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I1l. Resumé

Etude phytochimique. et activité antioxydante et antibacterienne des huiles
essentielles de deux plantes médicinales : in vitro et in silico

Nepeta nepetella subsp. Amethystina (Poir.) Briq et Satureja candidissima Munby Brik sont
des plantes médicinales et aromatiques appartiennent a la famille des lamiacée et utilisée depuis
longtemps dans la médicine traditionnelle algérienne.

Cette ¢tude a pour objectif d’étudier la composition phytochimique et d’examiner les activités
antioxydante et antibactérienne et prédire le mécanisme d’action des huiles essentielles extraites
de la partie aérienne de N nepetella et S candidissima récoltée dans la région de Naama et d’Ain
Temouchent respectivement.

L’analyse qualitative par CG/SM des huiles essentielles obtenues nous a permis d’identifier une
variation chimique de composant avec 57 composés identifiés dans 1’huile de N nepetella et
54 dans I’huile de S. candidissima, représentant respectivement 90,98 % et 91,01 % de la
composition totale des huiles essentielles.

Les composés majoritaires de 1’huile essentielle de N nepetella sont Nepetalactone 4aa, 7a, 7ap
(58, 98%), Nepetalactone 4aa, 7a, 7aa (10.23%), Spiro (5.6) dodecane (5.45%), camphor
(4.98%), et pour S candidissima les composants majeurs sont le pulegone (53,26 %), le (+)-
menthone (11,02 %), le bornéol (4,43 %), 2-cyclohexen-1-one, 3-méthyl-6-(1-
méthyléthylidéene) (2,50 %) et 3-octanol (2,09 %).

Sur le plan biologique, Les tests DPPH et FRAP ont montré que 1’huile essentielle de Nepeta
nepetella présente une meilleure activité antioxydante que celle de Satureja Candidissima.
cependant, pour la capacité antioxydante totale (CAT), les résultats révélent que I’huile de
Satureja Candidissima est plus efficace.

En addition, Satureja candidissima est plus efficace que Nepeta nepetella contre Escherichia
coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, et Pseudomonas aeruginosa. En revanche, Nepeta
nepetella montre une meilleure efficacité que Satureja candidissima contre Bacillus
licheniformis et Listeria monocytogenes.

Des études in silico de docking moléculaire et ADMET ont été menées pour mettre en évidence
le mécanisme antibactérien sous-jacent ainsi que le potentiel antioxydant. Les données
enregistrées ont montré que l'activité antibactérienne des composés des deux huiles essentielles
pouvait étre exercée par l'inhibition de enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase Fabl [nadph]
(PDB ID : 4ALL). Les composés les plus actifs sont des composants mineurs. Les résultats du
docking ont également révélé que les composants des deux huiles essentielles pouvaient exercer
leur activité antioxydante in vitro par I'inhibition de la xanthine oxydase (PDB ID : 3NRZ). Par
conséquent, N nepetella et S candidissima pourrait étre des nouvelles sources naturelles
d'antioxydants et d'antiseptiques, avec des applications potentielles dans les industries
alimentaires et pharmaceutiques comme alternative a l'utilisation d'additifs synthétiques.

Mots clés : Huile essentielle, CG/SM, Activité antibactérienne, Activité antioxydante,
molecular docking.



Phytochemical study and antioxidant and antibacterial activity of essential
oils from two medicinal plants: in vitro and in silico

Abstract

Nepeta nepetella subsp. Amethystina (Poir.) Brig and Satureja candidissima Munby Brik are
medicinal and aromatic plants belonging to the Lamiaceae family, traditionally used in Algerian
medicine.

This study aims to analyze the phytochemical composition, evaluate the antioxidant and
antibacterial activities, and predict the mechanism of action of the essential oils extracted from
the aerial parts of N. nepetella and S. candidissima, collected from the regions of Nadma and
Ain Temouchent, respectively.

Qualitative analysis using GC-MS of the obtained essential oils revealed chemical variability,
with 57 compounds identified in N. nepetella essential oil and 54 in S. candidissima essential
oil, representing 90.98% and 91.01% of the total composition, respectively.

The major components of N. nepetella essential oil are 4aa,7a,7ap-Nepetalactone (58.98%),
4ao,70,7aa-Nepetalactone (10.23%), Spiro(5.6)dodecane (5.45%), and Camphor (4.98%). For
S. candidissima, the major components include Pulegone (53.26%), (+)-Menthone (11.02%),
Borneol (4.43%), 2-Cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethylidene) (2.50%), and 3-
Octanol (2.09%).

Biologically, DPPH and FRAP tests demonstrated that Nepeta nepetella essential oil exhibits
stronger antioxidant activity than Satureja candidissima. However, for total antioxidant
capacity (CAT), Satureja candidissima showed greater effectiveness.

Additionally, Satureja candidissima exhibited higher antibacterial activity against Escherichia
coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, and Pseudomonas aeruginosa, whereas Nepeta
nepetella was more effective against Bacillus licheniformis and Listeria monocytogenes.

In silico molecular docking and ADMET studies were conducted to elucidate the underlying
antibacterial mechanism and antioxidant potential. The recorded data indicated that the
antibacterial activity of the essential oil compounds could be attributed to the inhibition of
enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase Fabl [NADPH] (PDB ID: 4ALL). The most active
compounds were minor components. Docking results also suggested that the essential oil
components could exert their antioxidant activity in vitro by inhibiting xanthine oxidase (PDB
ID: 3NRZ). Therefore, N. nepetella and S. candidissima could serve as novel natural sources of
antioxidants and antiseptics, with potential applications in the food and pharmaceutical
industries as alternatives to synthetic additives.

Keywords: Essential oil, GC-MS, Antibacterial activity, Antioxidant activity, Molecular
docking.
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Introduction

L'importance croissante des plantes médicinales, en particulier des huiles essentielles,
dans la médecine traditionnelle et moderne est attribuée a leurs diverses propriétés
thérapeutiques, notamment leurs effets antimicrobiens, antioxydants et anticancéreux. Ces
produits naturels sont largement utilisés dans les industries alimentaires, cosmétiques et
agricoles, offrant des alternatives naturelles aux produits chimiques synthétiques (Bolouri et
al., 2022 ; Rahim et al., 2023).

Les huiles essentielles (HE) sont des mélanges complexes de composés volatils
dérivés de plantes, avec diverses applications dans les domaines de la santé, de I'alimentation
et des cosmétiques, en raison de leur composition chimique, notamment les monoterpénes,
les sesquiterpénes et les phénylpropanoides (Bunse et al., 2022 ; Ailli et al., 2023 ; Santana
de Oliveira et al., 2023).

L'intégration de la médecine traditionnelle aux approches scientifiques modernes a
facilité la découverte de nouveaux médicaments (Davis et Choisy 2024). Des techniques
d'extraction et d'analyse avancées, telles que I'extraction au CO; et la GC-MS, ont encore

amélioré leur qualité et leurs applications (Rahim et al., 2023).

Les huiles essentielles (HE) sont connues pour leurs propriétés antioxydantes et
antibactériennes, ce qui les rend efficaces dans la prévention des maladies et la lutte contre la
résistance aux antimicrobiens (Vella et al., 2020 ; Assaggaf et al., 2022; Fimbres-Garcia et
al., 2022 ; BoZovi¢, Mladenovi¢, et Ragno., 2023).

Les méthodes in vitro et in silico sont essentielles pour évaluer leurs activités
antioxydantes et antibactériennes. Les essais in vitro tels que DPPH, FRAP testent les
capacités de piégeage des radicaux libres, tandis que la méthode de diffusion en disque évalue
la sensibilité des microorganismes aux antibiotiques (Jeddi et al., 2023; Mourabiti et al.,
2024).

Les techniques in silico telles que le docking moléculaire prédisent I'affinité de liaison des
composés des huiles essentielles aux protéines cibles, révélant leurs mécanismes potentiels
(Balasoiu et al., 2024 ; Tourabi et al., 2024).
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Cette these est axée sur une recherche dans le monde des huiles essentielles de Nepeta

nepetella subsp. Amethystina (Poir.) Briq et de Satureja Candidissima Munby Brik.

La recherche principale consiste & étudier la composition phytochimique de ces huiles gréace a
des méthodes telles que I'analyse GC-MS. Elle explore également leurs propriétés
antioxydante et antibactérienne, évaluées par des expériences in vitro. En outre, des
techniques in silico de pointe, telle que le docking moléculaire est utilisée pour comprendre

comment ces huiles interagissent avec des cibles spécifiques.
Le contenu de la thése a été structuré en trois chapitres comme suit :
Chapitre 1 : revue de la littérature

Ce premier chapitre présente les bases théoriques de la thése en abordant plusieurs aspects
clés. 1l commence par définir la phytochimie comme 1’étude des composés chimiques dans les
plantes et met en lumiére 1’importance des huiles essentielles dans le monde végétal. Les
méthodes d'extraction et d'analyse des huiles essentielles, telles que la distillation et la
chromatographie, sont également détaillées. La thése se concentre ensuite sur les plantes
étudiées, Satureja candidissima munby brik et Nepeta nepetella subsp. Amethystina (Poir.)
Brig, en présentant leur botanique, leurs utilisations traditionnelles et leurs propriétés
pharmacologiques. Le chapitre explore aussi les composés bioactifs des huiles essentielles,
notamment les terpénes et les phénols, et leurs mécanismes d’action. Enfin, I’activité
antioxydante et antibactérienne des huiles essentielles est abordée, avec un focus sur les
méthodes d’évaluation de ces activités. Ce chapitre introduit ainsi les bases nécessaires pour

les recherches expérimentales et in silico de la thése.
Chapitre 2 : matériels et méthodes

Le deuxiéme chapitre fournit une liste compléte de tous les matériaux et méthodologies

utilisés tout au long du travail de recherche.
Chapitre 3 : Résultats expérimentaux et discussion
Le troisieme chapitre présente, examine et discute en détail tous les résultats expérimentaux.

Enfin, la these conclut en résumant tous les résultats obtenus et propose des recommandations

et des perspectives pour d'autres études complémentaires.
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1.1. Les huiles essentielles

I.1.1. Définition de la phytochimie

La phytochimie est la science qui étudie les composés chimiques produits par les plantes,
connus sous le nom de substances phytochimiques. Les substances phytochimiques sont des
métabolites secondaires des plantes. Ce sont des composés chimiques biologiquement actifs qui
ont des effets bénéfiques sur la santé humaine qui vont au-dela de ceux attribués aux nutriments
courants (Gemechu, 2020; Kumar et al., 2023).

Les substances phytochimiques, telles que les flavonoides, les polyphénols et les
terpénoides, présentent des propriétés anticancéreuses significatives en induisant l'arrét du cycle
cellulaire, I'apoptose et l'autophagie, tout en modulant des voies de signalisation cellulaires
essentielles, ce qui souligne leur potentiel dans les stratégies de prévention et de traitement du
cancer (Sharma et al., 2024, Rudzinska et al., 2024).

Les produits phytochimiques sont étudiés aussi pour remplacer les antibiotique, en
particulier pour lutter contre la résistance aux antibiotiques, ils peuvent perturber les membranes
microbiennes, fournissant une défense naturelle contre les agents pathogenes (Khameneh et al.,
2021).

1.1.2. Les huiles essentielles et leurs constituants bioactifs

Les huiles essentielles (HE) sont des mélanges complexes de composés volatils dérivés
principalement de plantes aromatiques. Elles contiennent principalement des terpénes, des phénols
et d'autres substances bioactives, chacune jouant un r6le dans les nombreuses activités biologiques
des huiles (Bogdanovic et Skala, 2024).

La définition retenue, tres proche de celle de la norme 1SO 9235, est celle adoptée par la
commission de la pharmacopée européenne : « Produit odorant, généralement de composition
complexe, obtenu a partir d’'une matiére premiére végétale botaniquement définie, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation seéche, soit par un procédé mécanique
approprié sans chauffage. L huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par
un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition » [AFNOR,

1986 et AFSSAPS, 2008].

La composition chimique des HE varie selon les espéces végeétales, influencant leurs effets
biologiques spécifiques. Les principaux composés des huiles essentielles sont les terpenes et

5
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terpénoides. Les monoterpénes (comme le limonéne et 1’a-pinéne, des molécules cycliques a 10
atomes de carbone) et les sesquiterpénes (comme le B-himachaléne et le B-caryophyllene, avec 15
atomes de carbone) prédominent. lls offrent des propriétés biologiques variées, notamment des
effets antimicrobiens et anti-inflammatoires (Masyita et al., 2022; Santana de Oliveira et al.,
2023). Ainsi que les composés phénoliques tels que le thymol et le carvacrol sont réputés pour
leurs propriétés antioxydantes et antimicrobiennes, contribuant de maniére significative au
potentiel thérapeutique des HE. Ces derniers contiennent également des benzénoides et des
phénylpropanoides, qui enrichissent leurs saveurs et parfums et apportent des bienfaits pour la
santé, comme la protection cardiovasculaire (Alves-Silva et al., 2021; Santana de Oliveira et al.,
2023).
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Figure 1 : Division des monoterpénes (acyclique, monocyclique, bicyclique)
(Zielinska-Blajet et Feder-Kubis, 2020)
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1.1.3. Méthodes d'extraction des huiles essentielles

Les méthodes utilisées pour extraire et analyser les huiles essentielles (HE) sont variées.
Qu'elles soient traditionnelles ou modernes, chacune présente ses propres avantages et contraintes.
Des méthodes traditionnelles telles que la distillation & la vapeur et I'nydrodistillation ont été
employées, mais elles peuvent s'avérer peu performantes et entrainer la dégradation de certains
composeés sensibles. D'un autre c6té, les techniques contemporaines visent a améliorer la durabilite
et l'efficacité, en exploitant des technologies novatrices afin de maximiser le rendement et de
préserver la qualité des huiles essentielles. Voici une présentation des principales approches

méthodologiques employées pour I'extraction des huiles essentielles.

1.1.3.1. Distillation a la vapeur
Cette méthode est largement utilisée pour sa simplicité, bien qu'elle puisse causer une
hydrolyse ou une oxydation des composés, affectant ainsi la qualit¢ de I’huile (Olascuaga-

Castillo et al., 2024).

1.1.3.2. Hydrodistillation
L'hydrodistillation est une technique d'extraction qui consiste a faire bouillir les plantes
dans de I'eau afin de libérer leurs composés volatils. Toutefois, ce procédé est souvent long et

requiert une quantité importante de solvant (Vandana et Barua, 2024).
1.1.3.3. Extraction par fluide supercritique

Cette méthode repose sur l'utilisation du CO: a 1’état supercritique, permettant une

extraction plus sélective tout en minimisant I'utilisation de solvants (Rafiq et al., 2024).

1.1.3.4. Extraction assistée par micro-ondes

Cette technique réduit considérablement le temps et 1’énergie requis, tout en préservant les

composés volatils (Vandana et Barua, 2024).

1.1.3.5. Extraction assistée par ultrasons
Cette méthode optimise l'efficacité d'extraction grace aux effets de cavitation, favorisant la
libération des composés bioactifs (Rafiq et al., 2024).
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1.1.4. Méthodes d’identification chimiques des huiles essentielles

Une fois I’extrait le plus représentatif obtenu, I’analyse permet d’identifier et de quantifier

les produits qui le composent

La chromatographie en phase gazeuse (GC) constitue une technique couramment employée
pour etablir des profils détaillés de la composition chimique des huiles essentielles (HE),
fournissant des informations détaillées sur les composeés volatils (Alimi et al., 2023). Les analyses
couplées, notamment la combinaison de la chromatographie et de la spectrométrie de masse,

permettent une identification complete des composés présents (Vandana et Barua, 2024).
I.1.5. Importance des huiles essentielles dans le monde végétal

Les huiles essentielles jouent un réle fondamental dans le regne végétal, ou elles
remplissent des fonctions qui dépassent largement leurs caractéristiques aromatiques. Constituées
de composes volatils bioactifs, elles agissent comme un moyen de défense naturel des plantes
contre divers agents pathogeénes, en plus d’attirer les pollinisateurs et de favoriser les interactions
écologiques. Ce role défensif est renforcé par leurs propriétés antimicrobiennes, antioxydantes et

insectifuges (Bolouri et al., 2022).

1.1.6. Propriétés biologiques et pharmacologiques

Les HE sont utilisées en médecine traditionnelle et moderne pour traiter des pathologies
comme le syndrome meétabolique et le diabete, certaines, comme celles de la famille des
Lamiacées, montrant une activité antivirale (Bozovi¢, Mladenovi¢, et Ragno., 2023; Osaili et al.,
2023).

Dans le domaine de ’agriculture, les huiles essentielles sont prisées pour leur potentiel
comme biopesticides naturels, possédant des effets insecticides, fongicides et nématicides qui

contribuent a une protection écologique des cultures (Kesraoui et al., 2022).

Les huiles essentielles offrent également une alternative prometteuse aux conservateurs
synthétiques dans l'industrie alimentaire, en raison de leurs propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes, permettant ainsi une meilleure conservation des aliments tout en répondant aux

attentes croissantes de naturalité (Bolouri et al., 2022 ; Elshafie, 2022).
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Dans l'industrie cosmétique et les produits de soins personnels, les HE sont intégrées pour
leurs effets bénéfiques sur la peau et leur potentiel a répondre aux besoins esthétiques de maniere
naturelle. Enfin, I’incorporation d’huiles essentielles dans la fabrication d’aliments fonctionnels
met en lumiere leurs effets potentiellement protecteurs et anticancérigénes, contribuant a
I’élaboration de produits bénéfiques pour la santé (Vella et al., 2020 ; Matera, Lucchi, et
Valgimigli., 2023).

1.1.6.1. Mécanismes d'action des huiles essentielles

Les composés bioactifs des huiles essentielles présentent une large gamme d'activités
pharmacologiques grace a leur composition chimique diversifiée. Ces composés interagissent avec
diverses cibles biologiques, entrainant plusieurs mécanismes d'action. Les mécanismes d'action de
ces composés bioactifs sont complexes et multiformes, impliquant des interactions aux niveaux
cellulaire et moléculaire (Giordani et al., 2006 ; Tsuchiya, 2015 ; Naufal, Virgirinia, et
Fatchiyah., 2023 ; Kumar, Bahuguna, et Kim., 2024).

% Mécanismes antioxydants et anti-inflammatoires
Les huiles essentielles présentent une activité antioxydante en piégeant les radicaux libres
et en reduisant le stress oxydatif, ce qui est essentiel pour prévenir les maladies liées a
I'inflammation (Chebbac et al., 2022 ; Lafraxo et al., 2022).

Les HE exercent des effets antioxydants en réduisant les espéces réactives de I'oxygene et
de l'azote, et en augmentant l'activité des enzymes antioxydantes. Cela est souvent lié a la
modulation du facteur nucléaire kappa B (NF-xB), qui diminue I'expression des cytokines pro-

inflammatoires (de Lavoretal, 2018).

Elles ciblent également plusieurs voies de signalisation impliquees dans I'inflammation, telles que
les récepteurs Toll-like et les kinases activées par les mitogenes, qui jouent un réle crucial dans les

réponses inflammatoires (Zhao et al. 2023).

% Meécanismes anticancereux
Les différents composés aromatiques connus sous le nom d'huiles essentielles présentent
des propriétés anticancéreuses importantes, qui peuvent étre attribuées a leur capacité remarquable
a induire la mort cellulaire programmeée, également appelée apoptose, tout en inhibant la
prolifération incontrolée des cellules malignes qui caractérisent les tumeurs cancéreuses dans le

corps humain. Cependant, les mécanismes précis restent en cours d’étude, et les recherches
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suggerent des interactions avec les voies cellulaires qui régulent la croissance et la mort cellulaire
(Abdoul-Latif et al., 2023).

Les composés des HE peuvent également agir comme agonistes des récepteurs actives par
les proliférateurs de peroxysomes, influengant le métabolisme du cholestérol et pouvant

fonctionner en synergie avec d'autres agents anticancereux (Bahr et al., 2021).

% Mécanismes antimicrobiens et antiviraux

Les huiles essentielles possedent des propriétés antimicrobiennes en perturbant les
membranes cellulaires microbiennes et en inhibant la croissance des pathogenes. Cette action est
attribuée a la nature lipophile de leurs composés, qui leur permet de pénétrer et de déstabiliser les
membranes microbiennes (Elshafie, 2022 ; Johansen, Duval, et Sergere., 2022; Zhang et al.,
2022). Les propriétés pro-oxydantes des HE peuvent induire un stress oxydatif dans les cellules
bactériennes, ce qui permet de surmonter les mécanismes de résistance et d'améliorer I'efficacité
des antibiotiques (D’Aquila et al., 2022; Kong et al., 2022).

Les activités antivirales des HE sont liées a I’inhibition de la réplication virale et a I’interférence

avec I’entrée du virus dans les cellules hotes (de Sousa et al., 2023).

% Mécanismes insecticides
Les HE agissent comme insecticides en ciblant les protéines spécifiqgues aux hormones
juvéniles et les récepteurs octopaminergiques chez les insectes, perturbant ainsi leur

développement et leur neurochimie (Corréa et al., 2023).

Les huiles essentielles offrent un potentiel thérapeutique considérable, bien que leur
utilisation requiére une étude approfondie, il est essentiel de prendre en compte leurs effets
indésirables potentiels et la nécessité d'un dosage précis. La variabilité de la composition chimique
due a des facteurs comme 1’origine de la plante et les méthodes d’extraction peut influencer leur
efficacité et leur sécurité. Par conséquent, des recherches supplémentaires et une réglementation

sont nécessaires pour optimiser leur utilisation en contexte clinique (Osaili et al., 2023).
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Figure 2 : L'origine naturelle des monoterpeénes et leurs applications biologiques (Zielinska-
Blajet et Feder-Kubis, 2020)
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1.1.7. La toxicite des huiles essentielles
L’¢évaluation de la toxicité des huiles essentielles représente un enjeu scientifique majeur,

englobant plusieurs aspects tels que la toxicité aigué par ingestion, le potentiel génotoxique, les

effets sur le développement, I’impact environnemental et les interactions avec d’autres substances.

Concernant la toxicité orale aigué désigne les effets nocifs d'une substance aprés une seule
administration orale. Des études ont révélé que I’huile essentielle de Croton pulegiodorus présente
une toxicité notable a la dose de 2000 mg/kg chez la souris, effet attribué a la présence
d’ascaridole, d’eucalyptol et de camphre, tandis que Croton argyrophyllus n’a montré aucune

toxicité a cette méme dose (Santos et al., 2024 ; Oliveira et al., 2024).

La génotoxicité désigne la capacité d'une substance a endommager le matériel génétique, ce
qui peut entrainer des mutations ou un cancer. Le potentiel génotoxique des huiles essentielles a

été étudié dans différents modeles (Silva et al., 2023).

La toxicité pour le développement fait référence au potentiel d'une substance a interférer

avec le développement normal des embryons ou des larves.

L’impact environnemental des huiles essentielles est egalement un facteur déterminant
dans leur évaluation, notamment lorsqu’elles sont utilisées comme pesticides naturels. Une étude a
révélé que I’huile essentielle de Mentha spicata présente une toxicité plus marquée que celle de
Artemisia absinthium contre la teigne de la pomme de terre (Phthorimaea operculella), suggérant

leur potentiel en tant qu’alternatives naturelles aux pesticides chimiques (Mahboub et al., 2024).

La toxicité des huiles essentielles peut étre influencée par leur combinaison avec d'autres
substances, telles que des composés synthétiques ou d'autres huiles. Il a été rapporté que la
combinaison de 1’acide propionique et du benzaldéhyde renforce significativement la toxicité
contre Callosobruchus maculatus, bien que cette synergie puisse également accroitre le risque
pour les organismes non ciblés (Sankar et al., 2024). De plus, I’administration conjointe de
I’huile essentielle de Piper guineense avec la quinine chez des rats a entrainé des altérations du
poids corporel et des organes ainsi que des modifications biochimiques et hématologiques,
indiquant une toxicité potentielle accrue, notamment au niveau hépatique et cardiovasculaire
(Daniyan et al., 2024).

La composition chimique des huiles essentielles joue un réle important dans leur toxicité.
Les différents composants peuvent avoir des niveaux de toxicité variables et leur interaction peut

influencer la toxicité globale de I'huile.Une étude sur les huiles essentielles marocaines de Mentha
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spicata et Artemisia absinthium a mis en évidence la présence de D-limonene, D-carvone et

camphre comme constituants majeurs, leur combinaison contribuant a 1’effet toxique global de ces

huiles essentielles (Mahboub et al., 2024).

1.2. Activités antioxydante et antimicrobienne

1.2.1. Définition des antioxydants

Un antioxydant est une molécule capable d'inhiber I'oxydation d'autres molécules. En
termes d'alimentation, un antioxydant a été défini comme « toute substance qui, lorsqu'elle est
présente en faible concentration par rapport a celle d'un substrat oxydable, retarde ou inhibe de
maniere significative I'oxydation de ce substrat », mais il a ensuite été defini comme « toute
substance qui retarde, prévient ou supprime les dommages oxydatifs causés a une molécule cible »
(Halliwell et Gutteridge, 1989 ; Sies 1993 ; Halliwell, 1995).

Selon une autre deéfinition, un antioxydant est une substance capable de neutraliser
directement les especes réactives de I'oxygene (ROS) ou d'agir indirectement en renforcant les
défenses antioxydantes et en limitant la production de ROS. Ces composés peuvent également
capter les radicaux libres et prolonger la conservation des produits en ralentissant la peroxydation
des lipides, un processus majeur responsable de la détérioration des aliments et des produits

pharmaceutiques lors de leur fabrication et de leur stockage (Halliwell, 1997 ; Gulcin, 2020).

1.2.1.1. Importance des antioxydants dans la santé

Les antioxydants jouent un rdle crucial dans le maintien de la santé en neutralisant les
radicaux libres, des molécules instables qui peuvent provoquer un stress oxydatif et endommager
les cellules. Ce stress oxydatif est impliqué dans le développement de diverses maladies
chroniques, notamment le cancer, les maladies cardiovasculaires, le diabéte et les troubles
neurodégéneératifs (Caliskan et al., 2021 ; Tyagi et al., 2023 ; Myhrstad et Wolk., 2023 ;
Lalitha & Osama., 2024).

Les antioxydants, tant endogénes qu'exogenes, contribuent a atténuer ces effets en

stabilisant les radicaux libres et en prévenant les dommages cellulaires.
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Les antioxydants peuvent étre obtenus a partir de sources naturelles telles que les fruits, les
legumes et d'autres aliments d'origine végétale, qui sont riches en composés tels que les

flavonoides, les caroténoides et les vitamines C et E (Burle et al., 2023 ; Rahaman et al., 2023).

Des antioxydants synthétiques sont également disponibles et sont utilisés dans les
compléments alimentaires et les aliments fonctionnels pour augmenter I'apport en antioxydants
(Rahaman et al., 2023).

Les antioxydants agissent par le biais de divers mécanismes, notamment le transfert
d'atomes d'hydrogéne et le transfert d'électrons simples, pour neutraliser les radicaux libres et
chélater les ions métalliques, prévenant ainsi les dommages oxydatifs (Santos-Sanchez et al.,
2019).

Les antioxydants enzymatiques comme la superoxydedismutase et la catalase jouent un
role important dans le maintien de I'noméostasie redox en convertissant les espéces réactives de

I'oxygéne en molécules moins nocives (Ali et al., 2020 ; Blagov et al. 2024).

Ils sont également utilisés dans la gestion des maladies cardiovasculaires, ou des composés
comme la coenzyme Q10 et le resvératrol ont montré un potentiel dans la réduction du risque de
maladie (Mlynarska et al., 2024).

1.2.1.2. Mécanismes de |'activité antioxydante
1.2.1.2.1. Mécanismes directs
Transfert d'atomes d'hydrogéne (HAT)

Ce mécanisme implique le transfert d'un atome d'hydrogéne de l'antioxydant au radical
libre, ce qui le neutralise. Il s'agit d'un mécanisme commun a de nombreux antioxydants, y
compris les polyphénols et les flavonoides (Santos-Sanchez et al., 2019 ; Hamadouche et al.,
2024).

