Figure n°04: Structure de base des flavonoides (Saraf et al., 2007).

Généralement, les flavonoides se trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont dits
aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels que
le glucose, le thamnose, ’arabinose, ils peuvent en outre étre des monomeres ou des oligomeres
(Dacosta., 2003). Les flavonoides peuvent étre divisés en plusieurs classes dont les plus
importantes sont: flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones,
chalcones,anthocyanins (Effendi., Yajun., 2008) .

2.1.3.2. Localisation et distribution:

Les flavonoides possédent une large répartition dans le monde végétal, ils sont distribués
dans les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs des plantes (Medic-Saric., et al.,2003). Les
formes hétérosidiques des flavonoides, s’accumulent dans les vacuoles et selon les espéces, elles
se concentrent dans 1’épiderme des feuilles ou se répartissent entre 1’épiderme et le mésophylle.

Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques (Bruneton., 1999).

10
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2.1.3.3.Activites anti oxydantes des flavonoides:

Les flavonoides possédent de nombreuses activités biologiques, ces activités sont attribuées
en partie aux propriétés antioxydantes de ces composeés naturels.(Fuhrman et Lavy.,1995)

L’action antioxydant de ces composés ne s’exerce pas seulement par I’inhibition des
radicaux libres, mais elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par la
chélation d’ions métalliques responsables de la production des espéces réactives de 1’oxygene
(Halliwell.,1994).(Cotelle., 2001).

A cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FI-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants (R*), comme le
superoxyde, le peroxyde, I’alkoxyle et I’hydroxyle, par transfert d’hydrogeéne et le radical
Flavonoxy (FI-0) qui en résulte peut réagir avec un autre radical pour former une structure stable

(Jovanovic et al.,1994).

2.1.4. Les tanins:

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur astringente
ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lié a leur propriété de se
combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000 Da (Paris et
Hurabielle., 1981).

2.1.4.1. Localisation et distribution:

Les tanins sont tres répandu dans le régne végétal, mais ils sont particulierement abondants
dans certaines familles comme les coniféres, les fagacées, les rosacées (Ghestem., Seguin et
Paris., 2001). Ils peuvent exister dans divers organes: I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et
les graines (Khanbabae et Ree., 2001).

2.1.4.2. Classification:

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins différents
par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétiques: Les tanins hydrolysables et les
tanins condensés (Bruneton et Paris, 1999).

a) Tanins hydrolysables :

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont

facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol, selon la nature de

celui-ci on distingue: les tanins galliques, et les tanins ellagiques (Paris M., Hurabielle M. 1981)

11
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Acide gallique Pentagalloylglucose (acide tannique) Acide ellagique

0

HO @[
OH NAUAN
0 ﬁ Y@ H
OH %\Cﬁ |

Figure n° 05: Structure générale de tanins hydrolysable (Gilbert et Norris, 1968)

b) Tanins condensés :

Les tanins condensés sont des polymeres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols, le
plus souvent épi-catéchine et catéchine (Khanbabae et Ree , 2001). Les tanins condensés sont
des molécules non hydrolysables, en milieu acide fort et a chaud ils se polymérisent en donnant
des précipités insolubles, leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée par

I’absence de sucre (Paris et Hurabielle.,1981).

Figure n° 06: Structure genérale de tanins condensés (Gilbert et Norris, 1968).

12
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2.1.4.3. Propriétés pharmacologiques des tannins :

Les tanins sont des substances d'origine organique que l'on trouve dans pratiqguement
tous les végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.), caractérisées par
leur astringence. lls ont la propriété de précipiter les protéines (fongiques ou virales) et les
métaux lourds. lls favorisent la régénération des tissus et la régulation de la circulation veineuse,

tonifient la peau dans le cas des rides (Kansole, 2009).

2.1.5.Les coumarines :

Les coumarines sont des molécules largement répandues dans tout le régne végétal, sont
des 2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2- hydroxy-7-
cinnamiques (Benayache., 2005) .Elles existent sous forme libre solubles dans les alcools et dans
les solvants organiques ou les solvants chlorés ou encore liées a des sucres (hétérosides) sont plus

ou moins solubles dans I’eau (Bruneton., 1999).

5 4

Rs =

R, O O
Rg

Figure n° 07 : Structure d’une molécule de coumarine (Cowan., 1999)

2.1.5.1.Propriétés pharmacologiques des coumarines :
- Les coumarines se révelent étre des composés immunostimulantes provoquent
I’augmentation des lymphocytes T dans la circulation sanguine (Stefanova et al.,2007).
- Les coumarines sont aussi efficaces contre les bactéries a Gram positif (Cottiglia et al.,
2001 ; Khan et al., 2005 ; Laure.,2005).
2.1.6. Les anthocyanes :
Les anthocyanes faisant partie de la famille des flavonoides et capables d'absorber la
lumiére visible, ce sont des pigments qui colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou

orange.

13
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Leur présence dans les plantes est donc détectable a I'ceil nu. A 1'origine de la couleur des
fleurs, des fruits et des bais rouges ou bleues, elles sont généralement localisées dans les vacuoles
des cellules épidermiques, qui sont de véritables poches remplis d'eau. On trouve également les
anthocynes dans les racines, tiges, feuilles et graines. En automne, les couleurs caractéristiques
des feuilles des arbres sont dus aux anthocyanes et aux caroténes qui ne sont plus masqués par la
chlorophylle (Bassas et al., 2007).

o H
2 H

H -

R
o H

Figure n°08: Structure chimique des anthocyanes.

2.2. Les composés azotés :

2.2.1.Les alcaloides :

Les alcaloides sont un groupe de composes azotés et faiblement basiques issus
principalement des végétaux (Kansole., 2009). Ils sont des substances organiques naturelles
composés de carbone, d’hydrogeéne, d’oxygeéne et d’azote (Schauenberg et Paris.,
2005). Typiquement comme les amines primaires, secondaires, ou tertiaires et cela confére la
basicité a l'alcaloide, en facilitant leur isolement et purification comme sels solubles dans I'eau
formés en présence des acides minéraux (Hess., 2002). lls peuvent étre présents dans tous
organes (Ziegler et Facchini., 2008). Leur teneur est tres variable, genéralement comprise entre
0.1% et 2 a 3 % du poids sec de la drogue (Roux et Catier., 2007).