Transfert d'un seul électron (SET)
Les antioxydants peuvent donner un électron a un radical libre, le convertissant en une
espece moins réactive. Ce mécanisme est souvent couplé a un transfert de protons (SET-PT) dans

les systemes complexes (Santos-Sanchez et al., 2019 ; Hamadouche et al., 2024).
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Transfert d'électrons par perte séquentielle de protons (SPLET)

Ce meécanisme, identifié comme favorable dans la bétanine et la bétanidine, implique la
perte d'un proton suivie d'un transfert d'électrons, piégeant efficacement les radicaux (Ramirez-
Velasquez et al., 2022).

1.2.1.2.2. Mécanismes indirects
Modulation de la signalisation redox

Les antioxydants peuvent influencer I'noméostasie redox en modulant les niveaux d'especes
réactives de l'oxygene et de l'azote, ce qui a un impact sur diverses voies de signalisation
(Hunyadi 2019).

Hormeése et fonction mitochondriale
Certains antioxydants favorisent I’activation des voies de détoxification et influencent la
fonction mitochondriale, renforcant ainsi la resilience cellulaire au stress oxydatif (Franco

Navarro et Martinez-Pinilla., 2019).

1.2.1.2.3. Influences structurelles et environnementales
Structure chimique

La présence de groupes fonctionnels spécifiques, tels que les groupes hydroxyles phénoliques,
renforce considérablement l'activité antioxydante. Par exemple, le groupe hydroxyle para-phénol

dans les flavonoides de la réglisse est crucial pour leur activité antioxydante (Hu et al., 2023).

Solvant et conditions environnementales

L'activité antioxydante peut étre modulée par I'environnement du solvant, comme dans le cas
des flavonoides de réglisse et des dérivés du 1,3,4-oxadiazole, ou la polarité du solvant affecte leur
efficacité (Bakheit et al., 2024; Hu et al., 2023).

1.2.1.3. Méthodes d'évaluation de I'activité antioxydante in vitro.

1.2.1.3.1. Essais chimiques

% Essai de piégeage des radicaux DPPH
Cette méthode mesure la capacité des antioxydants a réduire le radical stable DPPH, ce qui
entraine un changement de couleur qui peut étre quantifié par spectrophotométrie. Elle est
largement utilisée en raison de sa simplicité et de ses résultats rapides (Gulcin.,2020;

Nwachukwu et al. 2021; Oleinik et al. 2022).
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% Essai de décoloration des cations radicaux ABTS
Semblable au DPPH, ce test implique la réduction du cation radical ABTS, qui est
applicable aux antioxydants hydrophiles et lipophiles (Chaves Santiago et Alias., 2020;
Gulcin.,2020).

% Test du pouvoir antioxydant réeducteur ferrique (FRAP)
Cette méthode évalue la réduction des ions ferriques en ions ferreux, indiquant le pouvoir
réducteur de l'antioxydant. Elle est simple mais limitée aux antioxydants hydrosolubles (Gulcin.,
2020; Munteanu et Apetrei., 2021).

®,

% Essai sur la capacité antioxydante de réduction du cuivre (CUPRAC)
Ce test évalue la réduction des ions cuivriques et s'applique a une large gamme

d'antioxydants (Munteanu et Apetrei, 2021).

1.2.1.3.2. Essais cellulaires
%+ Essais biologiques ex vivo
Ces essais utilisent des cultures cellulaires pour évaluer la capacité de I'antioxydant a
pénétrer dans les cellules et a atténuer le stress oxydatif, ce qui permet de mieux comprendre la
biodisponibilité et la pertinence biologique (Nwachukwu et al., 2021; Pasqualetti et al., 2021).

¢+ Essais biomimétiques
Utilisant des systemes tels que les liposomes et la myoglobine, ces essais imitent les
conditions biologiques pour évaluer la réactivité des antioxydants, offrant ainsi une évaluation

plus pertinente sur le plan physiologique (Zagrean-Tuza, Matei, et Silaghi-Dumitrescu., 2024).

1.2.2. L’activité antibactérienne

1.2.2.1. Importance de la résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est reconnue comme l'une des dix principales menaces
mondiales pour la santé publique par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (White et
Hughes., 2019 ; Bertagnolio et al., 2023). On estime que d'ici 2050, les infections résistantes aux
antibiotiques pourraient causer 10 millions de déceés par an, dépassant le cancer comme principale
cause de décés (Band et Weiss., 2019 ; Davidovich et al., 2020).

1.2.2.2. Mécanismes et propagation
Les bactéries développent une résistance par le biais de mutations génétiques et de
transferts horizontaux de genes, facilités par des éléments génétiques mobiles tels que les

plasmides et les transposons (Davidovich et al., 2020; Ramamurthy et al., 2022).
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Les mécanismes de résistance comprennent des changements dans les sites cibles des
médicaments, les pompes d'efflux et la dégradation enzymatique des antibiotiques (Urban-
Chmiel et al., 2022 ; Baran, Kwiatkowska et Potocki., 2023).

La propagation des génes de résistance est exacerbée par les voyages et le commerce a
I'échelle mondiale, comme le montrent les genes NDM-1 (New Delhi metallo-beta-lactamase 1) et
MCR-1(mobilizedcolistin resistance-1) qui se propagent a travers les continents (White et
Hughes, 2019).

1.2.2.3. Mécanismes d'action des agents antibactériens

Les huiles essentielles présentent une série de mécanismes antibactériens qui les rendent
efficaces contre les bactéries multirésistantes. Ces mécanismes comprennent la perturbation des
membranes cellulaires, l'inhibition de la synthése de la paroi cellulaire, la dénaturation des
protéines, l'inhibition des enzymes, I'endommagement de I'ADN et de I'ARN, I'interférence avec le
quorum sensing, la perturbation des biofilms, l'induction d'un stress oxydatif et I'inhibition des
pompes d'efflux. Chaque mécanisme contribue a I'efficacité antibactérienne des HE, souvent par

une combinaison d'actions.

Perturbation de la membrane cellulaire

Les composés actifs des huiles essentielles, tels que la menthone et le cinnamaldéhyde,
perturbent l'intégrité des membranes cellulaires bactériennes, entrainant une augmentation de la
perméabilité et une fuite du contenu cellulaire. Cette perturbation est mise en évidence par des
changements dans le potentiel et l'intégrité de la membrane, ainsi que par l'effondrement des

structures cellulaires (Duan et al., 2022; Zhao et al., 2023).

Dénaturation des protéines et inhibition des enzymes

Les huiles essentielles peuvent modifier les structures secondaires et tertiaires des
protéines bactériennes, entrainant la dénaturation et Il'inhibition de l'activité enzymatique. Ce
phénomene est observe dans I'action du cinnamaldehyde, qui affecte les protéines membranaires et

les enzymes, perturbant ainsi le métabolisme bactérien (Duan et al., 2022).

Dommages a I'ADN et a I'ARN
Les HE comme I'huile de Cinnamomum camphora inhibent la croissance bactérienne en
affectant les processus de I'ADN et de I'ARN, y compris le métabolisme et I'expression des genes,

comme le montrent les analyses de séquencage de I'ARN (Yu et al., 2021).

17



Chapitre | : Revue de la littérature
¢ Interférence avec le Quorum Sensing

Les huiles essentielles peuvent interférer avec les systemes de communication bactériens,
tels que le quorum sensing, qui est crucial pour la coordination d'activités telles que la formation
de biofilms et la production de facteurs de virulence. Cette interférence peut réduire la

pathogénicite bactérienne et le développement de la résistance (Suganya et al., 2022).

Perturbation du biofilm

Les HE ont démontré une activité anti-biofilm significative, perturbant la matrice
protectrice du biofilm que les bactéries forment pour se protéger des antibiotiques. Ce phénoméne
est particulierement observé avec les huiles de Thymus sibthorpii et d'Origanum vulgare (Ersanli
etal., 2023 ; Papa et al., 2020).

Induction du stress oxydatif
Certaines HE augmentent la production d'espéces réactives de I'oxygéne (ERO) au sein des
cellules bactériennes, entrainant un stress oxydatif et des dommages cellulaires. Ce mécanisme fait

partie de I'action de I'huile de Litsea cubeba contre Cronobacter sakazakii (Wang et al., 2022).

Inhibition de la pompe a efflux
Les HE sont connues pour inhiber les pompes a efflux bactériennes, qui sont responsables
de I'expulsion des antibiotiques et d'autres substances nocives des cellules bactériennes, améliorant

ainsi l'efficacité des agents antibactériens (Suganya et al., 2022).

1.2.2.4. Méthodes d'évaluation de I'activité antibactérienne in vitro
Ces méthodes sont essentielles pour déterminer I'efficacité des HE contre différentes

souches bactériennes, y compris celles qui sont résistantes aux antibiotiques conventionnels.

1) Méthodes de diffusion en disque et sur plaque de gelose
Test de diffusion en disque

Cette méthode consiste a placer des disques imprégnés d'HE sur une plaque de gélose
inoculée avec des bactéries. La zone d'inhibition autour du disque indique I'activité antibactérienne
de I'HE (Bismarck et al., 2022; Mollea, Bosco, et Fissore ., 2022).
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Méthodes sur plaque d'agar

Il s'agit d'évaluations en phase liquide et en phase vapeur, au cours desquelles les HE sont
testées pour leur capacité a inhiber la croissance bactérienne sur des plaques de gélose (Mollea,
Bosco, et Fissore., 2022).

2) Essais par microdilution en bouillon et sur plague de microtitration
Microdilution en bouillon

Cette méthode est utilisée pour déterminer la CMI en diluant les HE dans un bouillon et en
observant la croissance bactérienne. Elle a été appliquée dans des études évaluant l'activité
antibactérienne des HE contre diverses souches, y compris celles formant des biofilms (Bismarck
et al., 2022; Ersanli et al., 2023).

Essais de biofilm sur plaque de microtitration

Ces essais évaluent la capacité des HE & inhiber la formation de biofilms et & éradiquer les
biofilms établis. Cette méthode a été utilisée pour évaluer l'activité anti-biofilm des HE contre
Staphylococcus aureus (Aires, Barreto, et Semedo-Lemsaddek., 2021 ; Ersanli et al., 2023).

3) Essais en phase vapeur

Ces tests évaluent l'activité antibactérienne des vapeurs d'HE, qui peuvent étre
particulierement efficaces contre les bactéries aéroportées ou de surface. Cette méthode a été
utilisée pour tester I'efficacité de I'huile d'arbre a thé contre les bactéries multirésistantes (Oliva et
al., 2018).

1.3. Etude in silico

1.3.1. Méthodes in Silico: Présentation et Principes de Base

Les méthodes in silico sont des techniques informatiques utilisées pour simuler et analyser
les processus biologiques et chimiques, qui ont un impact significatif sur des domaines tels que la
découverte de médicaments, I'évaluation des risques environnementaux et la pharmacocinétique.
Ces méthodes s'appuient sur des simulations informatiques pour prédire les interactions, les
comportements et les propriétés des molécules, réduisant ainsi la nécessité de procéder a des essais

experimentaux approfondis (Daniel, 2024).

Les principales techniques in silico comprennent I'amarrage moléculaire, les modeles de

relations quantitatives structure-activité (QSAR) et les approches d'apprentissage automatique,
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chacune offrant un apercu unique de la dynamique et des interactions moléculaires (Gupta et al.,
2024).

Les principes de base et les applications de ces méthodes sont présentés ci-dessous :

1.3.1.1. L’amarrage moléculaire

Le docking moléculaire est une méthode in silico clé utilisée pour prédire l'interaction
entre un médicament (ligand) et sa cible protéique (récepteur : enzyme, hormone...). Il s'agit de
simuler le processus de liaison pour comprendre la dynamique moléculaire et les affinités de
liaisons chimiques, permettant ainsi d'évaluer le potentiel thérapeutique des composés étudiés
(Daniel, 2024; Mathur et al., 2024).

Les fonctions de notation et les algorithmes sont essentiels pour prédire les interactions
ligand-récepteur, avec des techniques telles que I'amarrage a corps flexible et rigide qui abordent

différents aspects de la flexibilité moléculaire (Mathur et al., 2024).

1.3.1.2. Logiciel de I'amarrage moléculaire

AutoDock, GOLD et DOCK: il s'agit de programmes de docking moléculaire largement
utilisés et connus pour leurs capacités d'optimisation des composés principaux et de criblage
virtuel. lls fournissent des informations détaillées sur les interactions protéine-ligand, facilitant

ainsi le processus de développement des médicaments (Mursal et al., 2024).

ProBiS-Dock : Intégre l'algorithme K-CliqueWeight, qui identifie efficacement les k-cliques de
poids élevé dans les graphes, améliorant ainsi le processus d'arrimage en améliorant la vitesse et la

précision (Rozman et al., 2024).

1.3.1.2.1. Apercu du logiciel PyRx utilisé dans I’étude

PyRx est connu pour son interface utilisateur intuitive, ce qui le rend accessible aux
utilisateurs de différents systemes d'exploitation, notamment Linux, Windows et Mac OS
(Dallakyan et Olson, 2015).

Il integre plusieurs outils logiciels libres, tels qu'AutoDock et AutoDock Vina, qui sont essentiels
a l'exécution de ‘Docking-basedvirtual screening’” DBVS. Cette intégration permet une exécution

transparente des taches d'ancrage (Kondapuram, Sarvagalla, et Coumar., 2021).

PyRx est largement utilisé pour le criblage virtuel de bibliothéques de petites molécules

afin d'identifier des composés principaux potentiels ayant les fonctions biologiques souhaitées. 1l a
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été utilise dans diverses études, notamment pour l'identification d'inhibiteurs de la protéase
principale COVID-19 (FINDRUG 2020).

1.3.1.3. Modéles QSAR
Les modeles QSAR établissent une corrélation entre les propriétés physicochimiques des
composés et leurs activités biologiques, fournissant ainsi un cadre pour prédire les effets de

nouveaux composés (Astuto et al., 2022; Daniel, 2024).

Ces modeles sont particulierement utiles dans les évaluations des risques environnementaux, ou ils
aident a combler les lacunes des données et a prédire les impacts écotoxicologiques (Astuto et al.,
2022).

1.3.1.4. Apprentissage automatique et ’intelligence artificielle
Les techniques d'apprentissage automatique, telles que les foréts aléatoires et les réseaux
neuronaux, sont de plus en plus utilisées pour prédire les propriétés pharmacocinétiques et

toxicologiques, offrant une grande précision dans les prédictions (Vasiliev et al., 2023).

Les méthodes basées sur I'lA améliorent la découverte de cibles médicamenteuses et
I'analyse pharmacocinétique, améliorant ainsi I'efficacité et le taux de réussite des processus de
développement de médicaments (lwata, 2023).

1.3.1.5. Applications dans la découverte de médicaments

Les méthodes in silico accélérent la découverte de médicaments en permettant un criblage
et un profilage virtuels, réduisant ainsi le temps et les colts associés aux essais expérimentaux
(Chand, 2023; Roney et MohdAluwi, 2024).

Si les méthodes in silico offrent des avantages significatifs en termes de rapidité et de
rentabilité, elles ne sont pas sans limites. Des défis tels que la modélisation précise de la flexibilité
conformationnelle et des effets du solvant dans I'amarrage moléculaire, et la nécessité de disposer
de nombreuses données pour les modéles d'apprentissage automatique, soulignent lI'importance
d'intégrer ces méethodes aux données expéerimentales pour les valider et les affiner (Mathur et al.,
2024; Rai et al., 2023).
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1.3.2. Applications des méthodes in Silico dans la Recherche Phytochimique

1.3.2.1. Thérapie du cancer

Les méthodes in silico ont été utilisées pour identifier les substances phytochimiques
capables de surmonter la résistance aux médicaments multiples dans le traitement du cancer. Par
exemple, une étude a passé au crible 375 substances phytochimiques pour déterminer leur capacité
a inhiber la P-glycoprotéine, une protéine associée a la résistance aux médicaments dans les
cellules cancéreuses. L'étude a identifié des composés comme la miltirone et le chamazuléne, qui
ont montré une forte inhibition de la croissance des cellules tumorales et une augmentation de
I'absorption intracellulaire des médicaments, démontrant le potentiel des méthodes in silico dans la

découverte de médicaments anticancéreux (Schafer et al., 2023).
1.3.2.2. Maladies infectieuses

Des techniques in silico ont permis d'étudier le potentiel des composés phytochimiques
pour le traitement des maladies infectieuses. Par exemple, les composés Andrographis paniculata
ont été comparés a la toxine diphtérique, identifiant le bisandrographolide comme un candidat
prometteur en raison de sa forte affinité de liaison et de ses propriétés pharmacocinétiques
favorables (Al-Khayri et al., 2023). De méme, des études in silico sur Mimusopselengi ont révelé
des composes ayant une grande affinité de liaison avec les récepteurs impliqués dans COVID-19,

suggeérant des applications thérapeutiques potentielles (Sai Ramesh et al., 2023).
1.3.2.3. Applications antioxydantes et anti-inflammatoires

Les méthodes in silico ont également été utilisées pour identifier des substances
phytochimiques ayant des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires. Une étude sur
Hemidesmus indicusa identifié des composés ayant une forte affinité de liaison avec la protéine
Keapl, qui est impliquée dans la réponse au stress oxydatif, suggerant leur utilisation potentielle
dans le traitement des maladies induites par le stress oxydatif (Vellur et al., 2023). En outre,
Glycyrrhiza glabra a été étudiée pour ses propriétés de renforcement immunitaire contre COVID-
19, la liquiritigénine étant identifiée comme une molécule potentielle pour l'inhibition de l'activité

de la protéase virale (Sekaran et al., 2024).

1.3.2.4. Maladies chroniques et mécanismes épigenetiques
Le potentiel des substances phytochimiques pour cibler les mécanismes épigénétiques dans

les maladies chroniques telles que la polyarthrite rhumatoide a été exploré a l'aide de méthodes in
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silico. L'aglaithioduline, un composé identifié par indexation de similarité, a montré une liaison
stable a HDACS, une cible épigénétique, suggerant son utilisation potentielle dans le traitement de

la polyarthrite rhumatoide (Deshpande et al., 2023).

1.3.2.5. Découverte et développement de médicaments

Les méthodes in silico facilitent les premiéeres étapes de la découverte de médicaments en
prédisant les profils ADMET (absorption, distribution, métabolisme, excrétion et toxicité) des
substances phytochimiques. Par exemple, les aloés indigénes d'Ethiopie ont fait l'objet d'un profil
pour leur ressemblance avec les médicaments et leurs cibles thérapeutiques, révélant leurs effets
polypharmacologiques sur diverses maladies (Bultum et al., 2022). De méme, la génotoxicité et
la toxicité d’Annona muricata L ont été évaluées, soulignant I'importance des études in silico dans

I'évaluation de la sécurité des substances phytochimiques (Ferreira et al., 2023).

1.4. Monographie des plantes étudiées

1.4.1. Généralité sur la famille des Lamiacées

La famille des Lamiacées, communément appelée famille de la menthe, représente un
groupe majeur parmi les angiospermes, 7 000 espéces réparties mondialement (Chrysargyris,
2024). Elle se distingue par son importance écologique, ethnobotanique et floristique, fournissant
des huiles aromatiques, du bois, et des plantes aux usages ornementaux, culinaires, et médicinaux.
La famille des Lamiaceae est organisée en 12 sous-familles et des études récentes ont permis
d'identifier 22 tribus, dont trois nouvellement définies (Li et al., 2016; Zhao et al., 2021).

Les Lamiacées sont riches en métabolites secondaires, comme les diterpenes, les
flavonoides et les huiles essentielles, souvent exploités en médecine traditionnelle pour leurs
propriétés antioxydantes et antiallergiques (Barbosa Silva Cavalcanti et al., 2019; Sim, Abd
Rani, et Husain, 2019).

Des études a I’échelle du génome ont mis en lumiere des geénes tels que le Mildew Locus O
(MLO) chez les Lamiacées, qui est impliqué dans la résistance a 1’oidium et pourrait étre exploité

pour selectionner des variétés plus résistantes (Giuseppe & Raffaella, 2023).

La polyploidisationrécurrente observée dans cette famille, accompagnée de duplications

génomiques, a également joué un role clé dans sa diversification rapide (Wang et al., 2024).
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1.4.2. Genre Satureja

Le genre Satureja, appartenant a la famille des Lamiacées, regroupe environ 200 especes
d’herbes et d’arbustes aromatiques, largement réparties dans les régions méditerranéennes et en

Asie.

Reconnu pour ses propriétés aromatiques et médicinales, le genre Satureja est trés prisé
dans les industries alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques en raison de ses huiles
essentielles et de ses composes bioactifs. Traditionnellement, ces plantes sont utilisées pour leurs
bienfaits thérapeutiques, notamment pour soulager les douleurs musculaires et traiter les troubles
gastro-intestinaux (Dunki¢ & Bezi¢, 2008 ; Tepe & Cilkiz, 2016).

Les especes de Satureja sont riches en huiles essentielles, contenant des composés comme
le thymol, le carvacrol et le limonéne, reconnus pour leurs activités antimicrobiennes et
antioxydantes (Dunki¢ & Bezié¢, 2008; Tepe & Cilkiz, 2016 ; Sefidkon & EmamiBistgani,
2021). Certaines especes présentent également des effets anti-inflammatoires notables. Par
exemple, des études sur Satureja nepeta montrent son potentiel pour moduler les réponses

inflammatoires en interagissant avec l'interleukine-6 (IL-6) (Ezaouine et al., 2022).

Satureja montana, une espece couramment étudiée, a démontré des propriétés

antioxydantes et anti-inflammatoires significatives, grace a des composés comme 1’acide ursolique

et I’acide oléanolique (Abdelshafeek et al., 2023).

Les huiles essentielles de Satureja révelent également des propriétés insecticides,
notamment contre les larves de moustiques, suggérant une utilisation potentielle comme agents
naturels de lutte contre les nuisibles (Michaelakis et al., 2007). Par ailleurs, des espéces comme
Satureja pilosa montrent des proprietés prometteuses pour la cicatrisation des plaies et lI'activité
antibactérienne, ouvrant des perspectives dans le traitement des affections cutanées (Panagiotidou
et al., 2023).

1.4.2.1. Satureja candidissima Munby Brik
1.4.2.1.1. Description Botanique

Cette plante, appartenant a la famille des Lamiacées, est recouverte d'un épais tomentum
velouté¢ de couleur blanchatre, a l'exception de I’inflorescence. Ses feuilles sont ovoides, et ses

fleurs, de 8 a 12 mm, sont courtement pédicellées et présentent une teinte rosée. Le calice et
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I'inflorescence sont glabres. Elle pousse naturellement entre les lauriers-roses et les pelouses
rocailleuses. En Algérie, on la trouve a I'état sauvage dans la région d'Oran et ses environs (Attou,
2015).

Elle a d'abord été décrite par Munby sous le nom de Melissa candidissima dans la province
d'Oran. Par la suite, cette plante a été reférencée sous divers synonymes, notamment Calamintha

candidissima (Munby) Benth. Et Satureja candidissima (Munby) Briq (Engler et al., 1897).

Cette plante se connu localement sous les noms de « Zaatercheleuh » et « Nabtaelbida » (Quezel
& Santa, 1962).

1.4.2.1.2. Classification Botanique

Le classement de Satureja candidissima Munby Brik dans le regne des plantes est comme suit :
e Régne : Plantae (Haeckel, 1866)

e Sous-regne : Viridiplantae

e Division : Magnoliophyta (Cronquist, Takhtajan & W. Zimmermann, 1966)

e Classe : Equisetopsida (Agardh, 1825)

e Sous-classe : Magnoliidae (Novék ex Takhtajan,
1967)

e Super-ordre : Asteranae (Takhtajan, 1967)

e Ordre : Lamiales (Bromhead, 1838)

e Famille : Lamiaceae (Martinov, 1820)

e Genre : Satureja

e Espéce : Satureja candidissima (Munby) Brig.

1.4.2.1.3. Propriétés Thérapeutiques

Satureja candidissima a démontré des effets bénéfiques dans les usages traditionnels.

Une enquéte ethnobotanique menée dans la région de Tlemcen révéle que la population
locale utilise cette plante, connue sous le nom de « Nabta el bida », pour lutter contre la grippe, les
vers intestinaux, les infections, ainsi que pour favoriser la cicatrisation des brdlures et des plaies
(Benyoucef et al., 2019).
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Elle possede également des effets spasmolytiques, utiles contre les troubles gastro-intestinaux
comme 1’indigestion et la diarrhée, et elle présente des actions anti-inflammatoires et analgésiques
(Attou, 2017). Cette plante est aussi reconnue pour réduire les ballonnements, stimuler la
digestion, agir comme tonique, antiseptique et antispasmodique, et soulager les coliques. Elle
possede par ailleurs des vertus réchauffantes et est recommandée en cas d’infections des voies

respiratoires, comme la bronchite (Iserin, 2001 ; Chevallier et Larousse, 2001).

En cuisine, Satureja candidissima Munby Brik est utilisée pour parfumer les sauces et pour
préparer des plats traditionnels. Dans la région Ouest algérienne, elle est incorporée dans la «
galette mbesses avec nabta », un mets composé de semoule, d'un mélange de beurre et d'huile, de

sel, d'eau et de feuilles fraiches de la plante finement hachées.

Dans la région de Sid Safi, on prépare le « Rfiss », un plat fait de semoule, de beurre, de sel, d'eau
et de feuilles fraiches de la plante. Une fois cuite, cette préparation est découpée en morceaux et

mélangée avec du lait ou du beurre fondu (Attou, 2017 ; Bouriah, 2023).

Cette plante, restée longtemps peu étudiee, présente une large gamme d'applications
médicinales et culinaires appréciées par les populations locales, qui en valorisent ses multiples

bienfaits dans leur quotidien.

1.4.3. Genre Nepeta

Le genre Nepeta, faisant partie de la famille des Lamiacées, regroupe environ 300 especes
de plantes reconnues pour leurs propriétés médicinales et aromatiques. Ces espéces sont largement
réparties en Afrique, en Asie, en Inde et en Amérique. Les plantes du genre Nepeta sont
renommées pour leurs utilisations en médecine traditionnelle et sont appréciées pour leurs
composés phytochimiques, qui conféerent divers effets thérapeutiques (Razavi, Ghaffari, et
Bidarlord., 2018 ; Mollova et al., 2023).

Les espéces de Nepeta sont largement utilisées en médecine traditionnelle pour le
traitement de divers maux, tels que le rhume, la fiévre, et d'autres troubles. La forme de
préparation la plus courante est la décoction, avec une préference pour les feuilles utilisées a des
fins médicinales (Manzoor et al., 2023). Le genre présente une gamme d’effets
pharmacologiques, notamment des propriétés antimicrobiennes, antioxydantes, anti-
inflammatoires et sédatives, attribuées a la présence d'huiles essentielles et d'autres composés
bioactifs (Salehi et al., 2018 ; Acquaviva et al., 2023).
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Les especes de Nepeta contiennent deux principaux types de composés aromatiques : la
népétalactone et le 1,8-cinéole/linalool. Ces composes sont responsables des diverses activités
biologiques du genre, incluant des effets potentiels antidépresseurs et cardioprotecteurs (Salehi et
al., 2018). Des especes spécifiqgues, comme Nepeta paulsenii, ont démontré des effets
cytotoxiques contre des lignées de cellules cancéreuses, soulignant leur potentiel en oncologie
(Hanif et al., 2023). Ce potentiel médicinal et aromatique fait du genre Nepeta un sujet de grand
intérét pour la recherche de nouvelles applications thérapeutiques et de nouveaux composés
bioactifs.