2.2.1.1. Propriétes pharmacologiques des alcaloides:
Généralement, leurs propriétés sont variées et dépendent de leurs composantes chimiques.
Les effets thérapeutiques des alcaloides sont nombreux et peuvent étre aussi des poisons mortels.
Au niveau du systeme nerveux central ils agissent comme dépresseurs (morphine, scopolamine)

ou comme stimulants (caféine, strychnine,...). Au niveau du systéme nerveux autonome comme

14
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sympathomimétiques (éphédrine), anticholinergiques (atropine). Certains jouent le role
d’anesthésiques locaux (cocaine), d’antipaludiques (quinine) (Kansole., 2009).
2.3. Les terpenoides :
2.3.1. Définition :

Les terpénoides sont des composés issus de la condensation d’unités de base a 5 carbones
de type isopréne. L’unité monoterpene correspondant a des molécules a 10 carbones formées a
partir de deux unités isoprenes. (Bruneton., 1999 ; Harbone.,1998).

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des terpénes
avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldehyde, cétone, acide, lactone, etc.)
(Benayache., 2013).

Les corps terpéniques (le terpéne se trouve dans le menthol, le camphre etc....) eux méme
forment la base des stéroides qu’on retrouve dans de nombreuses vitamines. Ils sont connus par
leurs activités cytostatiques, insecticides, anti-inflammatoires, molluscicides et analgésiques
(Bruneton.,1999).1Is sont utilisés comme antiseptiques et pour traiter les maladies de respiration
( Barisevic ., 2001).

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

place parmi les substances d'origine végetale (Robinet., 1951).

2.3.2.1.Proprietés biologiques des Saponosides :
Les Saponosides ont une activité expectorante, ils rendent un peu moussant la
muqueuse des bronches inflammatoires et facilitent I’expectoration. De plus, ils sont de
puissants hémolysants, ils possédent egalement des propriétés édulcorantes, largement

utilisées dans 1’industrie agro-alimentaire (Bruneton.,1999).

15
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II1. L activité anti-oxydante :
1. Les radicaux libres :

Un radical libre est défini comme toute espéce, atome ou molécule, contenant un électron non
apparié. (Jacques et André., 2004), cette molécule est tres instable et réagie rapidement avec
d’autres composants, essayant de capturer I’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une
réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui
arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre (Martinez-
Cayuela., 1995)

1.1.Production des radicaux libres :

La production des especes oxydantes est une conséquence inévitable du métabolisme
aérobie. En effet, I'organisme a besoin d’O2 pour produire de I’énergie au cours des réactions
dites de respiration oxydative. Cependant, une faible partie de ’oxygéne échappe a sa réduction en
eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors étre a I’origine de la production de radicaux libres

oxygénés (RLO). (Figure 09) (Chu et al.,2010).

Lumigre UV oxydases

Oxygéne singulet Oxygéne .
Superoxyde
ini Cycles redox dismutases
Arginine Y
g B NADPH ox l

'eroxyde d'hydrogénes
my<éloperoxidase
mitochondrie

Fe3+

Monoxyde d'azote Anion superoxyde
ONOO > | OH"
peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I"ADN

de kinases

Figure n°09 : Origine des différents radicaux oxygénés et espéces réactives de ’oxygene impliqués

en biologie (Favier., 2003).
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Tableau n°® 02: Liste des principaux radicaux libres.

Anion superoxyde 02.-
Peroxyde d’hydrogéne H202
Hydroxyle OH.
Peroxyle ROO.
Hydroperoxydes ROOH
Alcoxyles RO.
Oxygéne singulet 1/202
Oxyde nitrique NO
2.Antioxydants :

De nombreuses espéces oxydantes sont produites et bien qu’elles soient souvent
indispensables a I’organisme, elles ne sont pas moins responsables de dégats importants.
Pour faire face a ces produits oxydants déléteres, le corps humain possede tout un arsenal de
défenses que 1’on qualifie d’antioxydants. Mais bien que le terme « antioxydant » soit fréquemment
utilisé, il est difficilement définissable car il couvre un large nombre de molécules et des domaines
trés divers comme I’alimentation, ’industrie chimique, I’industrie pharmaceutique (Halliwell et
Gutteridge., 1999).

Un antioxydant est toute substance, présente a une concentration inférieure a celle du substrat
oxydable, qui est capable de retarder ou de prévenir 1’oxydation de ce substrat. (Halliwell et
Gutteridge., 1999).

Un antioxydant selon (Valko et al, 2006), devrait a la fois
- Agir spécifiguement sur les radicaux libres, en synergie avec d’autres antioxydants pour se
régénérer,et a des concentrations physiologiques relativement faibles,
- Chélater les métaux de transition ;

Des systemes de défense permettent de prévenir la formation radicalaire ou de limiter les
lésions  d'oxydation résultantes. Ces systémes peuvent étre endogeénes ou exogenes, d’origine

nutritionnelle.

17



Synthése bibliographique

3.Activité anti-oxydante :

Par définition, Pactivité anti-oxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a
I’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide
ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet,
la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle posseédent des groupes hydroxy-
phénoliques dans leurs structures et les propriétés anti-oxydantes sont attribuées en partie, a la
capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles
(OHpe) et super-oxydes (O2¢) (Popovici et al., 2009 ; Bartosz., 2003).

Piégeage de radicaux différents, comme les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion
Reducing Anti-oxydante Parameter); ou les radicaux ABTSe (sel d’ammonium de I’acide 2,2’
azinobis-3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre
DPPH (diphényl-picrylhydrazyle) évalue in vitro et in vivo, I’activité anti-oxydante. (Popovici et
al., 2009 ; Bartosz., 2003 ; Ricardo da Silva et al., 1991).
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I. Matériel végétal :

La plante a été récoltée au mois de février, de la wilaya d’AIN TEMOUCHENT, de la

région de Sidi Safi située entre 35° 16 ' 54" N, 1° 19' 34" W et 35° 17 ' 01" N, 1° 19' 17" W, a
une altitude entre 223 et 230 m.
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Photo n°02 : Carte de localisation de la station de récolte
Il. Criblages phytochimiques :

1. Préparation des extraits :

1.1. Epuisement du matériel végétal :

L’épuisement est réalisé dans un ballon monocle, surmonté d’un réfrigérant contenant 50g
de poudre de matériel végétal en présence de 300ml de solvant (éthanol) L’ensemble est porté a
reflux pendant une heure. Le mélange est filtré est soumis a différents tests.

Photo n°3 : montage d’extraction a reflux
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1.2. Préparation de I’infusé aqueux
Une masse de 5g de poudre végétale est mise dans 100ml d’eau bouillante pendant 15
minutes. Nous avons filtré les extraits sur un papier filtre et rincé avec de 1’eau chaude de

maniére a obtenir 100ml (Paris et al., 1969).

2. Tests de caractérisation :
Les tests phytochimques consistent a identifier les différentes familles des métabolites
secondaires existants dans les parties aériennes de satureja condidissima (Briq).et ceci par une

caractérisation qualitative.

> Epuisement par I’éthanol :
2.1. Flavonoides :

On traite 5 ml d’extrait alcoolique avec quelques gouttes de HCIl concentré et 0.5gde
tournure de magnésium. La présence des flavonoides est mise en evidence si une couleur
rose ou rouge se développe en I’espace de 3 min (Cavé., 1993).

2.2. Tanins:
Les tanins sont misés en évidence en ajoutant 1 ml de solution alcoolique, 2 ml d’eau distillé et
2 a 3 gouttes de solution de FeCl3diluée. Un test positif est révélé par I’apparition d’une
coloration bleue-noire (tanins cathéchiques), bleue -verte (tanins galliques) (Trease et Evans.,
1987).
2.3. Composés réducteurs :

On traite 1 mL de P’extrait éthanolique avec 2mL d’eau distillée et 20 gouttes de 1 liqueur
de Fehling puis on chauffe. Un test positif est révélé par la formation d’un précipité rouge-brique
(Trease et Evans.,1987).

La ligueur de Fehling est un mélange de deux solutions Fehling A et le Fehling B.
Solution A : dissoudre 45g sulfate de cuivre (CuSO4) dans 1000ml d’eau distillée.
Solution B : melange de 200 g sel de seignette(tartrate sodico-potassique) avecl50
d’hydroxyde de sodium(NaOH) dans 1000ml d’eau distillée.
2.4. les hétérosides stérodique et triterpéniques :

Ce test consiste a évaporer a sec I’extrait éthanolique correspondant a 10 ml. Ensuite, on

dissout le résidu obtenu dans un mélange d’anhydre acétique/ chloroforme (5/5 : V/V) ; puis on

filtre et on traite le filtrat par quelques gouttes d’acide sulfurique concentré (réaction de
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Liebermann-Burchardt). Si cette réaction donne des colorations verte-bleue et verte-violette, elle
indique alors la présence respective des hétérosides stérodiques et triterpéniques (Trease et
Evans, 1987).
» Epuisement par I’eau :
2.5. Saponosides :

Les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse, degré de dilution d’un décocté
aqueux donnant une mousse persistante dans des conditions déterminées. Nous avons procédé a
une décoction de 2 grammes de poudre végétale avec 100 ml d’eau distillée qu’on porte a
ébullition pendant 30 minutes. Apres refroidissement et filtration, on réajuste le volume a 100ml.
A partir de cette solution mére, on prépare 10 tubes (1,3cm de diamétre interne) avec 1,2, ...
10ml, le volume final étant réajusté a 10 ml avec de I’eau distillée. Chacun de ces tubes est agité
énergetiqguement en position horizontale pendant 15 secondes. Aprés un repos de 15 minutes en
position verticale, on reléve la hauteur de la mousse persistante en centimétre. Si elle est proche

de 1 cm dans le X®™ tube, alors I’indice de mousse est calculé par la formule suivante :

I= Hauteur de mousse (en cm) dans le X®™¢ tube x5 / 0,0 X

La présence de saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100
(Dohou et al., 2003).

2.6. Les anthocyanes :

Un volume de 2ml d’infusé aqueux est additionné a 2ml de HCI 2N. L’apparition d’une
coloration rose-rouge qui vire au bleu-violacé par addition d’ammoniac indique la présence
d’anthocyanes (Debray et al., 1971 ; Paris et al., 1969).

2.7. Coumarine :

Une masse de 1gramme de poudre végétale est placée dans un tube en présence de quelques
gouttes d’eau distillée. Les tubes sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué et sont
portés a ébullition. Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de coumarines apres

examen sous ultra-violet (Rizk., 1982).
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I11.Préparation d’extrait brut méthanolique :
La poudre (1g) de la partie aérienne est placée dans un erlenmeyer contenant 20 ml de

méthanol et laisser macérer a froid pendant 24 heures. Apres la filtration, la solution
méthanolique sont évaporées a sec sous pression réduite dans un évaporateur rotatif de type

Bdchi R-200 a 60°C. Le résidu sec peseé et repris par 3 ml de méthanol.

1g de poudre/20ml méthanol pendant 24h

l

Filtration et évaporation a
sec (602C)

|

Résidu sec repris par le
méthanol

Figure n°10 : Protocole d’extraction des extraits bruts.

- Calcul de rendement :
Nous pouvons déterminer le rendement la partie aérienne pour notre plante en extraits secs

en calculant le rapport suivant :

Rdt %= [P1-P2 / P3] x 100

#P1 : poids du ballon aprés évaporation.
#P2 : poids du ballon avant évaporation.