1.4.3.1 Espéce étudiée : Nepeta nepetellasubsp. Amethystina (Poir.) Briq
1.4.3.1.1. Description Botanique

Nepeta nepetella subsp. Amethystina (Poir.) Brig est une plante médicinale récemment
répertoriée en Algérie, ou elle n'avait pas encore été signalée (Bouafia, 2021). Cette espece se
développe dans 1’Atlas saharien, préférant les milieux secs et rocailleux, et elle est appelée

localement "Gouzia".

Cette plante odorante et vivace, mesurant entre 20 et 50 cm de hauteur, fleurit de juin a aodt. Ses
tiges quadrangulaires sont ramifiées et portent des feuilles opposées, lancéolées et crénelées,
mesurant de 1 a 2 cm sur 0,4 a 0,8 cm, avec une teinte grisatre caractéristique. Les inflorescences
sont formées de cymes axillaires courtes et laches, accompagnées de petites bractées écailleuses.
La floraison présente des fleurs bleues, une corolle irréguliére bilabiée avec quatre étamines (les
inférieures étant plus courtes que les supérieures), un calice a cing dents, et des fruits constitués de
quatre akénes soudés (Quézel et Santa, 1963 ; Valdés et al., 1987).

I. 4.3.1.2. Classification Botanique
Sur le plan taxonomique, Nepeta nepetellasubsp. Amethystina est classee, selon Quézel et
Santa (1962), Cantino et al. (1992), Ubera et Valdés (1983), ainsi que Valdés et al. (1987), de la

maniére suivante :
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Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Gamopétales

Ordre : Tubiflorales

Famille : Labiées

Sous-famille : Nepetoide

Genre : Nepeta

Espece : Nepeta nepetella

Sous-espece : Nepeta amethystina

1.4.3.1.3. Propriétés Thérapeutiques

Les espéces du genre Nepeta sont traditionnellement utilisées pour leurs effets fortifiants,
diurétiques, diaphorétiques, antispasmodiques, et antiasthmatiques, ainsi que pour lutter contre les
bactéries, les champignons, les virus et les insectes (Usher, 1984 ; GKinis et al., 2003 ; Touami,
2017).

Les huiles essentielles de certaines espéces de Nepeta ont été largement étudiées, notamment pour
leur teneur ennepetalactone (Dabiri et Sefidkon, 2003 ; Sefidkon et al., 2006).

En Algérie, une seule étude a exploré I'activité antimicrobienne et la composition chimique de
I'nuile essentielle et de I'nydrolat de Nepeta nepetellasubsp. Amethystina (Poir.) Brig. (Bellahsene
et al., 2015), Ces résultats pourraient favoriser I'émergence de nouvelles recherches en vue

d'études biologiques et pharmacologiques complémentaires.
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1. Matériels et méthodes

Ce travail vise & investiguer les activités antibactérienne et antioxydante des huiles
essentielles de deux plantes médicinales Nepeta Nepetella et Satureja Candidissima ainsi que

leur profil phytochimique.
Dans ce contexte, I’étude comporte les deux parties suivantes :

» La partie in vitro comprend :

e L’extraction des huiles essentielles.

e Caractérisation physico-chimiques des huiles essentielles.

e Caractérisation chromatographique des huiles essentielles par GC/MS.

o Evaluation de I’activité antioxydante « CAT, DPPH, FRAP».

e [Evaluation de Dactivité antibactérienne « authentification des souches testé par

coloration de gram - test de catalase, diffusion en puits».

» La partie in silico comprend :

e Sélection des cibles : Identification des protéines d’intérét.
e Préparation des ligands : Optimisation des structures moléculaires.
e Docking moléculaire : Simulation des interactions ligand-protéine.

e Analyse ADMET : Prédiction des propriétés pharmacocinétiques et toxicologiques.
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Huile essentielle obtenue par hydrodistillation de 4 heures a I'aide de
I'appareil Clevenger.
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11.1. Matériels utilisés

11.1.1. Materiel végetal
Satureja candidissima Munby Brik et Nepeta nepetella subsp. Amethystina sont des

plantes médicinales et aromatiques appartenant a la famille des Lamiaceae ou Labiatae.

La récolte des échantillons frais (partie aérienne) de Satureja candidissima et Nepeta
nepetella a été effectuée dans les régions d’Ain Temouchent (35° 17' 22" N, 1° 08' 28" W) et
d'Ain Safra (32° 45' 20" N 0°35'09" W) respectivement pendant la période de floraison.

En ce qui concerne I’identification botanique des deux espéces étudiées, Nepeta
nepetella a été identifiée par le professeur Gherib (université de Naama) et Satureja

candidissima par le professeur de science Mr Ghernaout.

Apreés la récolte, le matériel végétal est nettoyé (débarrassé des debris) et séché a

I’ombre et a I’air libre. Une fois séché, les plantes sont soumises a I’extraction.

(A) (B)

Satureja candidissima (A) Nepeta nepetella (B)

11.1.2. Souches bactériennes

L'efficacité antibactérienne des huiles essentielles a été évaluée contre une série de
bactéries gram-positives, dont Bacillus cereus ATCC 25921, Bacillus cereus groupe 1V
caractérisé par Ziane et al. (2014), Bacillus cereus groupe Il identifié par Ziane et al. (2016),
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et Staphylococcus aureus ATCC 25923. Ces souches ont été fournies par le laboratoire de,

Département de SNV, Institut des sciences et technologies, Université Belhadj Bouchaib, Ain

Temouchent.

Tableau 1 : Description et pouvoir pathogéne des souches testées

Espéce Gram | Code Habitat mode de | Références
ATCC contamination
Bacillus cereus + 25921 | Sol, eau, aliments | Ingestion (Jessberger et
(riz, produits | daliments al., 2020)
laitiers) contaminés
(toxines)
Staphylococcus + 6538 Peau, muqueuses, | Contact direct, | (Argudin,
aureus aliments ingestion, aérosols | Mendoza, et
Rodicio.,2010)
Listeria + 19111 | Sol, eau, aliments | Ingestion (Silva et al,
monocytogenes (produits laitiers, | d'aliments 2024)
viandes) contaminés
Pseudomonas - 27853 | Eau, sols, | Contact avec | (Schwartz et
aeruginosa surfaces surfaces al., 2024)
hospitalieres contaminées,
aérosols
Escherichia coli - 8739 Intestin des | Eau/aliments (Schoch et al.,
humains et | souillés,  contact | 2020)
animaux, eau | direct
contaminée

11.2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation dans un

appareil de type Clevenger. 100g de la partie aérienne des plantes étudiées sont

introduite

dans un ballon de 2 litres rempli d’eau aux 2/3 de son volume, I’ensemble est porté a

¢bullition pendant trois heures aprés 1’apparition de la premiére goutte de distillat & la sortie

du tube de condensation de la vapeur, en prenant garde de ne pas chauffer jusqu’a sec.
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Les vapeurs chargées d’huile en traversant un réfrigérant se condensent dans une

burette graduée. Aprés 1’élimination des traces d’eau avec du sulfate de sodium anhydre,
I’huile essentielle est récupérée et est conservée dans des tubes en verre fermé
hermétiquement a 1’abri de la lumiére et a une température entre 4 et 6°C. Le dispositif de

I’extraction est représenté dans la figure ci-dessous :

Figure 3 : Montage d’hydrodistillation (Clevenger)

I1.2.1. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids d’huile essentielle

extraite et le poids de la plante traité (AFNOR, 1986)

Le rendement est exprimé en pourcentage (%) selon la formule suivante :

R% = (mue/mys) x 100 d’ou

R : rendement en huile essentielle
Mye : masse en grammes de 1’huile essentielle

Mys : masse en grammes du matériel végetal sec
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11.2.2. Etude des propriétés organoleptiques (couleur, odeur, aspect)

Chaque huile essentielle est caractérisée par ces propriétés organoleptiques.
L’ appréciation des propriétés organoleptiques des huiles essentielles nécessite 1’utilisation de

nos sens afin d’évaluer 1’odeur, la couleur et I’aspect.

11.3. Analyses physico-chimique de I’huile essentielle
La caractérisation des huiles essentielles s’attache surtout a la détermination de la

densité et de I’indice de réfraction.

11.3.1. Densité relative

La densité relative a 20 °C d'une huile essentielle est le rapport de la masse d'un
certain volume d'huile essentielle a 20 °C, a la masse d'un égal volume d'eau distillée a 20 °C.
Cette grandeur est sans dimension et son symbole est D. Elle est calculée par la formule

suivante :

20 — 0/
D5 = m’/m

ou:

« m’ :lamasse en gramme de I’huile essentielle
« m : la masse en gramme de I’équivalent volume en eau dans les mémes conditions

(AFNOR, 1986).

11.3.2. Indice de réfraction

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon
lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de I’air dans I’extrait maintenu a une
température constante (AFNOR, 1986).

L’indice de réfraction a été mesuré en utilisant un réfractometre Schmidt Haensch.

35



Chapitre 11 : Matériels et méthodes

11.4. Analyse par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de
masse CG/SM

% Principe

La GC-MS a été utilisee afin d'analyser le poids moléculaire, la composition élémentaire
et la structure moléculaire des composés présents dans I'échantillon. Elle utilise deux
instruments analytiques différents, la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de
masse. On utilise la chromatographie en phase gazeuse afin de séparer et détecter les
différents composants chimiques des échantillons, ainsi que pour déterminer leurs quantités.
En revanche, la spectrométrie de masse permet de mesurer le rapport entre la masse et la

charge (m/z) des particules chargées (Hubschmann, 2015).

% Mode opératoire

Les huiles essentielles ont été analysées par un chromatographe en phase gazeuse
capillaire Shimadzu connecté directement a un systeme de spectrométrie de masse. Les
modeles GC-2010plus et GCMS-TQ8030 de la société Shimadzu scientifique instruments a
¢été utilisée pour effectuer I’analyse.

Une colonne capillaire de 30 m de long et d'un diametre intérieur de 0,31 mm et d’une
épaisseur de film de 0,25 mm a été utilisée.

Les conditions suivantes ont été appliquées : la température du four de la colonne a été
réglée a 60,0°C, la température d'injection a 230°C, le mode d'injection a la division, la
pression a 100 kPa, le deébit total a 7,3 mL/min, le débit de la colonne a 4,33 S mL/ min,
vitesse linéaire de 75,9 cm/s, debit de purge de 3,0 mL/min, et le rapport de fractionnement a -
1,0. La température de la colonne a été programmée pour passer de 60,0 a 230,0°C a un taux
de 2,00°C/min.

Pour le spectrométre de masse (MS), la température de la source d'ions était de 200,00°C,
la température de l'interface était de 230,00°C, le temps de coupure du solvant était de 3,00

min et le gain du détecteur a été fixé a 0,80 kV
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11.5. Etudes in vitro des activités biologiques
11.5.1. Détermination de I'activité antioxydante

11.5.1.1. Capacité antioxydante totale (TAC)

% Principe

La méthode TAC évalue l'activité antioxydante totale en mesurant la réduction du
molybdéne hexavalent (Mo(V1)) en molybdene pentavalent (Mo(V)) par lI'antioxydant présent
dans I'échantillon. Cette réaction forme un complexe vert de phosphate/Mo(V) dont
I'absorbance est mesurée a 695 nm.

% Mode opératoire

Un volume de 0.1 ml de solution mére de 1’huile essentielle a été combiné avec 1 mL
de solution réactive (acide sulfurique 0,6 M, phosphate de sodium 28 mM et molybdate
d'ammonium 4 mM). Les tubes a essai contenant la solution réactionnelle ont été incubés a
95°C pendant 90 min. Ensuite, lI'absorbance de la solution a été mesurée a 695 nm par rapport

au blanc aprés refroidissement a température ambiante.

La courbe d'étalonnage a été préparée en mélangeant de I'acide ascorbique avec du
méthanol. Le méthanol (0,1 ml) a la place de I'huile essentielle est utilisé comme blanc.
L'activité antioxydante est exprimée en nombre d'équivalents d'acide ascorbique (Wan et
al.,2011).

11.5.1.2. Essai de piégeage des radicaux libres DPPH
% Principe
Le DPPH, connu officiellement comme le 2,2-diphényl-1picrylhydrazyle, est un
radical libre stable utilisé fréqguemment pour évaluer la capacité des composés a piéger les
radicaux libres ou a donner de I'hnydrogéne. La réaction du DPPH avec un antioxydant ou un
composé réducteur peut étre suivie par le changement de couleur de pourpre au jaune
(absorption de 515 a 528 nm) (Kedare et Singh 2011).
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Pourpre Jaune

2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazine
(DPPH) (DPPH-H)

Pourpre Jaune

Figure 4 : Réaction du DPPH avec un antioxydant (Bibi Sadeer et al. 2020)

0,

% Mode opératoire

La solution DPPH a une concentration de 1 mM a été mélangée avec des huiles
essentielles a différentes concentrations, utilisant un ratio de 1 ml pour chaque échantillon
d'huile essentielle.

Les échantillons d'huile essentielle ont été préparés par dissolution dans le méthanol a
raison de 500ug/ml. Cette solution, dite solution meére, a subis ensuite des dilutions pour avoir
les concentrations suivantes : 250, 125, 62.5, 31.25ug/ml. Ces mémes concentrations ont été
préparées avec 1’acide ascorbique pour servir en tant que témoin positif. On réalise également

un blanc avec le méthanol absolu seul. Pour chaque concentration, le test est répété trois fois.

Les échantillons sont ensuite laissés a I'obscurité pendant 30 minutes, et la décoloration par
rapport au témoin négatif contenant uniquement la solution du DPPH est mesurée a 517 nm
(Bouhdid et al. 2008).

Le pourcentage d’inhibition (AA%) de D’activité antiradicalaire est calculé selon la

formule suivante:

AA (%) = [(Ac — At)/ Ac] x 100
Ou
Ac : Absorbance du contrdle.

At : Absorbance de 1’échantillon.
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11.5.1.3. La méthode de réduction de fer « Ferric Reducing Antioxydant Power
(FRAP) »

% Principe
Les substances qui ont un potentiel de réduction, réagissent avec le ferricyanure de
potassium (Fe**) pour former le ferrocyanure de potassium (Fe?*) qui réagit ensuite avec le

chlorure ferrique pour former un complexe ferreux ferrique qui a un maximum d’adsorption a

700 nm (Arulpriya et al., 2010 ; Vijayalakshmi et Ruckmani, 2016).

ArOH [ArOH)
‘

— -

Incolore Bleu intense

[Fe(TPTZ), 1™ [Fe(TPTZ),)*

Incolore Bleu intense

Figure 5 : Réaction du test FRAP (Bibi Sadeer et al. 2020)

Le dosage est proportionnel a la concentration molaire des antioxydants, ce qui en fait un
indicateur fiable de la capacité antioxydante (Hsieh et Rajashekaraiah, 2021).

%+ Mode opératoire

Dans un tube a essai contenant 1ml de chaque concentration des huiles essentielles testées,
on a ajouté 0,5ml de tampon phosphate (0,2M a pH 6,6) et 2,5 ml d’hexacyanoferrate de
potassium (10g/l). Le tube est chauffé a 50°C pendant 20 min dans un bain marie. Un volume
de 2,5 ml d’acide trichloracétique (100 g/l) est ajouté au mélange qui est centrifugé a 3000
tours/min pendant 10 min. Enfin, 2,5 ml du surnageant ont été mélangé avec 2.5 ml d'eau
Distillée et 0.5 ml de chlorure ferrique (1 g/l). Un contrdle sans échantillon est préparé dans
les mémes conditions. La lecture est a 700 nm. L’acide ascorbique est utilisé comme témoin
positif (Mourabiti et al., 2024; Oyaizu, 1986).
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11.5.2. Evaluation de I’activité antibactérienne
Dans la présente étude de 1’activité antimicrobienne in vitro des huiles essentielles testées
a été evaluée qualitativement et quantitativement par la technique : la diffusion par puits sur

milieu gélosé, permettant d'évaluer I'activité au contact.

11.5.2.1. Souches bactériennes

L'efficacité antibactérienne des huiles essentielles a été évaluées contre une série de
bactéries gram-positives, dont B. cereus ATCC 25921, B. cereus groupe IV caractérisé par
Ziane et al. (2014), B. cereus groupe Il identifié par Ziane et al. (2016), et Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Ces souches microbiennes particulieres ont été reconnues comme les principaux
responsables des épidémies d'origine alimentaire, selon le rapport de 'EFSA One Health 2019
Zoonoses Report (EFSA et ECDC, 2021).

Les souches microbiennes sélectionnées sont repiquées dans des tubes a essai contenant le
bouillon d'infusion de cceur de cerveau (BHI) et incubées a 37°C pendant 24 h afin d’obtenir
une culture jeune. Aprés incubation, la pureté des souches a été évaluée par l'observation
macroscopique de I'apparence des colonies et I'observation microscopique des cellules apres
coloration de Gram. L'authentification des souches testées a été confirmée a l'aide de deux
tests : I'observation microscopique apreés coloration de Gram et le test de la catalase.

¢ Préparation des suspensions microbiennes (inoculum)
Les souches microbiennes testées sont repiquées un milieu nutritif solide et incubées pendant
18 heures afin d’obtenir une culture jeune. Ensuite, des colonies sont prélevées et diluées dans

de I’eau physiologique pour avoir une absorbance équivalente a 0.5 Mc Farland

11.5.2.2. Méthode de diffusion sur gélose (méthode de puits)

¢ Principe
La méthode de diffusion sur gélose est la technique largement employée en
microbiologie pour évaluer I'activité antimicrobienne de diverses substances, comme les
antibiotiques, les extraits végétaux ou les composés chimiques. Grace a cette méthode, il est
possible de déterminer la sensibilité ou la résistance d'un micro-organisme & un agent

antimicrobien spécifique.
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% Mode opératoire
A I’aide d’un écouvillon stérile, les suspensions microbiennes préparées sont étalées
uniformément sur des boites de Petri contenant un milieu Mueller Hinton solidifié avec une

épaisseur de 8mm

Apres séchage des cultures, un puits d’environ 6 mm a été creusé a 1’aide de tubes a essai en
verre stériles (type Cloche de Durham). En fin, un volume de 5 pL des huiles essentielles a
testées de Satureja candidissima et Nepeta nepettela, ainsi que des témoins d'activité (le
Thymol) sont ajoutés dans les puits. Les cultures étaient incubées a 37°C pendant 24 heures.

La lecture des résultats consiste a mesurées le diamétre des zones d'inhibition autour des

puits, exprimé en millimétres.
Les huiles essentielles seront ainsi classées selon 1’échelle de Ponce et al. 2003 (93) en :

- HE non active (-) : si le diamétre d’inhibition ne dépasse pas 8mm
- HE active (+) : si 9 < diametre <14mm
- HE tres active (++) : si 15 < diametre <19mm

- HE extrémement active (+++) : si le diametre dépasse 20mm

I1.6. analyses statistiques

L'analyse statistiqgue des données a été réalisée en utilisant la méthode de l'analyse de
variance (ANOVA). Qui permet d'analyser les différences entre les moyennes des groupes
examinés (les huiles essentielles et I'acide ascorbique) en fonction des diverses concentrations

expérimentées.

Les valeurs de F obtenues et de probabilité (p-value) indiquent si ces différences sont

statistiquement significatifs.

La valeur de probabilité de p < 0,05 a été considéree comme indiquant une difference

statistiquement significative.

41



Chapitre 11 : Matériels et méthodes

11.7. Etude in silico

11.7.1. Docking moléculaire

% Principe

Le docking moléculaire est une approche de modélisation qui vise a anticiper la
maniere dont deux molécules, comme des médicaments ou des protéines, interagissent entre
elles. Cette méthode repose sur l'utilisation de modeles informatiques pour estimer la
configuration tridimensionnelle des molécules en interaction. L'ambition principale est de
déterminer des structures tridimensionnelles crédibles pour les molécules examinées. Les
solutions proposées par le docking sont ensuite évaluées et classées selon divers critéres afin
de déterminer la configuration la plus susceptible d'exister dans un contexte naturel.

Plus spécifiquement, la méthode de docking moléculaire implique de prédire la position et la
conformation d'une petite molécule (appelée ligand) lorsqu'elle se lie & une molécule plus
grande, souvent une protéine (le récepteur). L'objectif est de simuler l'interaction entre ces
deux molécules au niveau des atomes pour identifier la configuration du complexe formé qui
offre la plus grande stabilité (Huang et Zou, 2010 ; Ferreira et al., 2015 ; Ahuja et al.,
2022; Arya et Kaur, 2022).

11.7.1.1. Dessin et minimisation des ligands

Les structures tridimensionnelles (3D) de tous les composés chimiques présents dans
les deux plantes médicinales analysées ont été élaborées a l'aide du logiciel ChemDraw
Professional 15 (Novitasari, 2021). Par la suite, ces structures ont été optimisées en termes
d'énergie a l'aide du logiciel Chem3D 15.0 (PerkinElmer, Etats-Unis).

Les ligands ainsi obtenus ont été prépares pour les études de docking en utilisant I'outil
Python Prescription Virtual Screening (PyRx) (Dallakyan et Olson, 2015). Les fichiers au
format sdf des ligands ont été convertis en format pdbqt a l'aide du logiciel OpenBabel intégré
dans PyRx (O’Boyle et al., 2011).

11.7.1.2. Sélection et préparation des cibles
Les structures tridimensionnelles (3D) des protéines cibles, présentées dans les photos

suivantes, ont été obtenues en téléchargeant des fichiers PDB contenant la conformation
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tridimensionnelle de I'enzyme depuis la base de données Protein Data Bank RCSB

(https://www.rcsb.org/) (Berman et al., 2000).

Dans notre étude, le docking a été réalisé avec les codes 1JZQ, 1KZN, 2VEG, 3SRW,
3TTZ, 3UDI, 4ALL comme cibles antibactériennes et 10G5, 2CDU, 3NRZ comme cibles
antioxydantes, car ce sont des structures correctement definies avec des résolutions
respectives de 3.00 A, 2.30 A, 240 A, 1.70 A, 1.63 A, 2.60 A, 2.80 A et 2.55 A, 1.80 A, 1.80
A et largement reconnue et utilisée dans de nombreux articles scientifique (Alves et al., 2014;
Kannabiran, 2016 ; Aouf et al., 2022; Boudechicha et al., 2024).

Les complexes protéiques ont été séparé de ses ligands afin d’obtenir un récepteur avec un
site actif libre. Le récepteur est ensuite préparé par Auto Dock Tools (version 1.5.6, The
ScrippsResearch Institute, La Jolla, CA, USA) en éliminant les molécules d'eau, les

hétéroatomes, les chaines protéiques indésirables et les ligands cocristallises.

Ensuite des atomes d'hydrogene polaires et des charges de Gesteigeront été ajoutée. Les
structures résultantes ont été converties au format pdbqt requis par le programme Auto Dock

Vina.

11.7.1.3 Protocole de docking
Le processus de docking moléculaire des composés a été effectué a l'aide du logiciel
graphique PyRX, en utilisant I'algorithme de notation d'AutoDock Vina pour estimer I'énergie

d'interaction (AG) de chaque ligand avec la protéine cible (Dallakyan et Olson, 2015).

Pour démarrer, la protéine et les molécules de ligand ont été sélectionnées et positionnées
dans l'assistant Vina. Une boite de grille a ensuite été placée autour de la structure de la
protéine, en ajustant sa taille pour englober les résidus du site actif préalablement identifiés.
Le logiciel AutoDock Vina a été exécuté avec ces parameétres pour réaliser le docking des

ligands.

La boite de grille définissait I'espace de recherche pour le docking, avec ses dimensions
et son emplacement déterminés en fonction des coordonnées du site actif de la protéine (voir

tableau 2 pour les détails).

Les résultats du docking ont été obtenus sous forme de valeurs d'énergie libre de liaison

(AG, en kcal/mol) pour chaque molécule testée. L'analyse des interactions entre les ligands et
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la protéine a été réalisée a l'aide de BIOVIA Discovery Studio 2021 Client, tandis que

I'évaluation de la précision des prédictions de docking a été effectuée en calculant les valeurs

de déviation quadratique moyenne (RMSD) avec le logiciel PyMOL.
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Code Centre de la grille Taille de la grille
Récepteur Ligand co-cristallisé Structure 3D
PDB
Isoleucyl- N-[isoleucinyl]-n"- center_x =-27.9244 size_x =16.5063
tRNAsynthetase | 137Q | [adenosyl]-diaminosufone center_y = 6.7316 size_y = 12.1031
(ILA)

center_z =-28.9219 size z=6.7610

center_x =19.1535 size_ x =13.6159

ADN gyrase o )
1KZN Clorobiocin (CBN) center_y = 30.3937 size_y =15.6881
center_z = 34.7436 size_z =19.3188
Dihydropteroate center_x = 31.1645 size_x =9.0647
Pterin-6-yl-methyl-
synthase 2VEG Y Y center y =48.2070 | size y=12.2710

monophosphate (PMM)
center_z =0.0389 size_z=8.8451
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Dihydrofolatere

ductase

3SRW

7-(2-ethoxynaphthalen-1-
yl)-6-
methylquinazoline2,4-
diamine (Q27)

center_x = -5.1462
center_y =-32.1218

center_z = 6.0652

size x =9.0414
size y=12.7914

size z =7.2857

DNA

gyrasesubunit B

3TT1Z

2-[(3S,4R)-4-{[(3,4-
dichloro-5-methyl-1H-
pyrrol-2-
yl)carbonyl]lamino}-3-
fluoropiperidin-1-yl]-1,3-
thiazole-5-carboxylic
acid (07 N)

center_x = 16.0885
center_y =-18.9871

center_z = 6.7818

size x =21.7448
size y =14.4702

size_z =12.0405

Penicillin-
binding protein
laPBPla

3UDlI

Penicillin G-open form
(PNM)

center_x = 34.0974
center_y =-0.6934

center_z = 12.5146

size_x =8.2053
size_y =9.8831

size_z =10.5326
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Enoyl-[acyl-
carrier-protein]
reductase
[NADPH] center_x = 0.8499
size_x =6.8737
center_y =-21.5459
4ALL Triclosan (TLC) size_y =6.4816
center_z =-23.3818
size_z =9.8664
center_x =-20.3082 size_x =8.5196
CYTOCHROM )
10G5 S-WARFARIN (SWF) center_y = 86.8182 size y=7.9703
E P450 2C9 )
center_z = 38.6554 size_z = 8.3328
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center_x = 18.6264 size x =9.8077
NADPH ADENOSINE-5'- )
2CDU center_y =-6.1721 size_y = 11.2666
OXIDASE DIPHOSPHATE (ADP) _
center_z =-0.4429 size_z =13.9974
Xanthine center_x = 37.9405 size x =12.1100
HYPOXANTHINE )
dehydrogenase/o 3NRZ (HPA) center_y = 19.6880 size_y =9.6306
xidase center_z = 18.0849 size z=12.0415

Tableau 2 : Paramétres d'amarrage moléculaire et cibles protéiques.
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11.7.2. Analyse ADMET

La sélection des ligands pour l'analyse du profil ADMET repose sur deux criteres
principaux. Tout d'abord, nous avons étudié le profil ADMET de tous les composants
majoritaires des huiles essentielles ceux présentant les concentrations les plus élevées.
Ensuite, nous avons inclus dans notre analyse les ligands caractérisés par une affinité de
liaison élevée avec les cibles biologiques 3NRZ et 4ALL. Cette approche nous permet
d’évaluer a la fois les principaux constituants des huiles essentielles et les molécules
présentant un fort potentiel d'interaction, garantissant ainsi une analyse approfondie de leur

comportement pharmacocinétique et toxicologique.

Le logiciel ChemDraw Professional 15.0 a été utilisé pour représenter les structures des
composés sélectionnés dans les huiles essentielles en vue des analyses pharmacocinétiques,
couvrant I'absorption, la distribution, le métabolisme et I'excrétion (ADME). Les ligands ont
été convertis au format SMILES comme illustré dans le tableau 3 puis leurs propriétés
pharmacocinétiques ont été évaluées a 1’aide de I’outii ADME du serveur en ligne
SwissADME (http://www.swissadme.ch/, consulté le 02 mars 2025) (Daina et al., 2017).