#P3 : poids de la mati¢re végétale de départ.
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IV. Dosage des composés phénoliques :

1. Dosage des phénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux dans I’extrait brut de la partie aérienne de satureja
condidissima été effectué spectrophotométriquement selon la méthode au réactif de Folin
Ciocalteu (Wong et al., 2006).

= Principe:

Ce dosage est base sur la quantification de la concentration totale de groupements
hydroxyles présents dans l'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteau consiste en une solution jaune
acide contenant un complexe polymérique d'ions (hétéro-polyacides). En milieu alcalin, le réactif
de Folin-Ciocalteau, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses hétéro-
polyacides, d'ou la formation d'un complexe bleu (Daelsrakotoarison., 1999).

= Mode opératoire :

Une quantité de 100ul de I’extrait est mélangée avec 2,5 millilitres de réactif de Folin
Ciocalteu (10 fois dilué) et laissée réagir pendant 5 minutes. 2,5mL d’une solution saturée de
Na>COgz sont ensuite ajoutés, apres une heure a 1’obscurité, ’absorbance est mesurée a 725nm
(Wong et al, 2006). Les résultats sont exprimés en milligrammes-équivalent d’acide
gallique/gramme de matiere végétale seche (mg EAG/g MS). Une courbe d’étalonnage réalisée a
I’aide de I’acide gallique a différentes concentrations est réalisée dans les mémes conditions que
les échantillons.

2. Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides est réalisé a I’aide de la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium et la soude. Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune avec les
flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a 510 nm
selon la méthode décrite par (Kim et al., 2003).

= Mode opératoire :

Une quantit¢ de 100ul de I’extrait brut de notre plante est mélangée avec 0,4ml d’eau
distillée et 0,03 ml d’une solution de nitrite de sodium NaNO: a 5%. Aprés 5 minutes, 0,02 ml
d'une solution d’AlCl3 a 10% est additionnée. Aprés 5 min, on additionne au mélange 0,2 ml de
solution de Na2COs (1M) et 0,25 ml d’eau distillée. L’ensemble est agité¢ a I’aide d’un vortex et

I’absorbance est mesurée a 510 nm. La teneur en flavonoides est calculée a partir d’une courbe
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d’étalonnage réalisée par la catéchine a différentes concentrations dans les mémes conditions que
les échantillons. Les résultats sont exprimés en milligramme-équivalent de catéchine par gramme
de matiére seche (mg EC/g MS).

V. Evaluation de Pactivité anti-oxydante :

1. Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxydant power) :

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ€é a son pouvoir antioxydant. L’activité
réductrice du fer de noter extrait est déterminée selon la méthode décrite par Pan et al.,2008,
basée sur la réaction chimique de réduction du Fe®* présent dans le complexe KsFe(CN)s en Fe?*.
La réaction est révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe*") en couleur bleu vert
du fer ferreux (Fe?"). Cette capacité réductrice peut servir comme un indicateur significatif de
I’activité anti-oxydante potentielle d’un composé. L’absorbance du milieu réactionnel est

déterminée a 700nm.

Photo n°04: Réduction du fer ferrique en fer ferreux.

= Mode opératoire :

Un volume égal a 1.1 ml de I’échantillon a différentes concentrations est mélangé avec 2,5
millilitres d’une solution tampon phosphate 0,2M (pH = 6.6) et 2,5 millilitres d’une solution de
K3Fe(CN)6 a 1%. Le tout est incubeé & 50°C pendant 20 minutes, puis refroidi a la température
ambiante. Ensuite, 2,5 millilitres d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la
réaction, puis les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10minutes. 2,5 millilitres du

surnageant sont ajoutés a 2,5 millilitres d’eau distillée et 500ul d’ une solution de (FeCl3, 6H20)
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a 0.1% sont ajoutes également au mélange. La lecture des absorbances se fait contre un blanc a
700 nm a I’aide d’un spectrophotométre (PerkinElmer, Lambda 800).

L’acide ascorbique est utilisé comme controle positif dans cette expérience aux mémes
concentrations choisies et dans les mémes conditions expérimentales.

= Expression des résultats

Pour explorer les résultats obtenus, la maniére la plus commune utilisée par la majorité des
auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonction des différentes
concentrations utilisées. L’augmentation de 1’absorbance correspond & une augmentation du
pouvoir reducteur de I’extrait testé.

2. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de ’activité anti-oxydante en raison de sa stabilité en forme radicale
libre et la simplicité de ’analyse. Il absorbe dans le visible a la longueur d’onde de 515 a 520 nm
(Bozin et al., 2008). La méthode de DPPH présente plusieurs avantages du fait qu’elle est
indépendante, simple et rapide. Le test consiste a mettre le radical DPPH (de couleur violette) en
présence des molécules dites « anti-oxydantes » afin de mesurer leur capacité a réduire le radical
DPPH. La forme réduite (de couleur jaune) n’absorbe plus, ce qui se traduit par une diminution

de ’absorbance a cette longueur d’onde.

Photo n°05 : Réduction de radical DPPH.
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P A
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NO; NO-
1.1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPHY) (DPPH) H
violet jaune

Figure n°11: Réaction d’un donneur d’hydrogéne (anti-oxyadant) avec le radical DPPH

= Mode opératoire :
Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH, I’effet de I’extrait est mesuré par procédure décrite par (Benhammou et al., 2007. )
La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2.6 mg de DPPH dans 100 ml de
meéthanol. Un volume de 50ul de différentes concentrations de I’extrait, sont ajoutés a 1950 ul
d’une solution méthanolique de DPPH : pour chaque concentration un blanc est préparé. En ce
qui concerne le contrdle negatif, ce dernier est préparé, en parallele, en mélangeant 50 ul du
méthanol avec 1950 pl d’une solution méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée.
Apres incubation a I’obscurité pendant 30minutes et a la température ambiante, la réduction du
DPPH s’accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune de la solution. La
lecture des absorbances est effectuée a 517nm a 1’aide d’un spectrophotometre.
e L’acide ascorbique est utilis€ comme controle positif, et manipulé dans les
mémes conditions expérimentales
= Expression des résultats
+ Calcul des pourcentages d’inhibition :

Nous calculons ainsi les pourcentages d’inhibition par la formule suivante :
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1%= [(AC-AT)/AC] *100

e AC : Absorbance du contrdle ;

e AT : Absorbance du test effectué.

+ Calcul des I1Cs
ICso ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée ECso pour Efficient concentration

50), est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPHe. Les
ICs0 sont calculées graphiquement a I’aide des graphes, pourcentages d’inhibition en fonction de
différentes concentrations des extraits testés (Bertoncelj et al., 2007 ; Marxen et al., 2007 ;
Scherer et al., 2009 ; Fabri et al., 2009).
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I. RESULTATS

1. Screening phytochimiques :

Les tests  phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composeés
existantes dans la partie aérienne de satureja condidissima par des réactions qualitatives en --
utilisant des solvants de polarités différentes et des réactifs spécifiques de révélation. La
détection de ces composés chimiques est basée sur des réactions de précipitation et de turbidité,

un changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumiére ultraviolette.

Les tests de caractérisation phytochimique, réalisés sur le matériel végétal broyé de notre

plante ont donné les résultats que nous présentons dans le tableau ci-dessous :

Tableau n°03 : Criblage phytochimique de la partie aérienne de satureja condidissima.

Le groupement chimique recherché Résultats
Les flavonoides 4+

Les tanins .
Composés réducteurs+ +++
Coumarines ++

Les hétéroside stérodique et triterpénique +++

Saponosides +

Anthocyane -

( +++): fortement positif, ( ++ ): positif, ( +): faiblement positif, (-): négatif
Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques de partie aérienne de satureja
condidissima mentionnés dans le tableau ( N ), montrent la présence des flavonoides, des tanins,

des triterpene, ainsi que la présence des composes reducteurs, saponosides et des coumarines.
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La mise en évidence des flavonoides dans I’extrait éthanolique de la partie aérienne de
notre plante est confirmée par I’apparition d’une couleur rouge intense en contact avec la

tournure de magnésium.

La présence des tanins est confirmée par une réaction positive avec la solution de chlorure
ferrique en donnant une coloration bleue verdatre dans la partie aérienne, il s’agit donc des tanins

catéchiques.

Pour les saponosides, la couche de mousse a eété montree avec un indice de mousse

inférieur 2100 donc ils sont présents avec une faible quantité (test faiblement positif)

Le test positif des hétérosides stérodiques est confirmé par 1’apparition des colorations

verte-bleue.

L’apparition d’une fluorescence sous une lumiére ultra-violette indique la présence des

coumarines a une forte intensité.

On remarque aussi la présence des composés réducteurs par ’apparition d’une précipité
rouge brique apres le traitement avec la liqueur de Fehling et I’échauffement, ainsi I’absence des

anthocyanes dans la partie aérienne de la plante

Les résultats montrent que la plante est d’une grande importance, elle est riche en composés

phénoliques tels que les tanins et les flavonoides.
2. Les rendements en extrait sec:
L’extraction de I’extrait brut dans notre plante nous a permis de calculer le rendement.

Le rendement déterminé par rapport a 2 g de matériel végeétal sec et broyé est exprimé en
pourcentage. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau n°05 :

Tableau n°04 : Le rendement en extrait sec

Extrait Solvant Rendement % P/P

Extrait brut Méthanol 28.75
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3. Dosage des polyphénols totaux :

Les polyphénols sont des molécules bioactives trés recherchées parce qu’elles sont réputées
pour leurs excellentes propriétés anti-oxydantes e. Pour ces raisons, un dosage de ces composés a
été effectué pour notre plante, par la méthode spectrophotométrique au réactif de FolinCiocalteu.
La teneur obtenue est exprimée en mg, équivalent acide gallique par gramme de matiére végétale
séche (mg EAG/g MS), en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage

tracée de I’acide gallique.

Ce résultat indique bien que la richesse de notre extrait en polyphénols est importante.

L’extrait méthanolique contient 14.782 mg EAG /g MS de polyphénols.
4. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est réalisé par la méthode colorimétrigue au chlorure
d’aluminium (AICI13) décrite par (Kim et al., 2003). La catéchine prise comme contrdle positif,
nous a permis de réaliser une courbe d’étalonnage avec R? égal a 0,996 résultat qui a permis de
calculer la teneur en flavonoides pour notre extrait qui est exprimée en mg équivalent de

catechine (EC) par gramme de matiere végétale séche.

D’aprés les résultats obtenus notre extrait brut méthanolique contient 4,546 mg EC /g MS

de flavonoides.

Tableau n°05: Dosage des flavonoides et des polyphénols totaux :

Extrait Meéthanolique
Quantité des polyphénols 14,782 mg EAG / g MS
Quantité des flavonoides 4,546 mg EC /g MS

5. Etude de Pactivité anti-oxydante :

Les résultats d’une méthode ne donnent que des suggestions réduites sur les propriétés anti-
oxydantes des extraits. La combinaison de plusieurs techniques complémentaires associant des

mécanismes différents serait idéale pour une évaluation efficace et compléte des potentiels
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antioxydants chez une ou plusieurs especes. Deux méthodes sont employées : piégeage du radical
libre DPPH, Réduction du Fer FRAP (Ferric reducing antioxydant power).