Par ailleurs, I’évaluation du profil toxicologique a été réalisée a 1’aide de la plateforme

ProTox-3 (https://tox.charite.de/protox3/, consulté en mars 2025), qui permet de prédire

divers paramétres de toxicité, notamment I’hépatotoxicité, la cytotoxicite, la mutagénicité, la
cancérogeénicité et I’immunotoxicité et la dose létale 50 (DL50) et la classe de toxicité

(Banerjee et al., 2024).
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Molécule SMILES canonique
Satureja Composants ]
o ) Lig29 Pulegone CCl1CC(/C(CcCr)=C(C)/C)=0
candidissima majeurs
_ Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-
Ligls O=Cl[C@H](C(C)C)CC[C@@H](C)C1
methylethyl)-, trans
_ Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 1,7,7-trimethyl-,
Lig35 OCl[C@@](C2(C)C)(C)CCcC2C1
(1S-endo) borneol
_ 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-
Lig46 ) O=C1C=C(C)CC/C1=C(C)\C
methylethylidene)
Composants ayant
un pouvoir Lig8 Benzene, methyl(1-methylethyl)- CC(C1=CcC=Cc=C10)C
antioxydant
) Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-
Lig9 _ C/C(C)=C1CC=C(C)CC/1
methylethylidene)-
) Benzofuran, 4,5,6,7-tetrahydro-3,6-
Ligl7 ) CC(C1)ccc2=Cc10c=C2C
dimethyl-
Lig31 2-cyclohexen-1-one, 2-(2-methyl-2- 0=C1C(CC(C)=C)=CCCC1
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propenyl)-
Lig32 Benzene, 1-methoxy-4-(2-propenyl)- C=CCC1=CC=C(0C)C=C1
_ 2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1-
Lig38 O=C1C(C)=CCC(C(C)=C)C1
methylethenyl)-
_ 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-
Lig43 O=C1C=C(C)CCC1C(C)=C
methylethenyl)-, (+)-
_ 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-
Lig46 _ O=C1C=C(C)CC/C1=C(C)\C
methylethylidene)-
Lig49 2-Allyl-4-methylphenol 0OC1=CcC=C(C)Cc=C1CcCc=C
Composants ayant ]
) _ 1,4,8-cycloundecatriene, 2,6,6,9-
un pouvoir Lig30 C/C1=C\CC(C)(C)/C=C/CIC(C)=C/CC1
) _ tetramethyl-, (e,e.e)-
antibactérien
_ 1,6-cyclodecadiene, 1-methyl-5-methylene-
Lig34 CC([C@H]1/C=C/C(CC/C=C(C)/cC1)=C)C

8-(1-methylethyl)-, [s-(e,e)]-
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Bicyclo[8.1.0]Jundeca-2,6-diene, 3,7,11,11-

CC1(C)[C@]2([H])CCIC(C)=CICCIC(C)=C\[C@@

Lig37
tetramethyl-, (1r*,2z,6e,10r*)-(.+-.) 112[H]
_ C=ClCC[C@]2(C(C)([C@H]3C[C@@]12CC[C@
Lig40 Cedrene
H]3C)C)[H]
] 1-Hydroxy-1,7-dimethyl-4-isopropyl-2,7-
Lig50 ) CC(Cl/C=C/C(C)(O)Cc/c=C(C)/ccr)c
cyclodecadiene
_ 1h-cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-
Lig51 ) OC(C1C(C2(C)C)c2ccey)(Cc)ceercs=C
1,1,7-trimethyl-4-methylene-
Nepeta Composants )
_ Lig42 4a Alpha, 7alpha, 7a Beta-Nepetalactone C[C@@H]1CC[C@H]2[C@H]1C(=0)OC=C2C
Nepetella majeurs
ClC@]([Ca@@]12[H]([HD)CC[C@@]1([H))C(C)=
Lig37 4a Alpha, 7alpha, 7a Alpha-Nepetalactone [celd J2iADHDECL HDeE©)
COC2=0
Lig57 Spiro[5.6]dodecane ClCCcCcCc1l2cccececeez
Ligl6 Camphor CCl2C(CCc(Cc(C)2C)ce)=0
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Composants ayant
un pouvoir Lig26 Farnesene <(E)-, beta-> CCC(CcC/C=C(Cc/Cc=C(C)/C)\C)=C

antioxydant

Lig28 4-Ethylbenzoic acid, 3-phenylpropyl ester | O=C(OCCCC1=CC=CC=C1)C2=CC=C(CC)C=C2

Lig34 Hydrocinnamate <ethyl-> O=C([O-])C(CC)CC1=CC=CC=C1

Lig51 Alpha.-bisabolol CC1=CC[C@H](CCI[C@](C)(CCC=C(C)C)O

Composants ayant
CCl=CC[C@H]2[C@H]3[C@@H]l[C@@]2(CC[

un pouvoir Ligl5 Copaene
C@H]3C(C)C)C

antibactérien

Cyclobuta[1,2:3,4]dicyclopentene,
Ligl7 1,2,3,3a,3b.beta.,4,5,6,6a.beta.,6b.alpha.- CC([C@H]1c(cac3cee2)c3ceel)ce
decahydro-1.alpha.-isopro pyl

CIC/1=C\CCC(=C)[C@H]2CC([C@@H]2CC1)(C)

Lig22 Caryophyllene c
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Ligdl

1,4-Methanoazulen-7(1H)-one, octahydro-
4,8,8,9-tetramethyl-, (+)-

0=C1CCC2(C)C3CCC(C2C)C3C1(C)C

Ligd?

Muurolol <alpha-,epi->

CC1=C[C@H]2[C@@H](CC[C@]([C@H]2CC1)(C
)O)C(C)C

Lig50

Alpha.-cadinol

CC1=C[C@H]2[C@@H](CC[C@]([C@@H]2CC1)
(C)0)C(C)C

Tableau 3 : Composants chimiques des plantes étudiées et leurs SMILES canoniques
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

I11. Résultats et discussion

111.1 Rendement des huiles essentielles

Le rendement moyen en huile essentielle a été calculé en fonction de la quantité de la
matiére végétale séche utilisée. Les résultats des rendements en huiles essentielles obtenus par
hydrodistillation a partir de Satureja candidissima et Nepeta nepetella sont respectivement 1,6
% et 0,65 %.

Nos résultats sont inférieurs a ceux rapportés précédemment par Bouriah (2023) et
Radulovi¢ et al. (2011) respectivement pour S. candidissima (1,9%) et N. nepetella (1.3%).

Ratulescu et al. (2021) ont noté que la teneur en huile essentielle est fortement influencée
par des facteurs biotiques et abiotiques, ainsi que par les variations entre les années de récolte et

les caractéristiques génetiques des génotypes.

Les variations dans le rendement d'huile essentielle au sein des especes peuvent étre
attribuées a plusieurs facteurs. Parmi ceux-ci figurent les conditions climatiques et
environnementales, le stade de croissance des plantes, ainsi que la période de récolte. De plus, la
variabilité génétique, les méthodes de traitement post-récolte, et les techniques de distillation ont
également un impact significatif sur le rendement des huiles essentielles (Fontana, et Nicola
2013, Srivastava et al., 2021; Stefanakis et al., 2022; Tibaldi, Vlachou et al., 2023).

I11.2. Résultats des analyses physico-chimiques des huiles essentielles

Les propriétés physico-chimiques constituent un moyen de Vérification et de contrdle de qualité
des huiles essentielles. Mais certaines propriétés organoleptiques comme la couleur, et I’odeur
peuvent aussi étre pertinentes pour juger la qualité d’une huile. L hydrodistillation des parties
aérienne de Satureja candidissma et Nepeta nepetella a donné des huiles essentielles de couleur

jaune avec une odeur douce et mentholé
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111.2.1. Densité

Tableau 4 : Résultats de ’indice de réfraction et de la densité des huiles essentielles de S.

candidissima et N. nepetella

Parametres Nepeta nepetella Satureja candidissima
Densité 0.863 0.928
Indice de réfraction 1,3335 1,4977

D’apres les résultats obtenus, Nepeta nepetella a une densité de 0,863, inférieure a celle de
Satureja candidissima, qui est de 0,928.

Cette différence peut indiquer une variation dans les proportions des composes chimiques
présents, tels que les monoterpénes, les sesquiterpenes, ou d'autres substances volatiles.

Les monoterpénes, plus légers et plus volatils, sont souvent présents en plus fortes concentrations

dans les huiles moins denses, ce qui renforce leur profil aromatique (Dehsheikh et al., 2020).

111.2.2. Indice de réfraction
Nepeta nepetella a un indice de réfraction de 1,3335, ce qui est inférieur a celui de Satureja

candidissima, qui est de 1,4977.

L'indice de réfraction peut représenter un outil essentiel pour une vérification rapide et
économique de la qualité. Un indice de réfraction supérieur pour Satureja candidissima peut
suggerer une présence accrue de composés aux structures moléculaires plus complexes ou plus

importantes, telles que les sesquiterpenes (Delgado Ospina et al., 2016).

111.2.3. Composition chimique des huiles essentielles

I11.2.3.1. Composition chimique de I’huile essentielle de Nepeta nepetella par CG-SM

L’identification des composants d’huile essentielle de Nepeta nepetella a été réalisée par
I'utilisation de GC (RI) et GC (MS). Cinquante-sept composés ont été identifiés (Tableau 5),

représentant 91,01 % de la composition totale.
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Le tableau suivant présent les différents composés, ainsi que leur temps de rétention, leur

surface, et leur représentation en 2D dessinée a l'aide du logiciel ChemDraw.

Tableau 5 : Composition chimique par CG/SM de I’HE de Nepeta nepetella
subsp. Amethystina (Poir.) Brig.

N Nom Du Composé Temps de | Surface |Structure 2D

rétention |%

(min)
ligl |Hexane 3.020 0,34 /\/\/
lig2 |Butanoic Acid, 3-Methyl-, 2-Methylpropyl |3.310 0,07 )\/D’\

Ester O/Y
lig3 |Pentane, 3-Methyl 3.385 0,06 \/l\/
ligd | Myrcene 3.444 0,17

AN Vs
lig5 |Pentane, 2,2,3-Trimethyl 3.517 0,06 /\’)<
lig6 |3-Heptanone, 5-Ethyl-4-Methyl 3.625 0,05 \:l\'/ﬁ\/
lig7 |1,3,6-Octatriene, 3,7-Dimethyl-, (Z) 3.716 0,22
N
lig8 |P-Mentha-1,8-Diene 4.060 0,11 \li;|\'r
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lig9 |Eucalyptol 4.214 0,32
lig10 | (R)-(+)-3-Methylcyclopentanone 4.447 0,06
ligll | Butanal, 2-Methyl 4.529 0,06
ligl2 | Hex-2(E)-Enal 4.702 0,07
ligl3 | Benzene, Ethenyl 5.950 0,11
ligl4 | 2h-Pyran-3(4h)-One, 6-Ethenyldihydro- 14.364 0,29
2,2,6-Trimethyl
ligl5 | Copaene 14.692 0,05
ligl6 | Camphre 15.298 4,98
ligl7 | Cyclobuta[1,2:3,4]Dicyclopentene, 15.453 0,06
1,2,3,3a,3b.Beta.,4,5,6,6a.Beta.,6b.Alpha.-
Decahydro-1.Alpha.-Isopro Pyl
ligl8 | 2-(1-Cyclopent-1-Enyl-1-Methyl-Ethyl)- 15.718 0,05 O
Cyclopentanone
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ligl9 | Bicyclo[3.1.1]Heptan-2-One, 6,6-Dimethyl-, | 17.003 0,05
(IR)

((1R)-(+)-Nopinone)

&

T
o

lig20 | 1,6-Octadien-3-Ol, 3,7-Dimethy!l 17.198 0,18

/

lig21 | Bicyclo[2.2.1]Heptan-2-0Ol, 1,7,7-Trimethyl-, | 17.397 0,18
Acetate, Endo ,
(Bornyl Acetate)

0
{ \

lig22 | Caryophyllene 17.549 0,3
lig23 | 3-Cyclohexen-1-Ol, 4-Methyl-1-(1- 18.189 0,13
Methylethyl)
.
lig24 | Bicyclo[3.1.1]Hept-2-Ene-2- 18.440 0,05

Carboxaldehyde, 6,6-Dimethyl
((1n)-(-)-Myrtenal)

lig25 | Cyclopropane, 1,1,2-Trimethyl-3-(2-Methyl- | 19.424 0,74
1-Propenyl)

lig26 | (E)-, Beta-Farnesene 20.000 0,55

lig27 | 4,6,6-Trimethylbicyclo[3.1.1]Hept-3-En-2- | 20.105 0,15
ol
(S)-Cis-Verbenol

4 Jrde

o
I

lig28 | 4-Ethylbenzoic Acid, 3-Phenylpropyl Ester | 20.289 0,11

=3
S
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lig29 | Borneol 20.594 0,31
OH
lig30 | Z-3-Hexenyl Lactate 21.308 0,12
lig31 | 2,6-Octadienal, 3,7-Dimethyl 21.376 0,08
lig32 | Neryl Acetate 22.105 0,06
lig33 | Benzenepropanoic Acid, Methyl Ester 23.825 0,21
lig34 | Hydrocinnamate <Ethyl-> 24.682 0,15
lig35 | Cyclopentanecarboxylic Acid, 2-(2- 25.735 0,6
Hydroxy-1-Methylvinyl)-5-Methyl-, .Delta.-
Lactone
lig36 | 1,4-Methanoazulen-7(1h)-One, Octahydro- | 25.905 0,09
1,5,5,8a-Tetramethyl
lig37 | 4a Alpha, 7alpha, 7a Alpha-Nepetalactone |26.311 10,23
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lig38 | (-)-5-Oxatricyclo[8.2.0.0(4,6)]Dodecane,,12- | 26.474 0,3
Trimethyl-9-Methylene-, [1r-
(1r*,4r*,6r*,10s*)] ou
(Caryophylene Oxide)
lig39 | Phosphoric Acid, 4,5-Dimethoxy-1- 26.685 0,05 ~ o
Naphthalenyl Dimethyl Ester
o
o\l/o\
I
o
lig40 | (E)-Ethyl 7-Oxo0-2,5,5-Trimethylhept-2- 26.945 0,07
Enoate
lig4l | 1,4-Methanoazulen-7(1H)-One, Octahydro- |27.015 0,17
4,8,8,9-Tetramethyl-, (+)-
ligd2 | 4a Alpha, 7alpha, 7a Beta-Nepetalactone 27.733 58.98
lig43 | 1,6,10-Dodecatrien-3-Ol, 3,7,11-Trimethyl | 28.059 0,06
(Nerolidol)
lig44 | 2-Cyclohexen-1-One, 3-Methyl-6-(1- 28.305 0,1
Methylethyl)
(P-Menth-1-En-3-One)
ligd5 | Sesquisabinene Hydrate 29.219 0,21
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lig46 | 2-lsopropyl-4-Methylcyclohexyl 29.565 0,26 o
Ethylphosphonofluoridate ”
\/T\O
F
lig47 | Muurolol <Alpha-,Epi-> 30.137 0,09 <
C
lig48 | 1-Naphthalenol, 1,2,3,4,4a,7,8,8a-Octahydro- | 30.425 0,28
1,6-Dimethyl-4-(1-Methylethyl)-, [1s-
(1.Alpha.,4.Alpha.,4a.Alpha)
lig49 | 5-Caranol, Trans,Trans-(+) 31.079 0,87
lig50 | Alpha.-Cadinol 31.202 0,11
lig51 | Alpha.-Bisabolol 32.263 0,28
lig52 | O-Isopropylphenetole 32.775 0,67
o/\
lig53 | 2-Oxabicyclo[2.2.2]Octane, 1,3,3-Trimethyl |33.892 0,1
(o]
ligh4 | 4-Oxo-.Beta.-Isodamascol 37.980 0,13
HO
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ligh5 | Cyclopentanecarboxylic Acid, 2-Acetyl-5- 38.413 0,28 {
Methyl
lig56 | Bicyclo[3.1.0]Hexane-2-Undecanoic Acid, |40.151 1,13 :
Methyl Ester e
ligs7 | Spiro[5.6]Dodecane 40.443 5,45

D’aprés la base de données du National Institute of Standards and Technology (NIST),
utilisée pour nos analyses en chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CG/SM) ainsi que les groupes fonctionnels clés, les principaux composants identifiés

dans cette huile semblent étre des monoterpénes oxygéneés de formule C1oH160.

Selon l'analyse phytochimique de cette I'huile essentielle, plusieurs composés importants ont été
identifiés. Parmi ceux-ci, on a identifié des isomeéres de Nepetalactone 4aa,7a,7ap et 4aa,70,7aa,

le Spiro[5.6]Dodecane, le camphre, le caryophyllene et le (-)-p-bourbonene.

Il est observé que la Nepetalactone représente 69,21 % de I'huile, en faisant le composé principal,
suivie par le Spiro[5.6]dodecane et le Camphre qui représentent respectivement 5.45% et 4.98%
de I'huile essentielle. Des composants similaires ont été identifiés par des recherches antérieures
(Seladji, 2015; Bellahsene et al., 2015).

Le pourcentage de népétalactone dans cette étude est supérieur a celui rapporté par Seladji
(65 %) mais inférieur aux résultats décrits par Bellahsene et al. (2015) (88,65 %). En ce qui
concerne le camphre, cette étude a révélé une concentration plus élevée de 4,98 %, comparée a

celle rapportée par Belhacene et al. (2015), qui était de 0,21 %.

Cette différence peut étre attribuée a plusieurs facteurs, tels que les variations climatiques

et édaphiques (Boucherit, Benaradj et Bouderbala, 2021).

De plus, des divergences dans les techniques d’extraction et d’analyses sont également notables.
Seladji (2015) n’a pas utilisé ’appareil de Clevenger, qui permet une mesure directe du volume
d’huile essentielle. La maturité des plantes au moment de la récolte pourrait également jouer un

réle crucial dans la biosynthése des composés spécifiques (Yang et al., 2018).
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Parmi les composés de la plante, on observe plusieurs substances en faible concentration mais
trés efficaces, notamment avec des propriétés antibactériennes comme le caryophylléne oxyde,
le caryophyliéne, le (-)-B-bourbonéne, ainsi que d'autres aux propriétés antioxydantes, telles que
I'ethyl hydrocinnamate. Ces aspects seront détaillés dans la section in silico, ou les propriétés de
I'ensemble des composés seront étudiées sur des cibles médicamenteuses antibactériennes et

antioxydantes.

Tableau 6 : Composition chimique de I’huile essentielle de Nepeta nepetella subsp.

amethystina (Poir.) Brig.rapportée dans la littérature.

Espece Source Rendement( | Composants détectés Références
%)
a-Thujéne (0.1%), o-Pinene (1.2%),
Nepeta Région 1.50% Oct-1-en-3-o0l (0.2%), Sabinéne (tr), B- | Seladji
Nepetella | d'Ain- Pinéne (3.0%), p-Cyméne (0.2%), | (2015)
Safra Limonéne (0.1%), B-Phellandrene (tr),
située (2)-p-Ocimene (0.7%), (E)-p-Ocimeéne
dans (1.9%), vy-Terpinéne ( 0.3%), Linalol
l'ouest de (0.6%), Salicylate de méthyle (0.1%),
I'Algérie Géranial (0.2%), Nepetalactone

4a0,70,7a0.  (0.7%), Nepetalactone
4a0,70,7ap (64.3%), p-Bourbonene
(0.6%), (E)-p-Caryophylléne (5.2%),
(E)-B-Farnéséne (7.8%), a-Humuléne
(0.2%), Germacrene D (0.2%), Oxyde
de caryophylléne (0.7%). Représentent
88.3% de I’huile essentielle totale.

(2)-Hex-2-en-1-ol (tr), a-Pinene | (Bellahsene

Nepeta Région 0.60% (0.20%),  Camphene (tr), Octan-3- | et al. 2015)
Nepetella | d'Ain- one(0.10%), Sabinene (tr), B-Pinene
Subsp. Safra (0.41%), p-Cymene (0.23%), 1,8-
Amethystina | située Cineole  (0.45%), (2)-p-Ocimene
(Poir.) Brig | dans (0.10%), vy-Terpinene (tr), Linalool
(0.12%), trans-p-Menth-2-en-1-ol
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l'ouest de (0.10%), Camphor (0.21%), Terpinene
I'Algérie 4-ol (0.32%), a-Terpineol (0.41%),
Myrtenal ~ (0.21%), trans-Piperitol
(0.40%), Linalyl acetate (tr), Thymol
(2.30%), Bornyl acetate (0.50%),
Carvacrol  (0.35%), Nepetalactone
4aa,70,7a0. (16.25%), Nepetalactone
4a0,70,7ap (72.40%), (E)- P -
Caryophyllene (0.60%), o —Humulene
(0.10%), (E)- p —Farnesene (0.21%), B-
Ionone (tr), o —Muurolene (0.10%), v-
Cadinene  (0.20%), Elemol  (tr),
Spathulenol (tr), Caryophyllene oxyde
(0.40%), a—Cadinol (tr). Représentent
96.77% de I’huile essentielle totale.

Nepeta Espagne a-Pinene (0.12%), B-Pinene (0.78%), 3 | Velasco-
Nepetella L. octanone ( 0.17%), myrcene (0.25%), o | Negueruela et
Amethystina phellandrene  (0.15%), p-Cymene | al. (1989)
Poiret (0.28%), 1.8 Cinéol + Limoene (1.11%),

Cis B-Ocimene (0.82%), Trans PB-
Ocimene (0.73%), cis linalyl oxyde
(0.13%), trans linalyl oxide (0.08%),
Linalol (0.78%), neo allocimene
(0.20%), terpinene 4-ol (0.19%), p-
Cymene-8-ol (0.41%), Aldehyde NI
(5.30%), t-carvéol (0.10%), Géraniol
(0.15%), thymol (0.05%), methyl nonyl
ketone (0.05%), 4a0-70-7aa-
nepetalactone (41.88%), 4aca-7a-7ap-
nepetalactone (39.42%), 4ap-7a-7ap-
nepetalactone (1.01%) pB-Bourbonene
(0.72%), B-Eleméne (0.52%), PB-
Caryophylléne (0.63%), a-Humuléne

(0.82%), 6-Cadinene + acide népétalique
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(0.20%), caryophyllene Oxyde (1.82%),
humuléne Oxyde (0.34%), o-Cadinol
(0.19%).

La composition chimique de I'huile essentielle de Nepeta nepetella a été caractérisée par
une faible teneur en caryophyllene et en oxyde de caryophylléne. Ces résultats se concordent
avec ceux de Rodriguez (1990) et Bellahsene et al. (2015).

Nous avons constaté que nos résultats sont en accord avec ceux de Velasco concernant la
présence du composé B-bourbonéne. Dans notre étude, ce composé est présent a 0,06 %, tandis

que Velasco a rapporté une concentration de 0,72 % (Rodriguez 1990).

Nous notons également la présence de certains composes rapportés pour la premiére fois
dans I’huile essenticlle de Nepeta nepetella tels que le pentane, 3-méthyl, l'acide butanoique 3-

méthyl-, lI'ester 2-méthylpropyl, le p-mentha-1,8-diéne, le nérolidol, le muurolol et I'a-bisabolol.

intensity TIC
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Figure 6 : Les principaux composants identifiés dans I’huile essentielle de Nepeta nepetella

subsp. Amethystina (Poir.) Brig.analysée par la technique CG/SM
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111.2.3.2. Composition chimique de ’huile essentielle de Satureja candidissima Munby
Briq par CG-SM

L'échantillon d'huile essentielle de Satureja candidissima (Munby) Briq a été analysé par

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) (tableau 7). Au

total, cinquante-quatre composants ont été identifiés, représentant 90,98 % du total.

Tableau 7 : La composition chimique par CG/SM de ’HE de Satureja

Candidissima Munby Brik

methylethylidene)

N Nom Du Composé Temps de rétention | Surface% | Structure 2D
(min)
ligl | Hexane 3.019 0.31 N
Lig2 | 1,4-cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1- 3.265 0.42
methylethyl)

lig3 | Ocimene<(e)-, beta-> 3.405 0.15 7\ N
ligd | 3-octanone 3.450 0.14 /\/\J\/
lig5 | Pentane, 2,2,3-trimethyl 3.495 0.15 ; (
ligb | Pentane, 3-methyl 3.570 0.05 \)\/
lig7 | Butanal, 2-methyl 3.594 0.07

/O
lig8 | Benzene, methyl(1-methylethyl) 3.685 0.24 (;((
lig9 | Cyclohexene, 1-methyl-4-(1- 3.876 0.18

z
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ligl0 | Octanal 4.068 0.05 A YAV VAN
ligll | 3-heptanol 4.228 0.09 \/\)"H\/
ligl2 | 5-methyl-1,5-hexadien-3-ol 4.341 0.09 OH
)\)v/

ligl3 | 1-hexene, 2,4 dimethyl 4.697 0.08 \)\/”\
ligl4 | 3-octanol 6.840 2.09 /\/\)‘J”\/
ligl5 | Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1- 8.658 11.02 )

methylethyl)-, trans
liglé | 4-thujanol 8.968 0.07
ligl7 | Benzofuran, 4,5,6,7-tetrahydro-3,6- 9.221 0.17

dimethy! D
ligl8 | 3-nonanol 10.337 0.10 \/\/\)’“\/
lig19 | Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1- 12.500 0.65 )[

methylethenyl)-, trans /O\
lig20 | 1,6-octadien-3-ol, 3,7-dimethyl 12.614 0.52 "

N\ 7

lig21 | Bicyclo[7.2.0Jundec-4-ene, 4,11,11- 13.740 0.13

trimethyl-8-methylene-, (z)-(1r,9s)-(-)
lig22 | Neomenthol 14.307 0.95
lig23 | Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1- 14.343 0.26

methylethyl)
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lig24 | Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1- 14.385 0.25 V k
methylethyl)-, /('j
(1.alpha.,2.alpha.,5.beta.)

lig25 | Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1- 14.460 0.57
methylethyl)-, (1.alpha.,2.beta.,5.beta.) ‘

lig26 | Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1- 14.485 0.23 )
methylethyl)-, [1r- Q\
(1.alpha.,2.beta.,5.alpha.)] o

lig27 | Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1- 14.630 1.35 )
methylethyl)-, O\
(1.alpha.,2.alpha.,5.beta.) o

lig28 | Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1- 14.730 1.25 T~
methylethyl) Q

lig29 | Pulegone 16.423 53.26 °

X

lig30 | 1,4,8-cycloundecatriene, 2,6,6,9- 16.662 0.06 y
tetramethyl-, (e,e,e) R

lig31 | 2-cyclohexen-1-one, 2-(2-methyl-2- 17.184 0.12 °
propenyl) @E)k

lig32 | Benzene, 1-methoxy-4-(2-propenyl)- | 17.349 0.05 e

LSO
lig33 | Verbenol 17.824 0.09 \ ? WOH

lig34 | 1,6-cyclodecadiene, 1-methyl-5- 18.309 1.28 P
methylene-8-(1-methylethyl)-, [s-
(e.0)]

N
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lig35 | Borneol 18.887 4.43
OH
lig36 | 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1- 19.219 0.70 ) ”<
methylethyl)
lig37 | Bicyclo[8.1.0]undeca-2,6-diene, 19.524 2.28
3,7,11,11-tetramethyl-, 7 <
(1r*,2z,6e,10r*)-(.+-.) Y
lig38 | 2-cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1- 19.708 0.98
methylethenyl)
0
lig39 | 1,1,4,7-tetramethyldecahydro-1 h- 20.560 0.14
cyclopropa[e]azulen-4-ol
lig40 | Cedrene 20.866 0.08
ligdl | Myrtenol 23.162 0.10 A~ ? f
HO
ligd2 | 7-oxabicyclo[4.1.0]heptan-2-one, 6- 24.146 0.09 i
methyl-3-(1-methylethylidene) )\é%
ligd3 | 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1- 24.433 0.07 °
methylethenyl)-, (+)
ligdd | Benzene, 1-methoxy-4-(2-propenyl)- | 24.593 0.12 /°\©\/\
N
ligd5 | Bicyclo[3.2.0]heptan-2-one, 5- 27.763 0.10 7
formylmethyl-6-hydroxy-3,3- AN
dimethyl-6-vinyl HO )
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ligd6 | 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1- 28.093 2.50 0
methylethylidene) \(I(
ligd7 | 2-cyclopenten-1-one, 3-methyl-2-(2- | 29.508 0.52 0
pentenyl)-, (z) -
ligd8 | Piperitenone oxide 30.051 0.44
ligd9 | 2-allyl-4-methylphenol 33.483 0.07
lig50 | 1-hydroxy-1,7-dimethyl-4-isopropyl- | 34.789 0.05
2,7-cyclodecadiene o
N
lig1 | 1 h-cycloprop[e]azulen-7-ol, 38.130 0.91 \/
decahydro-1,1,7-trimethyl-4- S
methylene
ligh2 | 3-allyl-6-methoxyphenol 40.600 0.05 /"D\/\
HO' \
ligh3 | Phenol, 5-methyl-2-(1-methylethyl) 41.791 0.36 )iO\
lig54 | Isospathulenol 42.823 0.50 >>%

Les monoterpénes et les monoterpenes oxygénés sont les composants principaux de

I'huile essentielle de Satureja candidissima.