5.1. Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxydant power)

C’est une analyse de I’activité anti-oxydante qui est rapide, reproductible et facile a
exécuter. Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique Fe** en
fer ferreux Fe?'. La puissance de réduction est un des mécanismes antioxydants (Karagozler et
al., 2008). Dans notre travail, nous avons opté pour tester I’extrait brut de la partie aérienne pour
notre plante étudiée. Les valeurs obtenues ont permis de tracer un courbe pour cet extrait. Les
résultats représentés dans la figure nous ont montré que la capacité de réduction est
proportionnelle a I’augmentation de la concentration de nos échantillons (Ozturk et al., 2007 ; Su

et al., 2008 ; Liuk et al., 2009).

y = 4,9842x+0,0112
3 - R =0,9982

DO a 700 nm
N
w

O T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Concentration (mg/ml)

Figure n°12 : Pouvoir réducteur de contr6le positif (acide ascorbique)
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2,5 - y=0,2625x-0,2223 ¢

R?=0,953

DO a 700 nm
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concentrationt en mg/ml

Figure n°13 : Pouvoir réducteur de I’extrait brut.
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Figure n°14: Histogramme des valeurs des EC 5o de 1’extrait brut et ’acide ascorbique

5.2. Inhibition du radical libre DPPH
L’activité anti-oxydante de 1’extrait brut méthanolique vis-a-vis du radical DPPH a été

¢valuée a I’aide d’un spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne
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par son passage de la couleur violette (DPPH) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517 nm.
Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de I’absorbance induite par des
substances anti radicalaires. Les résultats obtenus on permit de tracer la courbe de pourcentage

d’inhibition en fonction de concentrations de 1’extrait.

120 -
RZ=0,9815

100 - ¢

80 *

% d'inhibition du radical DPPH
3
¢

o

0 5 10 15, 20 25 30
Concentration de I'acide ascorbiqueen pg/ml

Figure n°15 : pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’acide ascorbique.
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y = 18,656In(x)+14,208
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Figure n°16: pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’extrait brut .
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+ Calcule d’IC s :

La capacité anti-oxydante de notre extrait est déterminée a partir des 1Csp, paramétres
couramment utilisés pour mesurer D’activité anti-oxydante. C’est la concentration en extrait
nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH dans une période de temps définie. Une valeur
faible d’ICso correspond & une activité anti-oxydante plus élevée de I’extrait (Prakash et al.,
2007). Les ICso sont donc calculés a partir des équations des régressions des graphes représentés

sur la figure n°17.

; 6.81

IC 50 mg/ml

0.0014

extrait brut acide ascorbique

Figure n°17 : histogramme des valeurs des concentrations inhibitrices 50 de 1’extrait brut et
I’acide ascorbique

D’apres les résultats obtenus dans I’histogramme illustré dans la figure on peut constater
que notre extrait a un pouvoir anti-radicalaire faible par rapport au controle positif (I’acide

ascorbique).
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Il. Discussion:

Le potentiecl d’une plante médicinale est attribué¢ a 1’action de ses constituants
phyto-chimiques (Oyedeji et al., 2011). IlIs sont produits comme metabolites secondaires, en
réponse au stress environnemental ou pour assurer un mécanisme de défense aux agressions
provoquant des maladies chez les végétaux (Mohammedi.,, 2013). Un grand nombre
d’effets biologiques sont raccordés a ces composés. Beaucoup de travaux ont décrit que les
composés phénoliques sont connus par de nombreuses propriétés a savoir : 1’anti-apoptotique,
I’antivieillissement, 1’anti-carcinogéne, I’anti-inflammatoire, I’antiathérosclérotique, la
protection contre les maladies cardiovasculaires, I’amélioration de la fonction endothéliale
ainsi que I’inhibition de ’angiogenése et la prolifération cellulaire (Han et al., 2007). Mais on
continue de s’interroger sur le I’impact réel de leur action anti-oxydante sur la santé humaine
(Hennebelle et al., 2004).

1. Secrining chimique :

Les résultats des tests préliminaires de la composition phytochimique montrent qu’il n’y a
pas de différences dans les groupes chimiques existants dans notre plante, par comparaison avec
plusieurs travaux qui ont été réalisés sur le genre Satureja dont les auteurs avancent la présence
des huiles essentielles, des flavonoides, des tanins, des acides phénols et des saponines (De
Pooter et Schamp., 1986 ; Perez-Alonso et al., 1993 ; Ristorecelli et al., 1996 ; Ildiko et al.,
2009 ; Varban et al., 2009 ; Bougandoura et Bendimerad, 2013 ; Benkhedimallah et Kismoun.,
2014).

En effet les flavonoides jouent un réle dans la coloration des végétaux (Ribéreaugayon et
Reynaud., 1968), dont elles protegent les plantes contre le stress hydrique et génére une tolérance
aux métaux lourds presente dans les sols. Hors la plante, les flavonoides possedent plusieurs
effets pharmacologiques, ce sont des antioxydants réputés pour leur action anti radicalaire
(Makhloufi., 2010).

Aussi on note dans les deux Saureja la présence de tanins, et ce composé donne un go(t
amer a I’écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation pour les insectes ou
le bétail (Eberhard et al., 2005), mais ils sont aussi des donneurs de protons aux radicaux libres

lipidiques, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaine de I’auto oxydation des
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lipides. Ils ont aussi la propriété de tanner la peau par création de liaisons entre les molécules de
tannins et les fibres de collagéne (Smythies., 1998). Ces tanins permettent aussi de stopper les

hémorragies et de lutter contre les infections (Iserin., 2001).
2. Les rendements en extrait sec :

Les parties aériennes de la plante Satureja candidissima ont été soumises a un épuisement
a froid dans du méthanol. Apres évaporation a sec on a obtenu un extrait verdatre pateux qu’on a

récupérer dans du méthanol.

D’aprés les résultats, on constate que notre plante a un rendement nettement supérieure
(28.75%) et ainsi plus riche en composés solubles dans le méthanol que Satureja calamintha
étudié par Bougandoura, 2011 qui a trouvé un rendement de 8.58% et 1’étude faite par Labiod,
2016 sur Satureja calamintha sp nepeta des régions d’Annaba et Jijel avec des rendements de

14.6 et 12% respectivement.

Ces variations sont peut ¢tre dues aux différentes techniques d’extractions utilisées qui
affectent ainsi le taux total en phénols et flavonoides (Lee et al., 2003), ou aux conditions
d’extraction telle le pH, la température, le rapport quantité de matiere / volume du solvant et le
temps d’extraction.

3. Dosage des polyphénols totaux:

La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin Ciocalteu,
et exprimée en mg équivalent d’acide gallique par g de maticre végétale seche (mg EAG/g
MS), en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de I’acide
gallique.