L'analyse phytochimique de cette huile a permis d'identifier plusieurs composés

importants, parmi lesquels on retrouve la pulégone (53,26 %), la menthone (11,02 %), le bornéol
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(4,43 %), la 2-cyclohexen-1-one, 3-méthyl-6-(1-méthyléthylidene) (2,50 %) et le 3-octanol (2,09
%).

La pulegone a été identifiée comme le principal composé dans la plante satureja
candidissima, ce qui est en accord avec des études antérieures ou sa concentration varie entre
44,8 % et 70,4 % (Benyoucef et al., 2017 ; Attou et al., 2021; Bouriah,2023).

Une étude antérieure réalisée a Tlemcen, en Algérie, a également révélé que la pulégone
(70,4%) et le menthol (5,2 %) étaient les principaux constituants de I'huile essentielle de Satureja
candidissima (Benyoucef et al., 2019). De plus, selon Attou et Davenne (2021), les principaux
composants de l'huile essentielle de Satureja candidissima sont la pulégone (47,62 %), la
menthone (24,50 %) et le terpinen-4-ol (11,63 %).

Tableau 8 : Composition chimique de I’huile essentielle de satureja candidissima munby

Brig.rapportée dans la littérature.

Source Rendement( | Composants détectés Réferences
%)
a-pinene (0.53%), camphene (0.53%), sabinene
Région 0.90% (0.24%), B-pinene (0.56%), myrcene (0.99%), | (Attou, 2015)
d'Ain- p-cymene (0.06%), limonene (0.90%), linalool
temouchen (0.25%), menthone (24.50%), iso-menthone
t située (2.80%), terpinen-4-ol (11.63%), pulegone
dans (47.62%0).
I'ouest de Représentent 90.61 % de I’huile essentielle
I'Algérie totale.
(2)-B-Ocimene (1.1%), (E)-B-Ocimene (0.1%), | (Benyoucef et
Région de | 1.3% Iso-Menthone (4.5%), Neo-Menthol (0.6%), | al.,2019)
Tlemcen Terpinene-4-ol (2.3%), Menthol (5.2%), Iso-
située dans Menthol ~ (0.1%), Pulegone  (70.4%),
I'ouest de Piperitenone oxide (2.5%), E-p-Caryophyllene
I'Algérie (1.5%), o-Humulene (0.1%), y-Muurolene
(0.8%), Germacrene D (0.5%), a-Muurolene
(0.3%).
Représentent 92,6% de I’huile essentielle
totale.
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Région
d’oran
située dans
I'ouest de
I'Algérie

1.9%

B-pinene(0.3%), p-cymene (0.4%), Limonene
(1.1%), Linalool (0.1%), Camphor (1.0%),
Menthone (0.6%), Menthofuran (0.3%), neo-
menthol (3.8%), Isopulegone (5.8%), -
terpineol (1.4%), Decanal (0.2%), Pulegone
(44.8%), Piperitone (0.5%), Isopiperitenone
(0.1%), (E)-anethole (0.4%), p-cymen-7-ol
(0.5%), Carvacrol (0.1%), iso-dihydrocarveol
acetate (0.2%), 5-elemene (0.7%), Piperitenone
(6.6%), piperitenone oxide (0.4%), a-copaene
(0.6%), pB-bourbonene (0.8%), P-cubebene
(0.4%), B-elemene (1.0%), (Z)-jasmone (1.5%),
a-gurjunene (0.2%), pB-ylangene (1.6%), B-
copaene (0.8%), Aromadendrene (0.3%),
Alloaromadendrene  (0.5%), cis-muurola-
4(14),5-diene (0.3%), +y-muurolene (0.3%),
germacrene D (16.2%), Bicyclogermacrene
(3.0%), trans-y-cadinene (0.2%), &-cadinene
(0.5%), Spathulenol (1.2%).

Représentent 98.7% de I’huile essentielle

totale.

(BOURIAH, 2023)

Le menthone et I'iso-menthone sont présents dans les compositions chimiques des recherches

précédentes, mais sont absents dans nos résultats, ou seuls leurs isoméres sont détectés.

On constate l'absence de certaines molécules dans nos résultats, telles que le limonéne,

présent dans I'étude de Benyoucef et Attou (2015), ainsi que le myrcéne et le camphéne, observés

dans l'étude d'Attou (2021). De plus, le B-ocimene apparait uniquement dans I'étude de

Benyoucef (2019). On observe la présence de cédrene et de verbenol pour la premiere fois dans

notre étude, avec de faibles concentrations de 0,08 % et 0,09 % respectivement.
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Figure 7 : Les principaux composants identifiés dans I’huile essentielle de de

Satureja Candidissima Munby Brik analysée par la technique CG/SM

Nepeta nepetella et Satureja candidissima appartiennent a la famille des Lamiaceae.
Leurs huiles essentielles sont riches en monoterpenes, avec la pulegone comme composant
principal dans Satureja candidissima, tandis que I'isomere de la népétalactone est le composant

majoritaire dans Nepeta nepetella.

Les differences entre les profils chimiques des huiles essentielles de Nepeta nepetella et
de Satureja candidissima peuvent étre significatives, notamment en ce qui concerne leur potentiel
thérapeutique. Ces différences affectent I'efficacité des huiles dans de nombreuses applications,
car les principaux composants, tels que la pulégone et la népétalactone, possédent une activité

biologique particuliére.

La pulegone est en effet déja reconnue pour ses effets antioxydant, antimicrobiens, anti-
alimentation, antifongique, antiviral et pesticide, et joue un rdle important en tant qu'abortif et
emmeénagogue. Ainsi, ces activités peuvent justifier 1’utilisation de cette plante de maniére
traditionnelle (Roy et al., 2018 ; Dhingra et Chopra, 2023).
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Toutefois, la pulégone est également connue pour ses effets toxiques, en particulier lorsqu'elle
est consommée a forte concentration, et son utilisation dans certaines formulations

médicamenteuses est donc restreinte (Zhou et al., 2004).

En revanche, la népétalactone, notamment les isomeéres 4aa,70,7ac et 4aa,7a,7ap,
manifeste des effets sédatifs, antimicrobiens et insectifuges. Ces propriétés conférent a 1’huile
essentielle de N. nepetella un fort potentiel pour des applications dans la prévention des maladies
transmises par les insectes (Nestorovi¢ et al., 2010).

Ces huiles comportent encore d’autres composés mineurs qui attribuent également des
propriétés médicinales a ces plantes, 54 composés mineurs dans Satureja candidissima et 57 dans

Nepeta nepetella.

Les variations en matiere de rendements en huiles essentielles (0.65% pour Nepeta
nepetella et le rendement 1.6% pour Satureja candidissima peuvent influencer leur disponibilité
et leur utilisation dans les formulations pharmaceutiques. Les huiles ayant un rendement plus
élevé peuvent étre privilégiées pour des applications nécessitant des volumes importants, tandis
que celles produisant un rendement plus faible, mais riches en composes bioactifs, pourraient

étre réservees a des usages spécifiques.

Par consequent, la diversité des aspects chimique affecte de maniére positive les deux
especes et son emplacement en phytothérapie. Ces différences pourraient guider le choix de l'une
ou l'autre des huiles selon les besoins thérapeutiques spéecifiques, notamment en ce qui concerne
I'action antimicrobienne, antioxydante (Chakravarty, Parmar, et Mandavgane., 2023; Singh
et al., 2024).

I11.3. Détermination de I’activité antioxydante in vitro

Pour évaluer le pouvoir antioxydant des huiles essentielles, nous avons choisi trois
tests chimiques : le test de piégeage des radicaux libres utilisant le DPPH*® (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle) sous sa forme radicalaire, impliquant a la fois le transfert d'atome d'hydrogéne
et le transfert d'électron ; le test du pouvoir réducteur antioxydant (FRAP, Ferric Reducing
Antioxidant Power), basé sur le transfert d'électron et enfin, la mesure de la capacité antioxydante
totale (CAT).
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111.3.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

Le test de DPPH est une méthode simple et rapide fréquemment utilisée pour évaluer la
capacité des antioxydants a piéger les radicaux libres. Il donne des informations fiables
concernant la capacité antioxydante des composés testés a agir comme piégeurs de radicaux

libres ou donneurs d'hydrogeéne.
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Figure 8 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction de différentes

concentrations des huiles essentielle et de I’acide ascorbique

L'histogramme ci-dessus illustre les pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH par
I'acide ascorbique et les huiles essentielles de Nepeta nepetella et Satureja candidissima.
Il est observé que l'acide ascorbique présente une inhibition bien supérieure a celle des deux

huiles essentielles a toutes les concentrations.

L'acide ascorbique a été utilisé comme témoin positif dans cette expérience. Il montre une forte
capacité antioxydante, avec un pourcentage d'inhibition presque de 100% des la concentration de
62,5 pg/mL. Sa valeur Clso trés basse de 5,77 pg/mL confirme son efficacité remarquable a
neutraliser les radicaux libres. Ces résultats sont cohérents avec la littérature, ou l'acide
ascorbique est fréquemment cité comme un puissant antioxydant, grace a sa capacité a donner
des électrons et stabiliser les radicaux libres. La forte activité antioxydante observée souligne que
I'acide ascorbique est un modéle approprié pour comparer l'efficacité des autres antioxydants

(Niki, 1991 ; Chakraborthy et al., 2014; Gegotek et Skrzydlewska, 2022; Hieu et al., 2022;).
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A faible concentration, Satureja candidissima est légérement moins efficace que Nepeta

nepetella, mais a 250 pg/mL, les deux huiles présentent des niveaux d'inhibition similaires.

Les propriétés antioxydantes de I'huile essentielle de N. nepetella sont modérées. La
concentration entraine une augmentation du taux d'inhibition, qui atteint environ 80 % a 250
ug/mL. L'huile essenticlle affiche une Cls, de 47,32 pg/mL supérieure a celle de l'acide
ascorbique, ce qui indique que cette huile est moins efficace que 1’acide ascorbique. Il est
intéressant de noter que 1’acide ascorbique est un antioxydant pur, alors que I’huile essentielle

est un mélange de plusieurs substances phytochimiques.

Cependant, l'activité antioxydante demeure significative, grace a la présence de composés

bioactifs qui peuvent neutraliser les radicaux libres.

En comparaison avec les extraits aqueux, qui sont generalement riches en composes
polaires comme les polyphénols et les flavonoides, les huiles essentielles sont composées de
substances volatiles et non polaires, telles que les terpénes et les terpénoides. Alors que les
extraits aqueux de Nepeta nepetella montrent une forte activité antioxydante grace a leur teneur
en composés phénoliques (Seladji et al., 2014), I'huile essentielle étudiée dans ce travail présente
une importante capacité de piégeage des radicaux libres, probablement due a des composes tels
que la népétalactone (Jianu et al., 2021), le caryophyllene oxyde (Fidyt et al., 2016) et la

myrcéne (Surendran et al., 2021).

Ces résultats suggerent que les extraits aqueux et 1’huile essentielle de N. nepetella offrent un
potentiel antioxydant significatif, bien qu'elles agissent via des mécanismes et des classes de
composeés différents.

L’analyse de variance (ANOVA) (Tableau 18 Annexe 2) a montré une différence
hautement significative entre les échantillons testés (F = 11,02 contre un F théorique a 1 % =
10,92). De plus, I’'impact des concentrations est également tres significatif (F = 22,60, p =
0,0011), indiquant une relation dose-dépendante entre la concentration et I’inhibition du radical
DPPH. La corrélation positive entre I’augmentation des concentrations et le pourcentage

d’inhibition suggére une activité antioxydante accrue a des doses plus élevées.

Ces résultats soulignent le potentiel antioxydant des huiles essentielles testées, bien que leur

activité reste inférieure a celle de 1’acide ascorbique, utilis¢é comme référence.
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111.3.2. Test du pouvoir réducteur ferrique (FRAP)

L’évaluation de I’activité antioxydante des huiles essentielles a été réalisée par la mesure de
I’aptitude de cette derniére, a différentes concentrations, a réduire le fer ferrique (Fe®*) en fer
ferreux (Fe?*). L’acide ascorbique a été utilisé, a différentes concentrations, comme
antioxydant standard. Les résultats ont été exprimées en mg d’équivalent d’acide ascorbique
(AAE)/ ml d’huile.

m S. candidissima

H N, nepetella

Pouvoir réducteur (mg AAE/ml)
O B N W A~ U1 O N

0.2 0.3 0.4
Concentration

Figure 9 : Pouvoir réducteur des huiles essentielles

On remarque qu’a 0,2 mg/mL, Nepeta nepetella présente un pouvoir réeducteur beaucoup
plus élevé (2 mg AAE/mL) par rapport a Satureja candidissima (0,5 mg AAE/mL).

A 0,4 mg/mL, les deux huiles atteignent un pouvoir réducteur similaire (7 mg AAE/mL).
Le pouvoir réducteur de Nepeta nepetella est globalement plus élevé aux concentrations plus
faibles, indiquant une meilleure capacité antioxydante a ces niveaux. Cependant, a la
concentration la plus élevée, les deux huiles atteignent un pouvoir réducteur similaire, suggérant
que Satureja candidissima pourrait devenir aussi efficace a des concentrations plus élevées.

L'acide ascorbique montre la pente la plus élevée, indiquant une activité antioxydante
plus forte par rapport aux deux huiles essentielles. Cela est en accord avec les travaux d'Attou.
(2015) et Touami (2017).

Les deux huiles Nepeta nepetella et Satureja candidissima ont des pentes similaires, bien

que Nepeta semble avoir une activité antioxydante légérement supérieure a celle de Satureja.
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Le coefficient de détermination (R2 = 0,9049) indique une bonne corrélation linéaire entre
la concentration et l'absorbance, ce qui signifie que [lactivité antioxydante augmente

proportionnellement avec la concentration (voir annexe 1 figure 17).

L’analyse de variance (ANOVA) (Tableau 19 annexe 3) révéle une différence
non significative entre les échantillons (F = 2,50, p = 0,162), avec un F calculé
inférieur aux seuils critiques a 1 % (10,92) et 5 % (5,14). En revanche, I’effet des
concentrations est hautement significatif (F = 27,85, p = 0,0006), indiquant que
I’augmentation de la concentration influence significativement la capacité

réductrice des échantillons.

Ces conclusions indiquent que malgré l'influence considérable de la concentration
sur l'activitte FRAP, I'¢écart entre les huiles essentielles examinées et l'acide
ascorbique n'est pas significatif d'un point de vue statistique, suggérant ainsi une

activité antioxydante assez comparable parmi les extraits évalués.

111.3.3. Capacité antioxydante totale

Le tableau présente la capacité antioxydante totale des huiles essentielles de Satureja

candidissima et Nepeta nepetella, exprimée en mg EAA/m.

Tableau 9 : Capacité antioxydante totale des huile essentielle (mg/ml AAE)

Concentration 0,05 0,1 0,15 0,2 0.25
Satureja candidissima Munby Brik 3,54 3,89 4,44 | 4,71 4,91
Nepeta nepetella subsp. amethystina 2,94 3,41 3,69 | 4,09 4,26

L’¢étude de la capacité antioxydante totale des huiles essentielles a montré leur richesse

en substance antioxydante exprimée en acide ascorbigue.

La capacité antioxydante totale augmente progressivement avec 1’augmentation de la

concentration de 1’huile essentielle, variant de 3,54 mg EAA/ml & 4,91 mg EAA/mI. Cela montre
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que I’huile essentielle de Satureja candidissima posséde une forte capacité antioxydante, qui

devient plus marquée a des concentrations plus élevees.

La capacité antioxydante de I’huile essentielle de Nepeta nepetella augmente de 2,94 mg
EAA/mI a 4,26 mg EAA/mI. Bien qu’elle suive également une tendance croissante, ’activité

antioxydante de cette huile est inférieure a celle de Satureja candidissima.

L’activité antioxydante des deux huiles essentielles présente une relation claire de
dépendance a la dose, ou des concentrations plus élevées conduisent a un effet antioxydant accru.
De plus, des études indiquent que l'activité antioxydante des herbes augmente de maniere linéaire

avec la concentration (Kourimska et al., 2013).

En comparant les deux especes, Satureja candidissima présente une activité antioxydante
plus élevée a toutes les concentrations testées, ce qui suggere qu’elle est plus riche en composés

antioxydants bioactifs par rapport a Nepeta nepetella.

Nepeta nepetella pourrait avoir une meilleure activité réductrice dans les tests FRAP et
DPPH en raison de la présence de certains composés spécifiques (par exemple, des monoterpénes
comme la nepetalactone). En revanche, Satureja candidissima pourrait avoir des composés qui
agissent plus globalement dans le test CAT, mais moins efficacement dans les tests spécifiques
DPPH ou FRAP.

Certains composeés présents dans Satureja candidissima pourraient fonctionner par des
mécanismes autres que la simple réduction de radicaux libres ou d'ions métalliques, ce qui leur
permettrait de mieux performer dans un test comme le CAT, qui integre une évaluation plus

globale de la capacité antioxydante.

L’analyse de variance (ANOV A) (Tableau 20 annexe 4) a révélé une différence tres
significative entre les deux huiles essentielles (F = 203,39, p = 0,00014), avec un F calculé
nettement supérieur aux seuils critiques a 1 % (21,20) et 5 % (7,71). De plus, I’effet des
concentrations est également hautement significatif (F = 127,60, p = 0,00018), indiquant une

augmentation progressive de la capacité antioxydante avec la concentration.

Ces résultats soulignent une activité antioxydante marquée des huiles essentielles étudiées,
Satureja candidissima affichant une capacité antioxydante légérement supérieure a celle de

Nepeta nepetella.
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I11.4. Activité antibactérienne des huiles essentielles

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude incluent Bacillus cereus (ATCC
25921), Bacillus cereus groupe IV, Bacillus licheniformis, Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Listeria monocytogenes (ATCC 19111), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) et
Escherichia coli (ATCC 8739).

Tableau 10 : Zones d'inhibition antibactérienne des huiles essentielles de Satureja

candidissima et Nepeta nepetella contre divers microorganismes

Organisme DMSO | Thymol | Zone Zone
d’inhibition d'inhibition
S.candidissima | N.nepetella
Bacillus cereus 3.5 54 3,7 2,9
Bacillus cereus goupe iv 3,5 3,8 3,5 2,8
Bacillus licheniformis 5 2,9 3,3 4,4
Staphylococcus aureus 1,5 2,5 2,9 1,6
Listeria monocytogenes 1,8 4,9 3,1 3,5
Pseudomonas aeruginosa 1,9 3,5 2 1,7
Escherichia coli 2 4,3 3,1 2

111.4.1. Résultats de ’antibiogramme
L’antibiogramme permet de mesurer la capacité d’un antibiotique a inhiber la croissance
bactérienne in vitro. La représentation des diamétres d’inhibition des bactéries étudiées sont

illustrés dans le tableau 10

L'activité antibactérienne des huiles essentielles de Nepeta nepetella et de Satureja
Candidissima a été éetudiée contre des bactéries Gram-positives et Gram-négatives dans cette

étude.

Afin d'évaluer l'efficacité de ces huiles essentielles et leur potentiel en tant qu'agents
antibactériens, les zones d'inhibition ont été évaluées. Les résultats indiquent que l'activité des
deux huiles varie considérablement en fonction des espéces bactériennes, ce qui souligne la

particularité de chaque huile et ses potentielles applications thérapeutiques.
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L'analyse des zones d'inhibition a révélé que I’huile essentielle de Satureja Candidissima
présente une plus grande efficacité antibactérienne contre la majorité des souches testées,
notamment les bactéries Gram-positives telles que Bacillus cereus, Bacillus licheniformis et
Staphylococcus aureus. Les diamétres d'inhibition de Satureja Candidissima contre ces souches
varient de 2,9 cma 3,7 cm, ce qui les classe comme une huile extrémement active (+++), selon
I'échelle de Ponce et al. (2003). Cela confirme le grand potentiel de cette huile pour traiter les
infections causées par des bactéries Gram-positives, qui sont souvent plus sensibles aux

composés lipophiles présents dans les huiles essentielles (Abers et al., 2021).

L’huile essentielle de Nepeta nepetella, bien qu'ayant montré une activité antibactérienne

importante, semble moins efficace que I’huile essentielle de Satureja Candidissima dans la
plupart des cas. Cependant, elle présente une meilleure activité contre certaines Listeria
monocytogenes. L’efficacité contre Listeria avec une zone d'inhibition de 3,5 cm est
particulierement intéressante, surtout compte tenu de la virulence de cette bactérie dans des
contextes alimentaires.
La persistance de L. monocytogenes dans les environnements alimentaires est renforcée par la
formation de biofilms sur les surfaces en contact avec les aliments (Byun et al., 2023 ; Silva et
al., 2024). Ainsi, les deux huiles ont montré une activité inhibitrice contre Pseudomonas
aeruginosa, une bactérie Gram-négative souvent résistante aux traitements conventionnels.
Selon Gozali et Tjampakasari (2023), P. aeruginosa présente des barrieres naturelles, comme
une membrane externe peu perméable et des pompes defflux, qui restreignent l'accés aux
antibiotiques (Gozali & Tjampakasari, 2023). Le transfert horizontal de génes (HGT) permet a
cette bactérie d'acquérir des genes de résistance provenant d'autres organismes, ce qui améliore
son adaptabilité et sa survie (Dweh & Rayanoothala, 2023).

La sensibilité des bactéries Gram-positives aux huiles essentielles est bien documentée
dans la littérature (Patterson, McEIlmeel, et Wiederhold., 2017; Tkachenko et al. 2022). Nos
résultats confirment ces observations.

Les cellules Gram-positives sont plus sensibles aux composés antimicrobiens lipophiles des
huiles essentielles, car leur paroi cellulaire est principalement constituée de peptidoglycane, ce
qui leur permet de pénétrer et de perturber leur membrane cellulaire (Bai et al. 2023).

En revanche, les bactéries Gram-négatives, telles que E. coli et Pseudomonas aeruginosa,
ont une membrane externe supplémentaire composée de lipopolysaccharides qui agit comme une
barriére protectrice, rendant ces bactéries généralement plus résistantes aux huiles essentielles
(Ebbensgaard et al. 2018; May et Grabowicz, 2018).
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Cependant, les résultats indiquent que ces bactéries sont inhibées par les huiles essentielles de
Satureja Candidissima et Nepeta nepetella, avec des zones d'inhibition respectives de 3,1 cm et
2 cm pour E. coli. Cela suggére que les deux huiles contiennent des composés capables de
traverser cette barriere externe ou d'interagir efficacement avec les cibles cellulaires de ces
bactéries.

Les résultats de cette étude suggerent que les huiles essentielles de Satureja Candidissima
et de Nepeta nepetella peuvent renforcer I'efficacité antibactérienne des antibiotiques et offrir
une alternative prometteuse aux additifs alimentaires, en particulier face a la montée de la
résistance aux antimicrobiens. L’huile essentielle de Satureja Candidissima, avec son efficacité
généralisée contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, pourrait étre particulierement
utile dans les infections mixtes ou lorsque l'agent pathogéne exact n'a pas encore été identifié.

L’huile essentielle de Nepeta nepetella, bien que légérement moins puissante dans
I'ensemble, pourrait trouver des applications spécifiques contre des bactéries comme Listeria
monocytogenes, qui est une menace majeure dans l'industrie alimentaire et Pseudomonas
aeruginosa, une bactérie souvent impliquée dans les infections nosocomiales et résistante a de
nombreux antibiotiques (Biquand, 2017).

Le potentiel élevé des huiles essentielles de Satureja Candidissima et Nepeta nepetella en tant
qu'agents antibactériens naturels est mis en évidence dans cette étude. Ces résultats incitent a
des études approfondies afin d'explorer I'utilisation de ces huiles dans les secteurs

thérapeutiques et agroalimentaires.

I11.5. Analyse in silico

I11.5.1. Satureja candidissima Munby Brig
I111.5.1.1. Test de fiabilité du protocole

Le docking des composes a été realisé a l'aide de l'interface graphique PyRX, en utilisant
la fonction de notation d'AutoDock Vina pour le docking moléculaire. Avant de procéder a I'étude
de l'inhibition des cibles par les constituants des huiles essentielles examinées, nous avons évalué
la fiabilité du logiciel utilisé dans cette analyse en appliquant deux critéres distincts : I'écart
quadratique moyen (RMSD, Root Mean Square Deviation) et I'examen visuel des positions du
ligand avant et apres le docking, a l'aide du logiciel PYMOL.

La FigurelO présente les protocoles de validation pour le docking moléculaire, en
soulignant que les valeurs de RMSD, qui représentent la corrélation entre le ligand calculé et
celui cristallisé, doivent étre inférieures a 2,0 A selon Cole et al. (2005). Les résultats du docking

moléculaire ont révélé une faible valeur de RMSD pour le chevauchement des poses
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cristallographiques (en gris) et des poses calculées (en rouge), ce qui indique des résultats
favorables conformément aux normes de la littérature (voir Figure 10). Ces résultats confirment
que les protocoles appliqués peuvent étre utilisés pour les analyses de docking moléculaire entre

les récepteurs d'activité antibactérienne et antioxydante et les ligands.

ILA
PDB code 1JZQ CBN
Resolution : 3.00 A PDB code 1KZN
Affinity binding = -8.4 kcal mol * Resolution: 2.30 A
RMSD : 0.870A Affinity binding = -9.3 kcal mol *
RMSD : 0.371A
PMM Q27
PDB code 2VEG PDB code 3SRW
Resolution: 2.40 A Resolution: 1.70 A
Affinity binding = -6.9 kcal mol ™ Affinity binding = -9.8 kcal mol ™
RMSD : 0.359A RMSD : 0.356A

07N PNM
PDB code 3TTZ PDB code 3UDI
Resolution: 1.63 A Resolution: 2.60 A
Affinity binding = -8.3 kcal mol ™ Affinity binding = -7.4 kcal mol ™
RMSD : 0.491A RMSD : 1.117A
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e

TCL
PDB code 4ALL
Resolution: 2.80 A HPA( hypoxantihne)
Affinity binding = -7.1 kcal mol * PDB code 3NRZ
RMSD : 0.560A Resolution: 1.80 A

Affinity binding = -6,7 kcal mol *

Figure 10: Donnees obtenues lors de la validation des protocoles d'amarrage moléculaire pour
les récepteurs isoleucyl-ARNTt synthétase 1JZQ, ADN gyrase 1KZN, dihydroptéroate synthase
2VEG, dihydrofolate réductase 3SRW, ADN gyrase sous-unité B 3TTZ, PBP1a 3UDI, enoyl-
[acyl-carrier-protein] réductase [NADPH] 4ALL, la xanthine oxydase 3NRZ
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Tableau d'affinité : Présentation des affinités entre les molécules et les cibles sous forme de tableau.

Tableau 11 : Carte thermique des scores d'amarrage enregistrés (énergie libre de liaison-kcal/mol) des composants de I'huile essentielle de

Satureja Candidissima (Munby) Briq

Satureja candidissima 1JzQ 1KZN 2VEG 3SRW 3TTZ 3UDI 4ALL  1log5 2cdu  3nrz
1  Hexane 34 -36 -32 3,7 37 -28 -4 -4 3,5  -46
1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-
2 -49 -58 -45 56 58 -46 -6,1 -5,6
methylethyl)-
3  Ocimene<(E)-, beta-> -49 55 -45 54 56 42 53 55 -5,1
4 3-octanone 4,1  -45 4.2 -43 47 38 46 47 -4,5 57
5  Pentane, 2,2,3-trimethyl- -4 -39 -31 -4,2 41 36 49 44 42 44
6  Pentane, 3-methyl- 3,7 -39 -32 -3,7 -39 29 43 4 3,7 47
7 Butanal, 2-methyl- 35 -37 -34 35 -38 32 -4 -3,9 3,7  -48
8 Benzene, methyl(1-methylethyl)- -5 56 -4 -5,6 54 4,7 -5,7 -5,8
Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-
9 51 57 -4,4 -5,5 -5,8 -4,9 -6 -5,5

methylethylidene)-

10 Octanal -3,7 -45 -3,7 -4,1 -46 -3,8
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11
12
13
14

15

16
17

18

19

20

21

22
23

24

25

3-heptanol

5-Methyl-1,5-hexadien-3-ol

1-hexene, 2,4 dimethyl-

3-octanol

Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-,
trans-

4-thujanol
Benzofuran, 4,5,6,7-tetrahydro-3,6-dimethyl-

3-nonanol

Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethenyl)-
, trans-

1,6-octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-
Bicyclo[7.2.0Jundec-4-ene, 4,11,11-trimethyl-
8-methylene-, (2)-(1r,9s)-(-)-

Neomenthol

Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-

Cyclohexanol, 5-METHYL-2-(1-
METHYLETHYL)-,
(1.ALPHA.,2.ALPHA.,5.BETA))-
Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-,
(1.alpha.,2.beta.,5.beta.)-

Chapitre 111 : Résultats et Discussion
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26

27

28
29

30

31

32
33

34

35

36

37

Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-,
[1r-(1.alpha.,2.beta.,5.alpha.)]-

Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-,
(1.alpha.,2.alpha.,5.beta.)

Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-

Pulegone
1,4,8-cycloundecatriene, 2,6,6,9-tetramethyl-,
(e,e.e)-

2-cyclohexen-1-one, 2-(2-methyl-2-propenyl)-

Benzene, 1-methoxy-4-(2-propenyl)-

Verbenol

1,6-cyclodecadiene, 1-methyl-5-methylene-8-

(1-methylethyl)-, [s-(e,e)]-
Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 1,7,7-

trimethyl-, (1S-endo)-

2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-

methylethyl)-

Bicyclo[8.1.0]Jundeca-2,6-diene, 3,7,11,11-

tetramethyl-, (1r*,2z,6e,10r*)-(.+-.)

Chapitre 111 : Résultats et Discussion
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38

39

40
41

42

43

44

45

46

47

48
49

50

2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1-
methylethenyl)-
1,1,4,7-tetramethyldecahydro-1h-
cyclopropa[e]azulen-4-ol

Cedrene

Myrtenol

7-oxabicyclo[4.1.0]heptan-2-one, 6-methyl-3-
(1-methylethylidene)

2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-
methylethenyl)-, (+)-

Benzene, 1-methoxy-4-(2-propenyl)-
Bicyclo[3.2.0]heptan-2-one, 5-formylmethyl-6-
hydroxy-3,3-dimethyl-6-vinyl-
2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-
methylethylidene)-

2-cyclopenten-1-one, 3-methyl-2-(2-pentenyl)-,
(2)-

Piperitenone oxide

2-Allyl-4-methylphenol
1-Hydroxy-1,7-dimethyl-4-isopropyl-2,7-
cyclodecadiene

Chapitre 111 : Résultats et Discussion
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- 1h-cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-
trimethyl-4-methylene-

52  3-Allyl-6-methoxyphenol

53 Phenol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)

54  Isospathulenol

L'échelle de couleurs va du vert au jaune (de I'énergie libre de liaison la plus faible a la plus élevée).

Chapitre 111 : Résultats et Discussion
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I11.5.1.2. Discussions sur les composants ayant une activité antioxydante

Pour afficher les scores d'amarrage, nous avons utilisé un tableau thermique a deux
couleurs (tableau 11) dans lequel les couleurs verte et jaune représentent des affinités de liaison
faibles et élevées, respectivement. Cette méthode a été adaptée a nos conditions actuelles a partir
des études rapportées par Jianu et al. (2021) et Radulescu et al. (2021).

Tableau 11 permet d'identifier facilement les composés susceptibles d'agir comme
inhibiteurs potentiels d'une protéine spécifique. Pour chaque protéine cible, lagamme de couleurs
a été définie sur la base de la valeur énergétiqgue du ligand natif. Cette approche est
particulierement adaptée aux groupes de composés présentant des caractéristiques structurelles

similaires.

Les monoterpenes sont des métabolites végétaux secondaires dont les effets antioxydants
sont connus et sont principalement dus a leur systeme de double liaison conjuguée au sein de leur
structure. Certains derives présentent cet effet par la présence supplémentaire de groupes
facilement oxydables, tels que des hydroxyles phénoliques ou alcooliques (Wojtunik-Kulesza
et al., 2019).

La xanthine oxydase (3NRZ). Cette enzyme est responsable de [I'oxydation de
I'nypoxanthine en xanthine, suivie de la conversion de la xanthine en acide urique. De plus, la
xanthine oxydase est une source importante d'especes réactives de lI'oxygene (ROS) telles que
I'ion superoxyde et le peroxyde d'hydrogéne, qui jouent un réle clé dans l'activation de certaines

voies métaboliques (Battelli et al., 2016).

Selon les scores d'amarrage, 12 composés ont montré une meilleure affinité que le ligand

natif, I'nypoxanthine, avec des énergies de liaison inférieures a -6,7 kcal/mol.

Ces résultats confirment une étude antérieure qui a démontré le potentiel antioxydant des
huiles essentielles riches en monoterpenes issues de Mentha x smithiana (Jianu et al., 2021).
Ainsi, il est probable que I'huile essentielle de Satureja candidissima puisse exercer une activité

antioxydante in vitro en inhibant la xanthine oxydase.

Les structures les mieux notées étaient le Lig8, identifié comme Benzéne, Méthyle(1-
Méthyléthyl), présente une affinité de -7, suivi du Lig9 avec une structure de Cyclohexene, 1-

Méthyl-4-(1-Méthyléthylidéne) et un score de -6,8. Le Ligl7, correspondant au Benzofurane,
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4,5,6,7-Tétrahydro-3,6-Diméthyl, obtient le meilleur score avec -7,7. D’autres composés
remarquables incluent le Lig31 (2-Cyclohexene-1-one, 2-(2-Méthyl-2-propényl)) et le Lig32
(Benzéne, 1-Méthoxy-4-(2-propényl)) qui ont respectivement des scores de -7,1 et -7,3. Le Lig38
et le Lig42, portant sur des dérivés cyclohexénes, obtiennent des valeurs proches de -7,1 et -6,9.
Enfin, le Lig43, Lig44, Lig46, et Lig49 présentent également des scores significatifs, entre -7,2
et -7,6, suggérant une interaction favorable avec la xanthine oxydase.

L'analyse de la liaison a montré que le composé 17 Benzofurane, 4,5,6,7-Tétrahydro-3,6-
Diméthyl était bien logée dans la poche de liaison de la xanthine oxydase grace a une liaison
hydrogéne formés avec THR 1010, au moyen du groupe hydroxyle, et qu'elle était bien stabilisée

par plusieurs interactions hydrophobes supplémentaires (Figure 11).
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Analyse visuelle : Interprétation graphique des résultats de docking pour faciliter la

compréhension des interactions.

SER
C:876

H-Bonds
D0n0r Interactions
l: van der Waals - Pi-Pi T-shaped
- Conventional Hydrogen Bond :I Alkyl
- Pi-Sigma :l Pi-Alkyl
[ iPistacked
Acceptor B

Figure 11 : Contact intermoléculaire 2D et 3D entre le composé 17 ; Benzofuran, 4,5,6,7-
tetrahydro-3,6-dimethyl et la xanthine oxydase (PDB ID:3NRZ)
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111.5.1.3. Discussions sur les composants ayant une activité antibactérienne

Dans notre étude, la majorité des 54 composants identifiés dans 1’huile essentielle étaient

composés de terpenes/dérivés de terpenes.

L'enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] Fabl a été initialement identifiée dans
les neutrophiles et autres phagocytes et I'on pensait qu'elle était utilisée uniquement pour les
mécanismes de défense de I'hdte. Cette enzyme est trés conservée dans de nombreux pathogeénes,
I'enoyl-[acyl-carrier-protein] réductase de S. aureus étant la seule Fabl connue ayant une nette
préférence pour le NADPH. L'essai clinique d'inhibiteurs de Fabl, tels que l'isoniazide, un
promédicament de premiere intention contre la tuberculose, et plusieurs composeés actuellement
en phase | d'essais cliniques confirment que cette enzyme est une cible médicamenteuse

intéressante (Bai et al. 2023).

Sept des composés ancrés ont montré une affinité pour I'enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
[NADPH] Fabl qui était similaire au ligand cocristallisé triclosan (-7,1 kcal/mol). Cependant, le
1H-cycloprop[e]azulen-7-ol, décahydro-1,1,7-triméthyl-4-méthyléne- (-8 kcal/mol), le 1,1,4,7-
tétraméthyldécahydro-1H-cyclopropa[e]azulen-4-ol (-7. 9 kcal/mol), cedréne (-7,8 kcal/mol),
1,6-cyclodécadiene, 1-méthyl-5- méthyléne-8-(1-methyléthyle)-, (-7,6 kcal/mol), 1,4,8-
cyclodécatriéne, 2,6,6,9-tétraméthyle, (-7. 5 kcal/mol), bicyclo [8.1.0Jundeca-2,6-diene,
3,7,11,11-tetramethyl-, (1r,2z,6e, 10r) et 1-hydroxy-1,7-dimethyl-4-isopropyl-2,7-cyclodeca
diene (-7.4 kcal/mol) ont montré des énergies de liaison plus faibles que le ligand cocristallise,

Suggérant qu'ils peuvent avoir une affinité plus élevée pour la protéine cible.

Nos données indiquent qu'en dépit d'étre le composé le plus abondant, la pulégone (la
composante principale) (-5,9 kcal/mol) n'a pas été incluse parmi les sept composés actifs discutés

précédemment.

Le composé présentant le meilleur score d'amarrage était le composé 51 ; 1 h-
cycloprop[e]azulen-7-ol, décahydro-1,1,7-triméthyl-4-méthyléne ; -8 kcal/mol. L'analyse de la
liaison a montré qu'il s'intégrait bien dans le site de liaison de la protéine, formant une liaison

hydrogéne avec Tyr157 et interagissant avec l'alkyle Ala190 et = sigma Tyr147.
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De méme, le composé 39 ; 1,1,4,7-tétraméthyldécahydro-1H-cyclopropa[e]azulen-4-ol a -7,9
kcal/mol a montré une bonne interaction avec la protéine, formant une liaison hydrogéne
conventionnelle avec Tyr157 et interagissant avec le groupe alkyle (Tyr157, Alal198, Val201) et
n sigma Tyrl47.

Comme le montrent les figures 12 et 13 Ces résultats suggerent que 1’huile essentielle de
satureja candidissima munby brik a une forte affinité pour I'enoyl-[acyl-carrier-protein]
réductase, formant un complexe stable qui catalyse le NADPH pour produire une grande quantité

de ROS dans les cellules bactériennes, conduisant a leur mort.

Cet effet antibactérien peut étre di au fait que I’huile essentielles de satureja candidissima
munby brik se lie au complexe Fabl/NADPH par de multiples voies, comme le catéchol
fonctionnalisé cl étudié, qui a démontre une activité antibactérienne a large spectre contre de
multiples bactéries résistantes aux médicaments, y compris le S. aureus résistant a la méthicilline
(Liu et al., 2021).
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Analyse visuelle : Interprétation graphique des résultats de docking pour faciliter la

compréhension des interactions.

A2180  \

SER

] o A201
A197 \
fl \ PHE
" A203
" -
THR \ n

A195

~-Bonds

Canar

Interactions

:' wan der Waals - Pi-Sigma
- Conventional Hydrogen Bond E Alkyl

Acceptar L

Figure 12 : Contact intermoléculaire 2D et 3D entre le composé 51 ; 1h-
cycloprop[e]azulen-7-ol, decahydro-1,1,7-trimethyl-4-methylene- et I'enoyl-[acyl-carrier-
protein] reductase [nadph] (PDB ID:4ALL)
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ALA

A:198 Eha
WAL
,_ A:201
S~
PRO [ TYR
A192  ALAT e
- N
)
/ \ SER
THR AY /l\/ A197
A:195 \ ¢
7 \ .
GLY ALA
A:191 ILE A:95
A:20 el
TYR
A157
4Zccs ILE
—HCs A193 ALA MET
Dacer A:190 ;\;564 A:160
Interactions
I:I van der Waals I:l Alkyl
s optor B - Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl
- Pi-Sigma

Figure 13 : Contact intermoléculaire 2D et 3D entre le composé 39 ; 1,1,4,7-

tétraméthyldécahydro-1 h-cyclopropale]azulen-4-Ol et I'énoyl-[acyl-carrier-protein]

réductase [nadph] (PDB ID:4ALL)
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111.5.2. Nepeta nepetella subsp. Amethystina
111.5.2.1. Test de fiabilité du protocole

Pour nepeta nepetella subsp. Amethystina, nous avons confirmé I'efficacité du protocole
de la méme maniére qu'avec Satureja candidissima Munby Brik, en évaluant les valeurs de

RMSD et la correspondance entre les poses cristallographiques calculées et théoriques.

Etant donné que nous avons réalisé le docking pour chaque plante individuellement, il est
évident que les valeurs de RMSD varieront, comme l'illustre le tableau suivant. Nous observons
que les valeurs de RMSD sont inférieures & 2 angstroms, variant de 0.158 A a 1.642 A. Ces
valeurs different légérement de celles de Satureja candidissima Munby Brik, comme indiqué dans
le tableau 12 Ce changement peut étre attribué a la variation de la grille (grid box) utilisée pour

toutes les protéines.

Pour [I'enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] (4ALL), la grille a les
coordonnées suivantes : centre x = 1,385, centre y = -21,423, centre z = -23,224, avec une taille
de : taille x = 7,272, taille y = 6,089, taille z = 10,764. Et en ce qui concerne la xanthine oxydase
(3NRZ), les coordonnées sont : centre x = 37,940, centre y = 19,688, centre z = 18,084, et la
taille est de : taille x = 12,110, taille y = 9,630, taille z = 12,041.

Tableau 12 : Valeurs RMSD pour les Récepteurs et Ligands Cristallographiques de

Nepeta nepetella subsp. Amethystina

Recepteur Ligand cristallographiques RMSD (A)
1zQ ILA 0.551
1KZN CBN 0.592
2VEG PMM 0.187
3SRW Q27 0.158
3TTZ 07N 0.531
3UDI PNM 1.083
4ALL TCL 1.642
3NRZ HPA 0.000
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Tableau d'affinité : Présentation des affinités entre les molécules et les cibles sous forme de tableau.

Chapitre 111 : Résultats et Discussion

Tableau 13 : Carte thermique des scores d'amarrage enregistrés (énergie libre de liaison-kcal/mol) des composants de I'huile essentielle de

Nepeta nepetella subsp. Amethystina

ligl
lig2

lig3
ligd
lig5
lig6
lig7
lig8

lig9

lig10
ligll
ligl2
ligl3

Nepeta nepetella

NI

Hexane

Butanoic acid, 3-methyl-, 2-methylpropyl ester

Pentane, 3-methyl

Myrcene

Pentane, 2,2,3-trimethyl

3-Heptanone, 5-ethyl-4-methyl
1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (2)
Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)

Eucalyptol
(R)-(+)-3-methylcyclopentanone
Butanal, 2-methyl
Hex-2(E)-enal

Benzene, ethenyl

1J2Q 1KZN 2VEG 3UDI 3TTZ 3SRW 4ALL 10G5 2CDU 3NRZ
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ligld

ligl5
ligl6

ligl7

ligl8

ligl9

lig20
lig21

lig22
lig23

lig24

lig25

lig26

2h-pyran-3(4h)-one, 6-ethenyldihydro-2,2,6-
trimethyl

Copaene

Bicyclo[2.2.1]heptan-2-one, 1,7,7-trimethyl-, (1R)

Cyclobuta[1,2:3,4]dicyclopentene,
1,2,3,3a,3b.beta.,4,5,6,6a.beta.,6b.alpha.-decahydro-
1.alpha.-isopro pyl
2-(1-cyclopent-1-enyl-1-methyl-ethyl)-
cyclopentanone

Bicyclo[3.1.1]heptan-2-one, 6,6-dimethyl-, (1R)

1,6-octadien-3-ol, 3,7-dimethyl
Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 1,7,7-trimethyl-, acetate,
endo

Caryophyllene

3-cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)

Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene-2-carboxaldehyde, 6,6-
dimethyl

Cyclopropane, 1,1,2-trimethyl-3-(2-methyl-1-
propenyl)

Farnesene <(E)-, beta->

Chapitre 111 : Résultats et Discussion
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lig27
lig28

lig29
lig30
lig3l
lig32
lig33

lig34
lig35

lig36

lig37

lig3s

lig39

4,6,6-trimethylbicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-ol
4-Ethylbenzoic acid, 3-phenylpropyl ester

Borneol

Z-3-hexenyl lactate
2,6-octadienal, 3,7-dimethyl
Neryl acetate

Benzenepropanoic acid, methyl ester

Hydrocinnamate <ethyl->
Cyclopentanecarboxylic acid, 2-(2-hydroxy-1-
methylvinyl)-5-methyl-, .delta.-lactone

1,4-methanoazulen-7(1h)-one, octahydro-1,5,5,8a-
tetramethyl

Cyclopentanecarboxylic acid, 2-(2-hydroxy-1-
methylvinyl)-5-methyl-, .delta.-lac

(-)-5-oxatricyclo[8.2.0.0(4,6)]dodecane,,12-
trimethyl-9-methylene-, [1r-(1r*,4r*,6r*,10s*)]

Phosphoric acid, 4,5-dimethoxy-1-naphthalenyl
dimethyl ester

Chapitre 111 : Résultats et Discussion
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ligd0 (E)-ethyl 7-oxo0-2,5,5-trimethylhept-2-enoate

ligdl 1,4-Methanoazulen-7(1H)-one, octahydro-4,8,8,9-
tetramethyl-, (+)-

ligd2 Cyclopentanecarboxylic acid, 2-(2-hydroxy-1-
methylvinyl)-5-methyl-, .delta.-lac

ligd3 1,6,10-dodecatrien-3-ol, 3,7,11-trimethyl
ligdd 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethyl)

ligd5 Sesquisabinene hydrate

ligd6 2-1sopropyl-4-methylcyclohexyl
ethylphosphonofluoridate

ligd7 Muurolol <alpha-,epi->

ligd8 1-naphthalenol, 1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahydro-1,6-
dimethyl-4-(1-methylethyl)-, [1s-
(1.alpha.,4.alpha.,4a.alph

ligd9 5-Caranol, trans,trans-(+)

lig50 Alpha.-cadinol

ligl Alpha.-bisabolol

lig52 O-Isopropylphenetole

ligh3 2-oxabicyclo[2.2.2]octane, 1,3,3-trimethyl
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ligh4 4-Oxo-.beta.-isodamascol

ligh5 Cyclopentanecarboxylic acid, 2-acetyl-5-methyl

ligh6 Bicyclo[3.1.0]hexane-2-undecanoic acid, methyl
ester
lig57 Spiro[5.6]dodecane

L'échelle de couleurs va du marron au beige (de I'énergie libre de liaison la plus faible a I'énergie libre de liaison la plus élevée).L'échelle de couleurs va du
marron au beige (de I'énergie libre de liaison la plus faible a I'énergie libre de liaison la plus élevée).
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111.5.2.2. Analyse des composants aux propriétés antioxydantes et antibactériennes.

Nepeta nepetella présente des similitudes avec Satureja candidissima, notamment en ce
qui concerne l'effet des composants de son huile essentielle sur les mémes protéines cibles, a
savoir 4ALL et 3NRZ. Cette similitude peut s'expliquer par leur appartenance a la méme famille
botanique, les Lamiacées. Cette hypothése est corroborée par d'autres études, comme celles
portant sur les huiles essentielles de Mentha x smithiana et de Melissa officinalis, qui ont

également montré des effets sur la protéine 3NRZ (Jianu et al. 2021 ; Radulescu et al. 2021).

Pour la protéine 3NRZ, les résultats de I'amarrage moléculaire ont permis de comparer les
structures les mieux notées au ligand cocristallise HPA, qui posséde une énergie de liaison de -
6,7 kcal/mol. Parmi les ligands évalues, Lig 26 (Farnéséne) a une énergie équivalente de -6,7
kcal/mol, tandis que Lig 28 (acide 4-éthylbenzoique, ester de 3-phénylpropyle) se distingue par
une énergie de -9,2 kcal/mol. De plus, Lig 34 (Hydrocinnamate éthyle) montre une énergie de -

7,1 kcal/mol, et Lig 51 (alpha-Bisabolol) présente une énergie de -6,8 kcal/mol.

Le composé avec le meilleur score d'amarrage est Lig 28, qui a formé deux liaisons

hydrogene avec Thr1010 et Val1011, ainsi que plus de 10 interactions hydrophobes.

L'effet antibactérien de Nepeta nepetella subsp. Amethystina sur l'enoyl-[acyl-carrier-
protein] reductase [NADPH)] a été étudié en comparant les structures des ligands les mieux notes
avec le ligand co-cristallographique triclosan, qui présente une énergie de liaison de (-7,1
kcal/mol). Parmi les ligands testés, le Lig 15, le copaene, a montré une énergie de (-7,3 kcal/mol).
Le Lig 17, Cyclobuta[1,2:3,4]Dicyclopenténe, 1,2,3,3a,3b-Béta., 4,5,6,6a-Béta., 6b-Alpha.-
Decahydro-1.Alpha.-Isopropyle, a obtenu la meilleure performance avec une énergie de (-8
kcal/mol). D'autres ligands notables incluent le Lig 22, le caryophyllene (-7,4 kcal/mol), le Lig
36, 1,4-Méthanoazuléne-7(1H)-one, octahydro-1,5,5,8a-tétraméthyl (-8 kcal/mol), et le Lig 41,
1,4-Méthanoazulene-7(1H)-one, octahydro-4,8,8,9-tétraméthyl-, avec une énergie de (-8,5
kcal/mol). Cela suggére que cette huile essentielle pourrait avoir un potentiel en tant qu'agent

antibactérien naturel.
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De plus, le composé 36 a formé deux liaisons hydrogene avec les résidus Thr195 et Ala198,
tandis que le composé 41 a établi une liaison hydrogéne avec Tyr157, ce qui indique une bonne
affinité pour la cible. Ces interactions renforcent I'idée que les composants de Nepeta nepetella

pourraient jouer un réle significatif dans le développement d'agents antimicrobiens naturels

Analyse visuelle : Interprétation graphique des résultats pour illustrer les interactions entre les

molécules et les cibles.

ARG
ASN 880 6L
768 C1261
(L)
& SER
% C876
Y
s
cL (M\
i)
o A
X D cao% o
RO ey S
ot G076 “caole Gay s lcod ALA
’ ol ; ' 1079
0
h
LEU fAim  fPRE
873 1010 €1009
H-Bonds Interactions
Donor D van der Waals - Pi-Pi Stacked
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
D Carbon Hydrogen Bond D Akyl
- Pi-Sigma D pi-Alkyl
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Figure 14 : Contact intermoléculaire 2D et 3D entre le composé 28 ; 4-Ethylbenzoic acid,

3-phenylpropyl ester et la xanthine oxydase (PDB ID : 3NRZ)
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Figure 15 : Contact intermoléculaire 2D et 3D entre le composé 41 ; 1,4-Methanoazulen-
7(1H)-one, octahydro-4,8,8,9-tetramethyl et I'énoyl-[acyl-carrier-protein] réductase
[nadph] (PDB ID:4ALL)
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Figure 16 : Contact intermoléculaire 2D et 3D entre le composé 36 ; 1,4-methanoazulen-
7(1h)-one, octahydro-1,5,5,8a-tetramethyl et I'énoyl-[acyl-carrier-protein] réductase
[nadph] (PDB ID:4ALL)
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I11.6. Comparaison croisée des résultats in vitro et in silico
Les résultats obtenus in vitro ont mis en evidence une activité antioxydante significative

des huiles essentielles de Nepeta nepetella subsp. Amethystina et Satureja Candidissima.

Les tests DPPH et FRAP ont montré que I’huile essentielle de Nepeta nepetella subsp.
Amethystina (Poir.) Briq présente une meilleure activité antioxydante que celle de Satureja
Candidissima Munby Brik. En revanche, pour la capacité antioxydante totale (CAT), les résultats

révélent que 1’huile de Satureja Candidissima Munby Brik est plus efficace.

Les résultats in silico de I’activité antioxydante des deux huiles ont été comparés en
fonction de I’affinité de liaison, du nombre de composants interagissant avec la xanthine oxydase,
du nombre de liaisons et de leurs types (liaisons hydrogene, interactions Pi, interactions alkyles,

et forces de van der Waals). Ces interactions sont illustrées dans le tableau 14.

Pour Nepeta nepetella, le ligand 28 présente une affinité de -9,2 kcal/mol, ce qui indique
une meilleure affinité par rapport au ligand 17 de Satureja Candidissima, qui montre une affinité
de -7,0 kcal/mol. Quatre composants de Nepeta nepetella subsp. interagissent avec la cible, un

nombre bien inférieur par rapport aux 12 liaisons observées pour Satureja Candidissima.

L’huile essentielle de Nepeta nepetella forme 11 liaisons, en plus des interactions van der
Waals. En comparaison, Satureja Candidissima montre davantage de liaisons, avec 8 interactions

van der Waals supplémentaires.

On observe que les deux huiles essentielles sont actives contre toutes les souches testées, car elles
présentent des diametres de zones d'inhibition supérieurs a 0.8 cm. En comparant les diameétres
d'inhibition, on constate que Satureja candidissima est plus efficace que Nepeta nepetella contre
Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, et Pseudomonas aeruginosa. En
revanche, Nepeta nepetella montre une meilleure efficacité que Satureja candidissima contre

Bacillus licheniformis et Listeria monocytogenes.

En précisant l'inhibition in vitro de la souche Staphylococcus aureus, le diameétre de la zone
d'inhibition de Satureja candidissima (2.9 cm) est significativement plus grand par rapport a celui
de Nepeta nepetella (1.6 cm). L'huile essentielle de Satureja candidissima est extrémement active
(+++) contre S. aureus, ce qui est en accord avec les résultats de la recherche d'Attou et al (2021).
De son coté, I'huile essentielle de Nepeta nepetella montre une activité significative (++) contre

S. aureus.
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Les résultats in silico de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de Nepeta
nepetella et Satureja candidissima ont été comparés en fonction de Il'affinité de liaison, du
nombre de composants interagissant avec la xanthine oxydase, du nombre de liaisons, et de leurs
types (liaisons hydrogéne, interactions Pi, interactions alkyles, et forces de van der Waals). Ces
interactions sont illustrées dans le tableau 14.