Le taux de polyphénols existant dans I’extrait méthanolique calculé prouve que la plante
Satureja candidissima avec un taux de 14,275 mg EAG/g MS est plus riche que 1’espéce proche
Satureja calamintha étudiée par Bougandoura et Bendimerad en 2013 a Tlemcen (2,968+0,809
mg EAG/g MS), mais moins riche que la méme espece de la région 131.28+ 3.76 mg EAG/g MS
étudiée par Labiod, 2016, et aussi des régions de Jijel et Annaba avec des taux de 264,666 +
0.577 et 482,666 + 2.516 mg EAG/ g Extrait respectivement (Kismoun et Benkhdimellah, 2014).

Plusieurs facteurs peuvent influencer les teneurs en polyphénols chez les différentes

plantes, on peut compter des facteurs intrinseques (génétiques) et extrinséques (conditions
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climatiques, les pratiques culturales, la maturité a la récolte et les conditions de stockage)
(Podsedek., 2007).

La détermination de la teneur en phénols totaux donne une idée du potentiel
antioxydant des extraits, mais elle ne peut pas étre utilisée pour prédire le comportement
antioxydant. En effet, il s’agit d’une méthode générale qui ne donne pas d’information
concernant la nature des molécules phénoliques qui se trouvent dans les extraits. Par
conséquent, on ne pourra pas ¢tablir une relation entre la quantité des phénols et I'effet
antioxydant (Martha, 2008). C’est pour ¢a on a a faire a une étude du pouvoir antioxydant
par des methodes spécifiques a savoir la réduction de fer, et le piégeage de DPPH.

4. Dosage des flavonoides :

Selon notre travail sur Satureja condidissima et les autres études sur des especes proches,
les résultats quantitatifs des flavonoides, révélent que 1’extrait brut de S.candidissima contient
4,546 mg EC /g MS, une teneur mieux que celle rapportée par Bougandoura et Bendimerad,
2013 sur I’espéce calamintha de Tlemcen (1,280+0,077 mg EC/g MS).

Les teneurs élevées en composés phénoliques par comparaison aux flavonoides sont
logiques étant donné que les flavonoides représentent les composés majoritaires des polyphénols
(Boussahel, 2011). Ceci peut étre aussi expliqué par une augmentation du métabolisme
phénolique de la plante; en plus, I’existence d’une liaison avec les conditions climatiques
défavorables et les conditions de collections telles que les températures élevées, la durée

d’exposition solaire, la nature du sol et la saison de croissance (Djeridane et al., 2005).
5. Activité anti-oxydante :

L’intérét  port¢  aux  antioxydants  naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification
de ces composés a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et

les produits agroalimentaires (Sanchez-Moreno., 2002).

L’activité anti-oxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation.
Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique

(vitamine C), le tocopherol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet, la plupart
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des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydroxyphénoliques
dans leurs structures et les propriétés anti-oxydantes sont attribuées en partie, a la capacité de
ces composes naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH") et
superoxydes (O2") (Bartosz, 2003 ; Popovici et al., 2009).

Diverses études ont déterminé expérimentalement les capacités des extraits naturels a
piéger les radicaux libres. Cette activité dépend d’un certain nombre de parametres : la dose,
la structure, les substituant et le degré de polymérisation de la molécule (Uchida et al., 1987 ;
Kitagawa et al., 1992).

5.La capacité de réduction de fer (FRAP):

Notre plante montre un ECso = 2,7mg/ml et nettement supérieur a celle de I’acide
ascorbique (ECso = 0.098mg/ml). On note ainsi que I’activité de 1’extrait méthanolique de S.
candidissima est comparable a celui rencontré dans I’étude de Bougandoura et Bendimerad en
2013 sur ’extrait méthanolique de ’espece calamintha, ou a la concentration de 2,5mg/ml, le
pouvoir réducteur est largement supéricur (DO=0,484) par rapport a I’extrait aqueux, mais
nettement inférieur a celui de ’acide ascorbique.

5.1. La capacité de piégeage de DPPH :

Une étude réalisée par Bougandoura et Bendimerad en 2013, sur des extraits méthanolique
et aqueux de S. calamintha, montre que les extraits aqueux et méthanolique sont dotés d’un
pouvoir antioxydant moderé, leur 1Cso respective est de 1,876 et 2,075 mg/ml mais relativement
faible que celle d’acide ascorbique dont la valeur est de I'ordre de 0,134mg/ml. Cet extrait et
plus active que I’'HE de cette plante (ICso : 0.244+ 0.004 mg/ml) enregistré par Attou en 2017.

Les extraits méthanolique de cette méme espece de provenance de Jijel, Annaba est aussi
actifs avec des 1Cso de 0.108, 0.242, 0.169 mg/ml respectivement (Kismoun et Benkhdimellah,
2014 ; Labiod, 2016).

Notre extrait méthanolique de Satureja Condidissima montre un ICso égale 6.81 mg/ml
inferieur a celle de I’acide ascorbique (ICso = 0,0014 mg /ml) et celle de valeur enregistré par
Attou, 2017 pour ’'HE de S.candidissima égal (0.272+ 0.008 mg/ml). Donc, I’extrait
méthanolique de S. candidissima est moins antioxydant que son HE, les extraits et I’'HE de

S.calamintha rapportes dans les études antérieures.
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De nombreuses tentatives ont été rapportées dans la littérature pour expliquer la relation
structure-activité de certains composés antioxydants naturels (Es-Safi et al, 2006). Il a été
proposé que l'activité anti-oxydante est en relation avec le nombre de groupes hydroxyle sur le

noyau des polyphénols (Cao et al., 1997, Es-Safi et al., 2006).