Pour Nepeta nepetella, le ligand 41 présente une affinité de -8,5 kcal/mol, indiquant une
meilleure affinité par rapport au ligand 51 de Satureja candidissima, qui a une affinité de -8
kcal/mol. Le nombre de composants capables d’interagir avec la protéine est presque le méme
pour les deux huiles essentielles, avec 8 composants pour Nepeta nepetella et 7 pour Satureja
candidissima.

En ce qui concerne les liaisons, ’huile essentielle de Nepeta nepetella forme 5 liaisons
hydrogéne, en plus des interactions van der Waals, tandis que Satureja candidissima forme 3

liaisons hydrogéne, également accompagnees d'interactions van der Waals.

Les résultats in vitro et in silico des deux huiles nous permettent de conclure que les deux
huiles essentielles étudiées possedent un pouvoir antibactérien significatif contre S. aureus,

probablement par l'inhibition de I'enoyl-[acyl-carrier-protein] réductase [NADPH]
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Tableau n° 14 : Interactions moléculaires des ligands avec les cibles ATX et ATB :

Comparaison entre Ligands de Nepeta nepetella subsp. Amethystina (Poir.) Brig (Npeo) et

de Satureja Candidissima Munby Brik (Sceo)

Interaction avec ATX

Interaction avec ATB

Lig28 (Npeo) Ligl7 (Sceo) Lig41l (Npeo) Lig51 (Sceo)
Hydrogen bond | Thr1010, Van1011 Thr1010 Tyrl57 Tyrl57
n-interaction Leu648, Phe914, Phe914, Phe1009 / Tyrl47
(pisigma, n-r | Phel009
stacked, -t
shaped)
Interaction Leu873, Leul014, Leu873, Vall011, Tyrl47, Alal98, | Alal90
alkyl et w alkyl | Pro1076, Alal078, Leul014, Pro1076, | Val201
Alal079 Alal078, Alal079
Carbon HB Ser876 / Lys164 /
Van der waals | Asn768, Lys771, Ser876, Glu802, Ala95, Met160, Phe204,Val201,
Glu802, Arg880, Glul1261, Arg880 Ser197,Phe204,T | Metl160,Lys164,
Ala910, Phe1013, hr195,11e193,Prol | Ala95,Ser

Glul1261 92,Gly191 197,Thr195,1le2
0,11e193,Gly191,
Alal98,Pro192
Interaction Leul014(Hb+Alkyl), Phe1009(n-nt Tyr157( Hb+ /
multiple Val1010(Hb+Alkyl), Interaction +Alkyl), | Alkyl)
Phe914(n-nt Ala1079(Alkyl),

Interaction+ Alkyl
Interaction),
Alal078(Alkyl),

Phe (n Sigma+ nt-nt

Interaction+Alkyl)
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Structure
d’Interaction

en 2D

Le tableau 14 présente les différents types d’interactions moléculaires entre quatre
ligands issus des huiles essentielles (Nepeta nepetella et Satureja candidissima) et deux cibles
proteiques ATX (3NRZ) et ATB (4ALL). Il met en évidence la diversité des interactions non
covalentes telles que les liaisons hydrogéne, les interactions Pi, les interactions alkyle/ w-alkyle,
les interactions hydrophobes (Van der Waals), ainsi que les liaisons carbonées hydrogene. La
stabilite des complexes ligand-protéine est grandement influencée par ces types d'interactions,

qui ont un impact sur l'affinité des ligands envers leurs cibles respectives (Jeffrey, 1997).

Les ligands de Nepeta nepetella (Lig28 et Lig41) forment des liaisons hydrogéne avec
Thr1010 et Tyr157 respectivement, tandis que Ligl7 de Satureja candidissima se lie également
avec Thr1010 et Lig51 se lie a Tyrl57.

Les interactions 7 sont majoritairement présentes dans Lig28 et Ligl7, avec des residus
comme Leu648, Phe914, et Phe1009, qui montrent des interactions Pi-stacking ou Pi-sigma. La
stabilité de la liaison du ligand est souvent assurée par ces interactions en positionnant les cycles

aromatiques afin de favoriser une interaction pi favorable (Gallivan et Dougherty, 1999).

Les interactions hydrophobes (Alkyle/ © Alkyle) impliquent des résidus comme Leul014,
Val201, et Ala198 dans plusieurs ligands, ce qui renforce l'affinité du ligand via des interactions
van der Waals (Bissantz, Kuhn, et Stahl., 2010).

Seuls quelques ligands notamment Lig28 et Lig4l, présentent des liaisons carbonées
hydrogéne. Ce type d’interaction (Ser876, Lys164), suggérant une participation plus modeste a
la stabilité du complexe pour ces ligands (Derewenda, 2023).

Les ligands Lig28 et Ligl7 montrent de nombreuses interactions van der Waals avec plusieurs
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résidus, comme Asn768, Ser876, Ala910, et Glu1261. Ces interactions contribuent fortement a

la stabilité hydrophobe des complexes (Bissantz, Kuhn, et Stahl., 2010).

Les ligands présentent des interactions complexes et variées, combinant les forces
hydrophobes avec des liaisons © et des liaisons hydrogéne. Par exemple, le ligand 28 interagit
avec l'acide aminé Leul014 par des liaisons (hydrogéne + alkyle), Val1010 également par des
liaisons (hydrogéne + alkyle), et Phe914 grace a des interactions n-n et alkyles. De plus, Lig28
interagit avec Alal078 par des liaisons alkyles. Ces multiples interactions peuvent augmenter le
potentiel de liaison efficace du ligand avec ses cibles et renforcer la stabilité globale de la liaison
entre le ligand et la protéine. Chaque type d'interaction contribue a la force de liaison, ce qui

permet au ligand d'obtenir une affinité plus forte pour son site cible (Shinada, 2019).
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Tableau 15 : Evaluation ADME des composés de I'huile essentielle de Satureja Candidissima

Chapitre 111 : Résultats et Discussion

Lig29 | Ligl5 | Lig35 | Lig46 | Ligl7 | Lig31 | Lig32 | Lig43 | Lig46 | Lig49 | Lig30 | Lig34 | Lig40 | Lig50 | Lig51
TPSA (A2) |17.07 |17.07 |20.23 |17.07 |13.14 |17.07 [9.23 17.07 |17.07 |20.23 |0 0 0 20.23 | 20.23
Consensus
Log Polw 2.62 2.61 0.38 241 2.73 0.50 2.78 2.35 241 2.63 4.26 4.30 4.49 3.54 3.26
Poids
moléculaire | 152.23 | 154.25 | 154.25 | 150.22 | 150.22 | 150.22 | 148.20 | 150.22 | 150.22 | 148.20 | 204.35 | 204.35 | 204.35 | 222.37 | 220.35
(g mol-1)
nRB 0 1 0 0 0 2 3 1 0 2 0 1 0 1 0
nOHA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1
nOHD 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1
WLOGP 2.71 2.65 2.19 2.63 2.71 2.63 2.42 2.49 2.63 2.43 5.04 4.89 4.42 4.09 3.39
Solubilite
dans Ieau soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble
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Absorption
gastro-

intestinale

Haut

Haut

Haut

Haut

Haut

Haut

Haut

Haut

Haut

Haut

Bas

Bas

Bas

Haut

Haut

Présence
dans la BHE
(BBB)

Oui

Oui

QOui

QOui

Oui

Oui

Oui

Oui

Oui

Oui

Non

Non

Non

Oui

Oui

Substrat de
la P-gp

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Inhibiteur
du CYP1A2

Non

Non

Non

Non

Oui

Non

Oui

Non

Non

Oui

Non

Non

Non

Non

Non

Inhibiteur
du
CYP2C19

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Oui

Non

Oui

Inhibiteur
du CYP2C9

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Oui

Oui

Oui

Oui

Non

Inhibiteur
du CYP2D6

Non

Non

Non

Non

Yes

No

Non

Non

No

No

No

No

Non

Non

Non

Inhibiteur
du CYP3A4

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Non

Log Kp
(cm/s)
(Perméation
cutanée)

-5.04

-5.08

-5.31

-5.63

-5.07

-5.37

-4.81

-5.60

-5.63

-5.07

-4.32

-4.18

-4.98

-5.44
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Lipinski Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
Violation de

. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0

Lipinski

Score de

biodisponibi | 0.55 | 0.55 0.55 0.55 | 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55
lité
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Ligd2 | Lig37 |Lig57 |Ligl6 | Lig26 Lig28 Lig34 | Lig51 | Ligl5 |Ligl7 |Lig22 |Lig4l | Lig47 |Lig50
TPSA (A2) 26.30 26.30 0 17.07 0 26.30 40.13 20.23 0 0 0 17.07 20.23 20.23
Consensus Log

2.06 2.06 4.41 2.37 5.10 4.35 2.08 3.79 4.30 4.04 4.24 3.50 3.42 3.44
Po/w
Poids
moléculaire (g | 166.22 | 166.22 | 166.30 | 152.23 | 206.37 268.35 177.22 | 222.37 | 204.35 | 178.31 | 204.35 | 220.35 | 222.37 | 222.37
mol-1)
nRB 0 0 0 0 7 7 4 4 1 1 0 0 1 1
nOHA 2 2 0 1 0 2 2 1 0 0 0 1 1 1
nOHD 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1
WLOGP 2.11 2.11 4.29 2.40 5.43 4.04 1.01 4.23 4.27 3.71 4.73 3.67 3.78 3.78
Solubilité dans Modérément | Faiblement

Soluble | Soluble | Soluble | Soluble Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble | Soluble
l'eau soluble soluble
Absorption
gastro- Haut Haut Bas Haut Bas Haut Haut Haut Bas Bas Bas Haut Haut Haut
intestinale
Présence dans

Non Oui Oui Oui Non Oui Oui Oui Oui Oui Non Oui Oui Oui

la BHE (BBB)
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Substrat de la
5 Non Non Non Non Non Non Non Non Non Non Non Non Non Non
-gp
Inhibiteur du
Non Non Non Non Oui Oui Non Non Oui Non Non Non Non Non
CYP1A2
Inhibiteur du
Non Non Non Non Non Oui Non Non Oui Oui Oui Oui Non Oui
CYP2C19 **
Inhibiteur du . . ) ) ) . .
Non Non Oui Non Oui Non Non Oui Oui Oui Oui Oui Non Non
CYP2C9
Inhibiteur du
Non Non Non Non Non Oui Non Non Non Non Non Non Non Non
CYP2D6
Inhibiteur du
Non Non Non Non Non Non Non Non Non Non Non Non Non Non
CYP3A4
Log Kp (cm/s)
(Perméation -5.96 -5.96 -3.16 -5.67 -3.15 -4.47 -5.53 -4.97 -4.37 -3.93 -4.44 -4.93 -5.29 -5.29
cutanee)
Lipinski Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui
Violation de
o 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0
Lipinski
Score de
o . 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.85 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55
biodisponibilité
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111.7.1. Analyse des Données ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme,
Excrétion)

Sur la base de la recherche actuelle (tableaux 15 et 16), la majorité des composés
respectent la regle de Lipinski, ce qui suggére une bonne absorption orale potentielle

garantissant un bon potentiel pharmacologique.

Selon la régle de Lipinski, un composeé est considéré comme ayant une bonne absorption
orale s’il ne viole pas plus d’un de ses critéres ; poids moléculaire (MW) < 500, surface
topologique (TPSA) < 140, nombre d'accepteurs de liaisons H (nOHA) <5, nombre de donneurs
de liaisons H (nOHD) < 5, coefficient de partage de I'eau (WLOGP) < 5,88, nombre de liaisons
rotatives (nRB) < 10 (Lipinski et al., 2001).

Tous les composés examinés avaient un score de biodisponibilité de 0,55, ce qui indique

un niveau élevé de bioactivité dans la molécule.

Les valeurs moyennes de TPSA des composés sont inférieures a 30,2 A2, ce qui suggere
une bonne perméabilité a travers la barriére hémato-encéphalique ainsi qu'une lipophilie
favorable. Par ailleurs, le Log Po/w consensuel varie entre 2,06 et 5,43, indiquant une
hydrophobicité modérée a élevée, ce qui pourrait influencer leur distribution et interaction avec

les membranes biologiques (Janicka et al., 2024).

De plus, l'absence de substrat pour la glycoprotéine P (P-gp) suggére une excellente
absorption intestinale des composés sélectionnés, renforcant leur potentiel pour une

administration orale efficace.

Cependant, certains composés, notamment Lig9, Lig30 et Lig34 (Satureja) ainsi que
Lig26 (Nepeta), présentent une absorption gastro-intestinale faible, ce qui pourrait limiter leur

biodisponibilité et nécessiter des stratégies d’optimisation, comme [’encapsulation.

(Vivekanandhan et al., 2016).

La perméabilité a la barriere hémato-encéphalique (BBB) est élevée pour la majorité des
molécules, ce qui peut étre un avantage pour une action sur le systeme nerveux central (ex.
antioxydants neuroprotecteurs). Cependant, Lig30, Lig34 et Lig40 de Satureja n’ont pas cette

capacité, ce qui pourrait limiter leur action sur le cerveau.

Concernant le métabolisme, peu de composeés inhibent les cytochromes P450 (CYPs), ce qui

réduit les risques d’interactions médicamenteuses, bien que Lig30 et Lig34 (Satureja) ainsi que
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Lig57 et Lig22 (Nepeta) inhibent CYP2C9, ce qui pourrait affecter 1’élimination de certains

médicaments.

La perméabilité cutanée est généralement faible (Log Kp < -3.0 cm/s), ce qui indique que
I’application transdermique de ces composés pourrait étre inefficace. Cela pourrait limiter leur

utilisation sous forme de crémes ou patchs transdermiques.

Ces résultats suggerent que les molécules étudiées sont principalement adaptées a une
administration orale, avec un faible risque de toxicité métabolique et un bon passage dans le
systeme nerveux central. Toutefois, une attention particuliere devrait étre portée aux composes
ayant une faible absorption gastro-intestinale ou une inhibition enzymatique, qui pourraient
nécessiter une reformulation ou des études supplémentaires pour garantir leur efficacité et leur

innocuité.

111.7.2. Prediction de la toxicité des composés majeurs et de certains composes

mineurs par ProTox-3.0

Le tableaul? illustre les prédictions de toxicité pour différents composés dérivés des
huiles essentielles de Satureja candidissima et Nepeta nepetella. On évalue divers parametres
tels que I'népatotoxicité, la cancérogénicité, la cytotoxicité, I'immunotoxicité et la mutagénicité,
et la dose létale 50 (DL50) et la classe de toxicite.

Concernant 1’hépatotoxicité et la cytotoxicité, tous les composés semblent étre inactifs,
indiquant une absence de toxicité hépatique significative et une faible toxicité générale vis-a-
vis des cellules.

En ce qui concerne la cancérogénicité, certains ligands, tels que Lig8 (0.64), Lig32 (0.51),
Lig57 (0.54) et Lig28 (0.54), montrent une activité potentielle dans les prédictions. Ces valeurs
étant proches de 0.5, elles suggerent un risque faible, mais nécessitent une validation
expérimentale.

Pour la mutagénicité, seul le ligand (Ligl5 de Satureja candidissima, 0.64) est actif, ce
qui pourrait indiquer un risque potentiel d’altérations génétiques.
Quant a I'immunotoxicité, seuls Lig22 (0.54) et Ligd7 (0.69) de Nepeta nepetella sont

considérés comme actifs. Cela pourrait signaler un impact potentiel sur le systéme immunitaire.
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Selon la classification GHS (Systéme Généralement Harmonise), les ligands sont répartis
en plusieurs catégories en fonction de leur toxicité aigué par ingestion. Les substances de classe
1 et 2 sont mortelles si ingérées (LD50 < 50 mg/kg), celles de classe 3 sont toxiques (50 <LD50
< 300 mg/kg), tandis que celles de classe 4 sont considérées comme nocives (300 < LD50 <
2000 mg/kg). Les composés de classe 5 peuvent étre nocifs (2000 < LD50 < 5000 mg/kg), et
ceux de classe 6 sont jugés non toxiques (LD50 > 5000 mg/kg). Parmi les ligands étudiés,
plusieurs présentent une toxicité modérée (classe 4), notamment Lig8, Ligl7, Lig32, Lig38,
Lig43, Lig46 et Lig49. D'autres, comme Lig9, Lig30, Lig34, Lig37, Lig40, Lig50 et Lig51,

sont classés dans la catégorie de faible toxicité (classe 5).

Tableau 17 : Toxicité des composés (SCEO) et (NPEO), prédite par I'outil PROTOX 3.0

122



Chapitre 111 : Résultats et Discussion

Hépatotoxicité Cancérogénicité Cytotoxicité Immunotoxicité Mutagénicité
- DL50
Satureja Classe de
o Pr Pb Pr Pb Pr Pb Pr Pb Pr Pb prévue (mg o
Candidissima toxicité
kg-1)
Composants . ) ) . . . 470mg/kg
. Lig29 | Inactif 0.70 | Inactif 0.82 | Inactif 0.85 | Inactif 0.99 | Inactif 0.84 4
majeurs
Ligl5 | Inactif 0.72 Inactif 0.79 | Inactif 0.67 | Inactif 0.95 | Actif 0.64 | 500mg/kg 4
Lig35 | Inactif 0.77 Inactif 0.78 | Inactif 0.88 | Inactif 0.99 | Inactif 0.98 | 500mg/kg 4
Lig46 | Inactif 0.64 Inactif 0.79 | Inactif 0.87 | Inactif 0.95 | Inactif 0.93 | 1870mg/kg | 4
Composants
ayant un | . . . . .
) Lig8 | Inactif 0.87 | Actif 0.64 | Inactif 0.86 | Inactif 0.99 | Inactif 0.82 | 1370mg/kg | 4
pouvoir
antioxydant
Lig9 | Inactif 0.82 Inactif 0.77 | Inactif 0.82 | Inactif 0.98 | Inactif 0.87 | 4390mg/kg | 5
Ligl7 | Inactif 0.82 Inactif 0.52 | Inactif 0.79 | Inactif 0.99 | Inactif 0.91 | 590mg/kg 4
Lig31 | Inactif 0.62 Inactif 0.74 | Inactif 0.80 | Inactif 0.99 | Inactif 0.81 | 2920mg/kg | 5
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Lig32 | Inactif 0.72 | Actif 0.51 | Inactif 0.93 | Inactif 0.97 | Inactif 0.97 | 1230mg/kg | 4
Lig43 | Inactif 0.60 Inactif 0.73 | Inactif 0.85 | Inactif 0.96 | Inactif 0.91 | 1640mg/kg | 4
Lig46 | Inactif 0.64 Inactif 0.79 | Inactif 0.87 | Inactif 0.95 | Inactif 0.93 | 1870mg/kg | 4
Lig49 | Inactif 0.73 Inactif 0.70 | Inactif 0.87 | Inactif 0.88 | Inactif 0.91 | 650mg/kg 4
Composants
ayant un . . . . . .
) Lig30 | Inactif 0.82 Inactif 0.76 | Inactif 0.79 | Inactif 0.99 | Inactif 0.87 | 3650mg/kg | 5
pouvoir
antibactérien
Lig34 | Inactif 0.80 Inactif 0.73 | Inactif 0.83 | Actif 0.80 | Inactif 0.87 | 5300mg/kg | 5
Lig40 | Inactif 0.83 Inactif 0.68 | Inactif 0.71 | Inactif 0.62 | Inactif 0.86 | 5000mg/kg | 5
Lig50 | Inactif 0.81 Inactif 0.67 | Inactif 0.94 | Inactif 0.66 | Inactif 0.87 | 3000mg/kg | 5
Lig51 | Inactif 0.86 Inactif 0.61 | Inactif 0.91 | Inactif 0.52 | Inactif 0.73 | 3900mg/kg | 5
DL50
Nepeta ) Classe de
Pr Pb Pr Pb Pr Pb Pr Pb Pr Pb Pr prévue (mg L
Nepetella toxicité
kg-1)
Composants . ) . . . .
) Lig42 | Inactif 0.59 Inactif 0.53 | Inactif 0.78 | Inactif 0.93 | Inactif 0.75 | 4290mg/kg | 5
majeurs
Lig37 | Inactif 0.59 Inactif 0.53 | Inactif 0.78 | Inactif 0.93 | Inactif 0.75 | 4290mg/kg | 5
. ] . . . 15380mg/k
Lig57 | Inactif 0.84 | Actif 0.54 | Inactif 0.79 | Inactif 0.99 | Inactif 0.87 6
g
Ligl6 | Inactif 0.72 Inactif 0.68 | Inactif 0.61 | Inactif 0.96 | Inactif 0.94 | 775mg/kg 4
Composants
ayant un | . . . . .
) Lig26 | Inactif 0.76 Inactif 0.72 | Inactif 0.78 | Inactif 0.98 | Inactif 0.98 | 5000mg/kg | 5
pouvoir
antioxydant
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Lig28 | Inactif 0.62 Actif 0.54 | Inactif 0.90 | Inactif 0.99 | Inactif 0.77 | 3200mg/kg | 5
Lig34 | Inactif 0.61 Inactif 0.52 | Inactif 0.84 | Inactif 0.99 | Inactif 0.88 | 2200mg/kg | 5
Lig51 | Inactif 0.78 Inactif 0.70 | Inactif 0.75 | Inactif 0.97 | Inactif 0.83 | 2830mg/kg | 5
Composants
ayant ) o Ligl5 | Inactif 0.85 Inactif 0.77 | Inactif 0.69 | Inactif 0.68 | Inactif 0.88 | 3700mg/kg | 5
pouvoir
antibactérien
Ligl7 | Inactif 0.80 Inactif 0.64 | Inactif 0.76 | Inactif 0.99 | Inactif 0.73 | 4100mg/kg | 5
Lig22 | Inactif 0.80 Inactif 0.70 | Inactif 0.75 | Actif 0.54 | Inactif 0.95 | 5300mg/kg | 5
Lig4l | Inactif 0.71 Inactif 0.67 | Inactif 0.65 | Inactif 0.96 | Inactif 0.87 | 5000mg/kg | 5
Ligd7 | Inactif 0.82 Inactif 0.66 | Inactif 0.87 | Actif 0.69 | Inactif 0.91 | 2830mg/kg | 5
Lig50 | Inactif 0.82 Inactif 0.66 | Inactif 0.87 | Actif 0.69 | Inactif 0.91 | 2830mg/kg | 5
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Conclusion

Nepeta nepetella et Satureja candidissima sont des plantes médicinales et
aromatiques reconnues dans la médecine traditionnelle algérienne, bien que leur

exploitation soit restreinte en dépit de leurs nombreux effets biologiques potentiels.

Cette thése s’inscrit dans une démarche de recherche visant a identifier des
substances naturelles aux propriétés antioxydantes et antimicrobiennes, utilisables dans
la conservation des aliments et le domaine médical. L'étude s'est concentrée sur les
parties aériennes de Nepeta nepetella et de Satureja candidissima, récoltées
respectivement dans les régions de Naama et Ain Temouchent, dans le but de déterminer
la composition complexe de leurs huiles essentielles par analyse GC-MS, d’évaluer leur
potentiel en tant qu’antioxydants et leurs propriétés antibactériennes a travers des tests
in vitro, et de caractériser leurs interactions avec des cibles biologiques via des

approches in silico.

L’analyse GC-MS a permis d'identifier 57 composés dans I’huile essentielle de
Nepeta nepetella (représentant 90,98 % de la composition totale) et 54 composés dans
celle de Satureja candidissima (91,01 % de la composition totale). Les composes
majoritaires de Nepeta nepetella incluent la népétalactone 4aa, 7a, 7ap (58,98 %), la
népétalactone 4aa, 7a, 7aa (10,23 %), le spiro (5.6) dodécane (5,45 %) et le camphre
(4,98 %), tandis que les composants principaux de Satureja candidissima sont le
pulégone (53,26 %), le (+)-menthone (11,02 %), le bornéol (4,43 %), la 2-cyclohexén-
1-one, 3-méthyl-6-(1-méthyléthylidéne) (2,50 %) et le 3-octanol (2,09 %).

Sur le plan biologique, les résultats montrent que 1’huile essenielle de Satureja
candidissima est plus efficace que I’huile essentielle de Nepeta nepetella contre
Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, et Pseudomonas aeruginosa.
Inversement, Nepeta nepetella affiche une efficacité supérieure contre Bacillus

licheniformis et Listeria monocytogenes.

Les tests DPPH et FRAP ont mis en évidence une activité antioxydante
intéressante de 1’huile essentielle de Nepeta nepetella, comparée a celle de Satureja
candidissima. Toutefois, en ce qui concerne la capacité antioxydante totale (CAT),

Satureja candidissima s'est revélée plus efficace.
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Conclusion

Les études in silico sur I’activité antioxydante ont comparé les deux huiles en fonction
de I’affinité de liaison, du nombre de composants interagissant avec la xanthine oxydase, et du
type de liaisons (liaisons hydrogéne, interactions m, interactions alkyles et forces de van der
Waals). Le ligand 28 de Nepeta nepetella présente une affinité de -9,2 kcal/mol, supérieure a
celle du ligand 17 de Satureja candidissima, qui affiche une affinité de -7,0 kcal/mol. Par
ailleurs, quatre composants de Nepeta nepetella interagissent avec la cible, contre douze

interactions observees pour Satureja candidissima.

Concernant I’activité antibactérienne, les résultats in silico des deux huiles ont été
comparés selon leur affinité de liaison et leur capacité d’interaction avec la protéine cible,
indiquant une affinité de -8,5 kcal/mol pour le ligand 41 de Nepeta nepetella et de -8 kcal/mol
pour le ligand 51 de Satureja candidissima. Les deux huiles essentielles ont montré un nombre
similaire de composants interagissant avec la cible antibactérienne, avec huit composants pour

Nepeta nepetella et sept pour Satureja candidissima.

Concernant les analyses ADMET, les huiles essentielles étudiées semblent présenter
une toxicité relativement faible, avec peu de composés identifiés comme mutagénes ou
immunotoxiques. Néanmoins, Satureja candidissima se distingue par une toxicité plus élevée

que Nepeta nepetella, en raison de la présence de plusieurs composeés classés en catégorie 4.

Les résultats in vitro et in silico confirment une activité significative des deux huiles
contre Staphylococcus aureus, en particulier via une expérience de docking ciblant I’enzyme
enoyl-[acyl-carrier-protein] réductase [NADPH] (PDB 4all). Cette interaction suggére un
pouvoir antibactérien significatif contre S. aureus, potentiellement di a l'inhibition de cette

enzyme.