Mais pourquoi ces différences de pouvoir antioxydant entre des especes proches sur le plan
composition, comme le cas de nos deux Satureja, ou entre les effets de la méme espéce mais
provenant de divers zones d’études?, alors cela est due soit a la configuration spatiale des
différents composants ou a I’emplacement des groupements fonctionnels, ou bien aux
interactions synergiques ou antagonistes entre les constituants majeurs et mineurs d’une huile
essentielle. Pour cela il était nécessaire d’évaluer I’effet antioxydant par (FRAP) et (DPPH)
(Attou, 2017).

Enfin, toute plante s’adapte a son climat et aux changements environnementaux pour
pouvoir synthétiser ces substances miraculeuses, qui servent non seulement pour se défendre des
maladies, des herbivores et des prédateurs, mais aussi qui nous servent d’agents médicinaux

pour combattre les maladies et améliorer la santé (Attou, 2017).
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De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et medicinales posséde des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et ’agriculture. Ce regain d’intérét
vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments

inquictent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour I’organisme.

Dans ce contexte nous nous sommes intéressés a I’étude phytochimique et du pouvoir

antioxydant de I’extrait brut de Satureja candidissima.

En premier temps, on a réalisés un criblage phyto-chimique de Satureja candidissima ; une
plante appartenant a la famille des lamiacées et qui n’a pas été bien étudiée sur le plan chimique.
Lors de I’examen phyto-chimique du materiel végétal par des réactions colorées et de
précipitation, les métabolites secondaires qui y sont contenus notamment les alcaloides, les
flavonoides, les coumarines, les tanins, les saponines, les composés réducteurs et les stéroides

ont été identifiés.

Pour étudier I’activité anti-oxydante, il existe plusieurs méthodes. Dans cette étude, deux
méthodes ont été utilisées : ’activité de piégeage du radical DPPH, et la réduction du fer FRAP.

L’¢étude de I’activité antioxydante des extraits issus de 1’espéce Satureja candidissima par
la méthode de la réduction du fer et celle du piégeage du radical libre DPPH a montré que
I’extrait méthanolique posséde une activité anti-oxydante modeérée. Cet extrait pourrait donc
constituer une alternative a certains additifs synthétiques. Cette activité reste néanmoins
nettement inférieure a celle de 1’acide ascorbique, mais il s’agit d’extrait brut contenant un grand
nombre de composés différents. 11 est donc trés probable qu’ils contiennent des composés qui,
une fois purifiés, peuvent présenter une meilleure activité. Des recherches complémentaires sont

nécessaires pour identifier, isoler et purifier ces constituants.

Selon ces résultats, on peut conclure que I’étude phyto-chimique faite sur Satureja
candidissima nous montre que cette plante représente une source naturelle et prometteuse de
molécules chimiques qui peuvent posséder des activités biologiques trés importantes.
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D’ou il serait intéressant d’intensifier les recherches sur cette plante, évaluer d’autres
activités biologiques dans le domaines sanitaire comme dans le domaine alimentaire surtout que
cette plante est utilisée comme condiment par la population locale, et aussi réalisé d’autres
extraits et fractions par des solvants avec des polarités differentes pour pouvoir extraire le
maximum de composés actifs et pourquoi pas purifier les principes actifs, et enfin y arriver a des
essais in vivo pour savoir si les extraits végétaux peuvent agir efficacement chez les étres vivants
comme in vitro.
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Résumé :

Satureja candidissima (Munby.) Brig., connue sous le nom «Nabta Elbida» est une plante médicinale de
la famille des lamiacées, largement utilisée en médecine traditionnelle a 1I’échelle du monde Arabe et comme
condiment alimentaire.

Cette étude porte sur 1’étude phyto-chimique et 1’évaluation de I’activité anti-oxydante de 1’extrait méthanolique
de la partie aérienne de cette plante.

Les tests phyto-chimiques révélent la présence de différentes familles de composés chimiques comme les
tanins, les composeés réducteurs, les flavonoides et les polyphénols.

L’estimation quantitative des flavonoides et des phénols totaux par la méthode colorimétrique a montré
que I’extrait méthanolique est riche en ces composés. L’évaluation du pouvoir antioxydant qui a été réalisée en
utilisant la méthode du piégeage du radical libre DPPH a indiqué que notre extrait a une efficacité antioxydante
considérable (IC s, = 6,81 mg/ml) mais inférieure de celle enregistrée par I’acide ascorbique.

Et méme qu’en utilisant la méthode du Réduction du Fer : FRAP (Ferric Reducing Anti-oxydant Power),
la méthode qui est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer Ferrique Fe** en fer ferreux Fe*', on
trouve aussi une efficacité anti-oxydante (EC s = 2.7 mg/ml), mais I’extrait reste toujours moins actif que
I’acide ascorbique (EC 5o = 0,484 mg/ml).

Mots clés: Satureja candidissima, phyto-chimie, activité anti-oxydante, polyphénols, flavonoides, FRAP,
DPPH.

Abstrat:

Satureja candidissima (Munby.) Brig., known as Nabta Elbida, is a medicinal plant of Lamiaceae family,
widely used in traditional medicine throughout the Arab world and as a food condiment.

This study concerns the phytochemical study and the evaluation of the antioxidant activity of the
methanolic extract of this plant.

Phytochemical tests reveal the presence of different families of chemical compounds such as tannins,
reducing compounds, flavonoids, and polyphenols.

The antioxidant activity of the extract is evaluated by two techniques, iron reduction (Ferric reducing
antioxidant power or FRAP) and the trapping of the free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

The quantitative estimation of flavonoids and total phenols by the colorimetric method showed that the
extract is rich in these compounds. The assessment of antioxidant potency using the DPPH free radical trapping
method indicated that methanolic extract has considerable antioxidant effectiveness (IC s, = 6.81 mg/ml) but
inferior than ascorbic acid.

And even if using the iron reduction method: FRAP (Ferric reducing antioxidant power), the method that
is based on the capacity of polyphenols to reduce iron, we also find an anti-iron effectiveness (EC s, = 2.7
mg/ml), less than ascorbic acid (EC s, = 0.484 mg/ml).

Keywords: Satureja candidissima, phytochemistry, antioxidant activity, polyphenols, flavonoids,
FRAP, DPPH.
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