En conclusion, les huiles essentielles de Nepeta nepetella et Satureja candidissima
étudiées se révelent prometteuses, ouvrant de nouvelles perspectives dans les applications
naturelles. Elles représentent une alternative potentielle aux additifs chimiques, notamment
dans les domaines de la santé et de la conservation alimentaire. Toutefois, des études
complémentaires sur des matrices alimentaires sont nécessaires pour valider leur efficacité et
leur innocuité. Les résultats obtenus dans cette thése contribuent ainsi a enrichir les

connaissances scientifiques sur leurs applications potentielles en santé et en recherche avancee.
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Annexe 1 :
2 .
y =0,5435x - 0,617
R?=0,9049
15 1 —4— Satureja
;1:5 1 - Nepeta
3
‘8‘ Acide ascorbique
2 05 -
0
0,1 0,2 0,3 0,4
-0,5 -
Concentration( pug/ml)
Figure 17 : Courbe d'étalonnage FRAP
Annexe 2 :

Tableau 18 : Analyse statistique des résultats du test DPPH

Concen 15,5 62,5 120 250

a, Asc 23,99 96,81 97,36 97,5

N,nepet 8,26 67,01 69,89 72,37

S, candid 11,13 36,7 52,5 72,78

Source des | Somme des | Degré de | Moyenne

variations |  carrés liberté | des carrés F Probabilité F1% 5%
Lignes |2660,26132 2 1330,13066 | 11,0211036 | 0,00979529 | 10,9247665 | 5,14325285

Colonnes | 8181,4191 3 2727,1397 |22,5963435|0,00113959 | 9,77953824 | 4,75706266
Erreur | 724,13655 6 120,689425
Total 11565,817 11
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Annexe 3 :

Tableau 19 : Analyse statistique des résultats du test FRAP

0,1 0,2 0,3 0,4

Satureja 0,081 0,197 0,46 1,124
Nepeta 0,14 0,341 0,656 1,109
Acide ascorbique | 0,094 0,348 0,755 1,77

Source des | Somme des | Degré de | Moyenne

variations | carrés liberté | descarrés | F calculé | Probabilité F1% F5%
Lignes 0,15736017 2(0,07868008 | 2,49788836 | 0,16247106 | 10,9247665 | 5,14325285
Colonnes |2,63165492 3(0,87721831 | 27,8494035| 0,00064125 | 9,77953824 | 4,75706266
Erreur 0,18899183 6(0,03149864

Total 2,97800692 11

Annexe 4 :

Tableau 20 : Analyse statistique des résultats du test CAT

Concentration 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Satureja 3,54 3,89 444 471 491
Nepeta 2,94 3,41 3,69 4,09 426

Source des| Somme | Degré de | Moyenne
variations | des carrés | liberté | descarrés | F calculé | Probabilité F1% F5%
Lignes 0,961 1 0,961 |203,386243|0,00014041 |21,1976896 | 7,70864742
Colonnes | 2,41166 4 0,602915 |127,601058 | 0,00018046 | 15,9770249 | 6,38823291
Erreur 0,0189 4 0,004725
Total 3,39156 9
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ABSTRACT

ARTICLE HISTORY

This study aimed to investigate the chemical composition and antibacterial properties of the essential
oil (EO) derived from the aerial parts of Satureja candidissima (Munby) Brig (SC), as well as the mecha-
nisms of interaction between SCEO chemical components and target proteins related to antibacterial
activity mechanisms using a molecular docking approach, and for more accuracy molecular dynamic
simulation and DFT calculations were carried out. The GC-MS technique was used to analyze the
chemical composition of SCEO. The results showed that SCEO contained various chemical compounds,
with pulegone being identified as the major component (53.26%). The results also indicated the pres-
ence of (+)-menthone (11.02%), borneol (4.43%), 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethylidene)
(2.50%), and 3-octanol (2.09%). The study revealed that the SCEO displayed antibacterial activity
against all tested gram-positive bacteria. To further understand the mechanism behind its antibacterial
activity, in silico molecular docking studies were performed. The results indicated that the antibacterial
effect of SCEO compounds could be due to the combination with enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
[NADPH] Fabl (PDB ID: 4ALL) in a variety of ways. The molecular dynamics simulation analysis yielded
favorable outcomes for the docked complex involving 1H-cycloproplelazulen-7-ol, decahydro-1,1,7-tri-
methyl-4-methylene, and 1,4,7-tetramethyldecahydro-1H-cyclopropale]azulen-4-ol with enoyl-[acyl-car-
rier-protein] reductase [NADPH]. Geometry optimization, coupled with Density Functional Theory (DFT),
can be employed to assess the importance of quantum chemical descriptors in elucidating potential
antibacterial activity. Quantum descriptors were computed based on Eyomo and E ymo. The results of
this study provide important insights into the potential use of Satureja candidissima (Munby) Brig EO
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as antibacterial agent.

1. Introduction

The most significant obstacle in the food industry is the pres-
ence of foodborne strains and spoilage microorganisms
(Gutiérrez-Larrainzar et al., 2012; Shin et al., 2007). Bacillus
cereus groups and Staphylococcus aureus are among the bac-
terial strains that can cause illness in humans through con-
tamination of various food products, including meat, dairy,
vegetables, and homemade items. It is worth noting that
these bacteria have been identified in numerous instances of
foodborne illness outbreaks in Algeria (Ziane & Membré,
2022). To prolong the shelf life of food, a synthetic additive
is usually added. While this synthetic chemical is beneficial in
some instances, it can be detrimental to human health. The
connection between synthetic additives, such as parabens
and breast cancer, as well as the fact that nitrites are

responsible for causing cancers in organs, such as the lung,
stomach, and liver, has prompted researchers to seek safer
alternatives (Guimaraes et al., 2019). In recent years, there
has been a growing trend toward the consumption of min-
imally processed and additive-free foods. As a result, there is
an increasing demand for the food industry to replace exist-
ing preservation technologies with new ones (Jianu et al,
2021). Essential oils (EOs) are regarded as a possible source
of natural, non-toxic antimicrobial compounds with improved
safety profiles. Medicinal phytochemicals, including EO, are
now increasingly being acknowledged as a feasible alterna-
tive for restraining the proliferation of pathogenic bacteria
(Mansuri & Lokhande, 2020).

Various Satureja species have been studied for their
diverse biological properties, which could be useful in future
disease management. These properties include antioxidant,
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antifungal, antibacterial, antiparasitic, antiviral, anti-inflamma-
tory, antidiabetic, hepatoprotective, anticancer, and cytotoxic
effects (Sefidkon & Bistgani, 2021).

Satureja candidissima (Munby) Briq. (SC) is a member of
the Lamiaceae family and has a pleasant aroma, making it a
popular medicinal plant. It is typically covered, with a thick,
whitish velvety tomentum and ovoid leaves, only revealing
its pinkish flowers measuring 8-12mm during inflorescence.
This plant is used locally as a culinary spice as well as to
treat ailments, such as flu, fever, and intestinal worms. It is
locally named ‘Nabta beda’ or ‘Zaater cheleuh’ and is also
known as Melissa candidissima (Munby) and Calamintha can-
didissima (Munby) Benth. var. laxiflora (mnhnfr/fr) (Attou &
Davenne, 2021).

Thus, this research focused on three primary objectives.
Firstly, it aimed to characterize the chemical composition of
the essential oil (EO) extracted from the aerial parts of
Satureja candidissima (Munby) Brig through the application of
GC-MS analysis. The second objective involved assessing the
EO’s antibacterial properties. Lastly, a molecular docking
approach was employed to scrutinize the interaction mecha-
nisms between the chemical constituents of SCEO and target
proteins associated with antibacterial activity, further con-
firmed through molecular dynamics (MD) simulations.

The overarching aim of this study was to unveil the
potential utility of SCEO as a natural and environmentally
friendly preservative within the realms of both the food and
pharmaceutical industries.

2. Materials and methods
2.1. Essential oil extraction

During the flowering season in October 2021, Arial parts of
Satureja candidissima (Munby) Brig (SC) were collected from
the Ain Temouchent region of Algeria at coordinates
35°17'50.96” N —1°0825.33"” W. The botanical identification
was conducted by a skilled herbalist from Ain Temouchent
and also at the Department of Biology (University of
Mascara, Algeria). The collection was dried at room tempera-
ture for two weeks.

The essential oil was obtained via hydrodistillation using a
Clevenger apparatus for a duration of 4h, following the
protocol outlined in the European Pharmacopoeia. The
resulting oil was subsequently dried over anhydrous sodium
sulfate and stored in darkness at 4°C until needed (Alaoui
Ismaili & El Arouji, 2015).

2.2. Gas chromatography-mass spectrometry

A Shimadzu capillary gas chromatograph directly coupled to
a mass spectrometer system, specifically the GC-2010 plus
and GCMS-TQ8030 models from Shimadzu (Shimadzu
Scientific Instruments), was used to carry out the analyses. A
capillary column measuring 30 m in length with an inner
diameter of 0.31mm and a film thickness of 0.25um was
employed, and the following conditions were applied: the
column oven temperature was set to 60.0°C, injection

temperature to 230°C, injection mode to split, pressure to
100 kPa, total flow to 7.3 mL/min, column flow to 4.33S mL/
min, linear velocity to 75.9cm/s, purge flow to 3.0 mL/min,
and split ratio to —1.0. The column temperature was pro-
grammed to increase from 60.0 to 230.0°C at a rate of
2.00°C/min. For the mass spectrometer (MS), the ion source
temperature was 200.00°C, interface temperature was
230.00°C, solvent cut time was 3.00 min, and detector gain
was set to 0.80kV.

2.3. Antibacterial activity assay

2.3.1. Bacterial strains
The antibacterial efficacy of SCEO was assessed against a
range of gram-positive bacteria, including B. cereus ATCC
25921, B. cereus group IV as characterized by Ziane et al.
(2014), B. cereus group Il as identified by Ziane et al. (2016),
and Staphylococcus aureus ATCC 25923. These particular
microbial strains have been recognized as the primary cul-
prits behind foodborne outbreaks, as reported in the EFSA
One Health 2019 Zoonoses Report (EFSA & ECDC, 2021). The
selected strains were revitalized by subculturing a loop of
each bacterial strain in brain heart infusion broth (BHI) and
then incubated at 37°C for 24 h. Following incubation, the
purity of the strains was assessed through macroscopic
observation of colony appearance and microscopic observa-
tion of cells after gram staining.

The authentication of the tested strains was confirmed
using two tests: microscopic observation after gram staining
and the catalase test.

2.3.2. Evaluation of bacterial activity

Two methods, the well diffusion method on Mueller-Hinton
agar medium and the microdilution method on a microplate,
were used to evaluate the bacterial activity. The first method
consists of determining the susceptibility profile of the tested
strains, while the second method consists of determining the
level of resistance (minimum inhibitory concentrations: MICs).
Additionally, the minimum bactericidal concentrations (MBCs)
were then estimated based on the determined MICs.

2.3.3. Agar diffusion method (diffusion in wells)

The procedure involves the preparation of an overnight cul-
ture of the tested bacterial strains on a nutrient agar
medium (Jennie & Jenny, 2003). Then, the standard inoculum
of 0.5 McFarland standard was prepared by suspension of
colonies in physiological water. Afterward, the suspension
was distributed using a swab on a Petri dish containing
14 mL of Mueller Hinton agar medium (Balouiri et al., 2016).
After culture drying, a well of approximately 6 mm is then
formed using a sterile Durham tube. Into this well, a volume
of 10 uL of the tested essential oils, as well as activity con-
trols, such as DMSO and thymol, was introduced. The culture
dish was incubated at 37°C for 24h. The results were
obtained by measuring the zones of inhibition (millimeters)
surrounding each well. The inhibition zone, which is the area
devoid of bacterial growth surrounding the well, reflects the



antimicrobial activity of the tested product (essential oil,
DMSO, and thymol). The susceptibility profile (sensitive,
resistant, or intermediate) was expressed as established by
Ponce et al. (2003). A strain that is not sensitive to the essen-
tial oil will have a diameter of the inhibition zone <8 mm, a
sensitive strain will have a diameter between 9 and 14 mm,
while very sensitive strains will have a diameter in the ranges
of 15-19 mm and extremely sensitive strain will have a diam-
eter >20 mm, respectively (Ponce et al., 2003).

2.3.4. Determination of MIC and MBC

To determine the MICs, a volume of 40uL of essential oil
was first diluted in 200 uL of BHI broth from the initial well
of the titration microplate with a final volume of 100pL
(Chikezie, 2017). The tested dilutions were performed to pre-
pare a final concentration ranging from 20 to 0.156 uL/ml. In
addition, the activity of DMSO and thymol was tested
through similar dilutions.

All the wells were then inoculated with a volume of 10 uL
from a microbial culture of ~10° UFC/mL and incubated for
24h at 37+1°C. Two wells served as negative controls: the
first contained only the culture medium, and the other con-
tained only the inoculum. The MIC is defined as the lowest
concentration that can inhibit any visible growth of the
microorganism. The MIC is assigned with a bacteriostatic
effect. The turbidity of each well was visually assessed by a
pellet in the bottom in daylight.

To verify the revivification of the bacteria in the well with-
out microbial pellets, a 5puL culture was plated ‘in spots’ on
Muller-Hinton agar. The plates were incubated at 37+1°C
for 24 h, and the MBC of the essential oil was deduced from
the first plate of the first dilution without bacteria. In fact,
the MBC corresponds to the lowest concentration that can
kill more than 99.9% of the initial microbial inoculum (i.e.
<0.01% survivors) and reflects the bactericidal effect of a
given sample.

2.4. In silico molecular docking

The 3D structures of the protein targets, listed in Table 1,
were acquired from the RCSB protein data bank https://
www.rcsb.org/ (Berman et al., 2000). Protein structure visual-
ization was achieved using, Discovery Studio Visualizer
(BIOVIA Discovery Studio 2021 Client).

Protein structures were prepared as suitable docking tar-
gets using Autodock Tools (version 1.5.6, The Scripps
Research Institute, La Jolla, CA, USA) and BIOVIA Discovery
Studio 2021 Client. The protein structures underwent prepro-
cessing by removing water molecules, hetero atoms
(hetatm), undesired protein chains, and cocrystalized ligands.
This was followed by the addition of polar hydrogen atoms
and Gesteiger charges, and the resulting structures were
converted into pdbqt format for subsequent analysis.

All 54 SCEO compounds were represented by their
respective 3D structures, which were drawn using ChemDraw
Professional 15.0 software (PerkinElmer, USA) and then sub-
jected to structural energy minimization using Chem3D 15.0
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software (PerkinElmer, USA). The ligands were then proc-
essed using the Python Prescription Virtual Screening tool
software (PyRx) (Trott & Olson, 2010), where their SDF files
were converted to pdbqt formats using OpenBabel software
(O'Boyle et al., 2011).

Docking of the compounds was carried out with the GUI
software PyRx using the scoring function of AutoDock Vina
(Allouche, 2012). After selecting the protein and ligand mole-
cules for docking within the vina wizard control, a grid box
was superimposed over the protein structure. The grid size
was subject to modification based on the active site residues
that were chosen before launching the AutoDock Vina pro-
gram to conclude the docking process. The search space was
confined by the grid box, which was sized and located based
on coordinates to accurately align with the active binding
site (Table 1).

Data results for docked molecules as free binding energy
values (AG, kcal/mol) were documented and the analysis of
ligand-protein binding features was conducted using BIOVIA
Discovery Studio 2021 Client.

A useful way to validate molecular docking involves sepa-
rating the protein’s crystallized ligand and running a new
docking analysis in the same area where the ligand was pre-
viously located (Al Khodairy & Kalim, 2013; Shivanika et al.,
2022). This process allows us to determine if the docked lig-
and overlaps with the crystallized ligand by checking the
RMSD parameter value using software, such as PyMOL.

2.5. Molecular dynamics simulation

NAMD 3.0.0. software was used for performing MD simula-
tions (Phillips et al., 2005; Ribeiro et al., 2018). This software
applies the Charmm-36 force field. Protein systems were built
using the QwikMD toolkit of the VMD software (Humphrey
et al., 1996; Ribeiro et al., 2018) where the protein structure
was checked for any missing hydrogens, the protonation
states of the amino acid residues were set (pH = 7.4), and
the co-crystalized water molecules were removed. Thereafter,
the whole structure was embedded in an orthorhombic box
of TIP3P water together with 0.15M Na* and ClI™ ions in
20 A solvent buffer.

Afterward, each system was first energy minimized using
the steepest descent and conjugate gradient methods. Then
it was gradually heated with the Langevin thermostat (Liu
et al, 2016) to 310K over 30 ps at constant volume using
1-fs time steps.

Initial velocities were sampled from the Boltzmann distri-
bution while keeping weak restraints on the solute and the
ligand. Each system was then equilibrated in the isothermal-
isobaric ensemble (NPT), at 310K, using a constant pressure
periodic boundary with an average pressure of 1atm.
Isotropic position scaling was used to maintain the pressure
with a relaxation time of 2 ps. Non-bonded interactions were
cut off at 8.0A, and long-range electrostatic interactions
were computed using the particle mesh Ewald (PME) (Phillips
et al,, 2005).

The Secure Hash Algorithm Keccak SHAKE algorithm
(Krautler et al., 2001) was used to keep bonds involving H


https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/

4 A. E. SAIDI ET AL.

Table 1. Molecular docking parameters and protein targets.

Grid box center coordinates

Grid box size

Protein PDB ID Native ligand

Isoleucyl-tRNA synthetase 1JZQ N-[isoleucinyl]-n’-[adenosyl]-diaminosufone (ILA)

DNA gyrase 1KZN Clorobiocin (CBN)

Dihydropteroate synthase 2VEG Pterin-6-yl-methyl-monophosphate (PMM)

Type IV topoisomerase 3RAE Levofloxacin (LFX)

Dihydrofolate reductase 3SRW 7-(2-ethoxynaphthalen-1-yl)-6-methylquinazoline2,
4-diamine (Q27)

DNA gyrase subunit B 3T1Z 2-[(35,4R)-4-{[(3,4-dichloro-5-methyl-1H-pyrrol-
2-yl)carbonyllamino }-3-fluoropiperidin-1-yl]-1,
3-thiazole-5-carboxylic acid (07N)

Penicillin-binding protein 1a 3UDI Penicillin G-open form (PNM)

PBP1a

Enoyl-[acyl-carrier-protein] 4ALL Triclosan (TLC)

reductase [NADPH]

center_x=—27.9244
center_y=6.7316
center_z=-28.9219
center_x=19.1535
center_y =30.3937
center_z—=34.7436
center_x=31.1645
center_y = 48.2070
center_z=10.0389
center_x = —32.7469
center_y =68.1871
center_z = —23.6987
center_x =—5.1462
center_y =-32.1218
center_z=16.0652
center_x = 16.0885
center_y =—18.9871
center_z=6.7818
center_x=34.0974
center_y = —0.6934
center_z=12.5146
center_x = 0.8499
center_y = —21.5459
center_z=-23.3818

size_x=16.5063
size_y=12.1031
size_z=6.7610
size_x=13.6159
size_y =15.6881
size_z=19.3188
size_x =9.0647
size_y=12.2710
size_z—=8.8451
size_x = 14.8885
size_y=9.1672
size_z=4.1677
size_x=9.0414
size_y=12.7914
size_z=17.2857
size_x=21.7448
size_y=14.4702
size_z=12.0405
size_x=28.2053
size_y =9.8831
size_z=10.5326
size_x=6.8737
size_y=6.4816
size_z=9.8664

atoms at their equilibrium length. For the integration of
Newton’s equations, a 2-fs time step was utilized.

The parameters and topologies of the compounds were
calculated by using the VMD plugin Force Field Toolkit (ffTK).
Afterward, the generated parameters and topology files were
loaded to VMD to readily read the protein-ligand complexes
without errors and then conduct the simulation steps. The
analysis of the resulting trajectories was carried out using
VMD. The analysis of the FEL was carried out using the
Pymol plugin Geo_measures (Kagami et al., 2020).

2.5.1. Binding free energy calculations

Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area (MM-
PBSA) embedded in the MMPBSA.py module of AMBER18
was utilized to calculate the binding free energy of the
docked complex (Miller et al., 2012) 100 frames were proc-
essed from the trajectories in total, and the system’s net
energy was estimated using the following equation:

AGBinding = AGComplex‘AGReceptor_AGInhibitor

Each of the aforementioned terms requires the calculation of
multiple energy components, including van der Waals
energy, electrostatic energy, internal energy from molecular
mechanics, and polar contribution to solvation energy.

2.6. DFT studies

2.6.1. Quantum chemical analysis
Density functional theory (DFT), a widely adopted computa-
tional method in recent years, has gained popularity in
molecular studies due to its ability to produce results that
closely align with experimental values (Demirpolat et al., 2022).
The current study employs DFT analysis to highlight the
electronic features of the phytochemicals. The geometry
optimizations of the selected compounds 39 and 51 were

carried out using the B3LYP density functional theory (DFT)
method with the def2-TZVP basis set and the def2/J auxiliary
basis set in the recent version ORCA 5.0.4 (Neese, 2012), with
Avogadro 1.2 as Graphical user interface GUI. Based on the
optimized structures electronic characteristics, such as
HOMO-LUMO energies were computed. As well as global
reactivity descriptors were further investigated for the
selected compounds. The following descriptors;

The energy gap; AEgap = (ELumo — Eromo)
lonization potential; (I = —Exomo)

Electron affinity; (A= —E;ymo)

The electronegativity; (y = (/4 A)/2)

Chemical potential; (t=—y)

Global hardness; (n=(1—A)/2))

Softness; (S=1/y)

Global electrophilicity index; (o = 1?/2n)
Maximum charge transfer index; (ANax = —u/n)
Nucleophilicity index; (N=1/w)

Can be calculated based on the energy of the HOMO and
the LUMO (Dogan et al., 2020).

2.6.2. Molecular docking and molecular dynamic simula-
tion after DFT geometry optimization

To enhance the accuracy of the results. We performed add-
itional molecular docking and MD simulation after the geom-
etry optimization DFT for compounds 39 and 51 with the
target protein enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH]
Fabl (PDB ID: 4ALL). To calculate the binding energy profiles,
the protein-ligand complexes were docked using Vina inte-
grated with the PyRx software following the same protocol
as previously. The grid box coordinates were slightly
changed this time. The new center coordinates are (Center
XYZ=0.8482, -215462, and —-23.3818), (Dimensions
XYZ=8.2631, 7.4380, and 13.1324), respectively.



The MD Simulation for both complex (enoyl-[acyl-carrier-
protein] reductase [NADPH] Fabl—compound 39) and com-
plex (enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] Fabl—
compound 51) were re_performed this time using the
GROMACS (Version 2023.2) (Abraham et al.,, 2023). Gromacs
was installed on ASUS TUF A15 equipped with an AMD
RYZEN 7 6000 Series CPU for performing the computational
tasks with Compute Unified Device Architecture (CUDA) for
GPU acceleration using a NVIDIA GeForce RTX 3050 Ti and
Random Access Memory (RAM) of 16GB DDR5.

CHARMM?27 force field and transferable intermolecular poten-
tial 3P (tip3p) water model were applied to conduct MD simula-
tion of both complexes (Bjelkmar et al, 2010). SwissParam was
used to generate force field parameters for the phytochemicals
(http://www.swissparam.ch/). Na and Cl ions were used to bal-
ance complex charges. The Berendsen temperature and
Parrinello-Rahman pressure coupling methods were used to set
the equilibrated system at 300K and 1 bar pressure with a time
constant of 0.1 ps. MD simulations were drawn from the Maxwell
velocity distributions at 300K. The length of all covalent bonds
was constrained using the LINCS algorithm (B. Hess et al,, 1997).
The long-range electrostatic interactions were treated using the
partice mesh Ewald method with a grid spacing of 1.2B
(Darden et al,, 1993). The Lennard Jones potential was used for
treating the van der Waals interatomic interactions. The cut-off
for van der Waals and Coulomb’s interactions was set to 1.2nm.
MD was performed for 100 ns (50,000,000 steps) with an integra-
tion time step of 0.002ps (2fs). Finally, root mean square devi-
ation, root mean square fluctuations, radius of gyration, and
hydrogen bond occupancy are some of the post-MD analyses
that were carried out. Utilizing the XMGrace program v.5.1.25,
the entire plot was created (https://plasmagate.weizmann.ac.il/
Grace/).

3. Results and discussion

3.1. SCEO chemical composition

Hydrodistillation was used to isolate essential oil from the
dried aerial parts of Satureja candidissima (Munby) Briq, which
yielded (1.6%) a fresh scented, slightly yellow colored oil.

intensity
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This indicates that the plant sample from Ain Temouchent
is abundant in essential oil, with higher yields than those
found in Tlemcen (1.3%) and West Algeria (0.90%) according
to Attou and Davenne (2021) and Benyoucef and Dib (2019),
respectively.

Radulescu et al. (2021) mentioned that the essential oil
content is greatly influenced by biotic and abiotic factors, as
well as variations in harvesting years and genetic traits of
the genotypes (Radulescu et al., 2021). The chemical compos-
ition is shown in Figure 1 and Table 2.

In this study, the Satureja candidissima (Munby) Briq EO
sample was analyzed by GC (RI) and GC (MS) (Table 1). Fifty-
four components were identified, accounting for 90.98% of
the whole composition, and were dominated by monoter-
penes. The oxygenated monoterpene was mostly repre-
sented by pulegone (53.26%), (+)-menthone (11.02%),
borneol (4.43%), 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methyle-
thylidene) (2.50%), and 3-octanol (2.09%).

A previous study conducted in Tlemcen City of Algeria
also reported pulegone (70.4%) and menthol (5.2%) as the
major compounds of SCEO (Radulescu et al, 2021). On the
other hand, Attou and Davenne (2021) reported pulegone
(47.62%), menthone (24.50%) and terpinen-4-ol (11.63%) as
the main components of SCEO (Attou & Davenne, 2021).

The variations in the composition of essential oils can be
attributed to a range of factors, including the time at which
the plants are harvested, the methods used for storage and
extraction, and the environmental and physiological condi-
tions under which the plants are grown. These conditions
may include the season, geographical location, soil compos-
ition, and climate. All of these factors can have a significant
impact on the final composition of the essential oils (Muller-
Riebau et al., 1997; Zouari et al., 2012).

3.2. Evaluation of the antibacterial activity

All the tested strains were viable and pure with specific
genus characteristics (Table 3). Thymol displayed the highest
activity against the bacterial strains (gram-positive), with
inhibition diameters >23mm As shown in Table 4, except
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Figure 1. Volatile chromatogram of SCEO as determined by GC-MS.
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Table 2. Components of essential oil (EO) from Satureja Candidissima (Munby)

Brig.
Retention
time
N Compound name (min) Area% 2D structure
1 Hexane 3019 031 /\/\/
2 1,4-cyclohexadiene, 1-methyl- 3.265 0.42
4-(1-methylethyl)
3 Ocimene<(e)-, beta-> 3.405 0.15 NS N
4 3-octanone 3450 0.4 /\/\)OJV
5  Pentane, 2,2,3-trimethyl 3.495 0.15 ; (
6  Pentane, 3-methyl 3570  0.05
7  Butanal, 2-methyl 3.594 0.07

8  Benzene, methyl(1-methylethyl)3.685

9  Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-  3.876
methylethylidene)

10 Octanal 4.068

11 3-heptanol 4228

12 5-methyl-1,5-hexadien-3-ol 4.341

13 1-hexene, 2,4 dimethyl 4,697

14 3-octanol 6.840

0.05

0.09

0.09

0.08

2.09

) €
4

H

2

=3

3

OH

s

OH

?

(continued)

Table 2. Continued.

Retention
time
N Compound name (min) Area% 2D structure
15 (+)- menthone 8.658 11.02 )
///"’/,,
o
16  4-thujanol 8.968 0.07
17 Benzofuran, 4,5,6,7-tetrahydro- 9.221 0.17
3,6-dimethyl \
(¢]
18  3-nonanol 10.337 0.10 \/v\)o'*v
19 Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1- 12.500 0.65 l
methylethenyl)-, trans i,
o
20 1,6-octadien-3-ol, 3,7-dimethyl 12.614 0.52 HO,
AN Va
21  Bicyclo[7.2.0Jundec-4-ene, 13.740 0.13
4,11,11-trimethyl-8-
methylene-, (2)-(1r,9s)-(-)
22 Neomenthol 14307 0.95 OH
Y
23 Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-  14.343  0.26 ~—
methylethyl) 5
; 2 OH
24  Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-  14.385 0.25 OH
methylethyl)-, \\k
(1.alpha.2.alpha.,5.beta.) s
25 Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1- 14460 0.57
methylethyl)-,
(1.alpha.,2.beta.,5.beta.)
Ho\\\“w
26 Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1- 14485 0.23

methylethyl)-, [1r-
(1.alpha.,2.beta.,5.alpha.)]

)/O/O\
HO

(continued)
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Table 2. Continued. Table 2. Continued.
Retention Retention
time time
N Compound name (min) Area% 2D structure N Compound name (min) Area% 2D structure
27 Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-  14.630 135 38 2-cyclohexen-1-one, 2-methyl- 19.708 0.98
methylethyl)-, » 5-(1-methylethenyl)
(1.alpha.2.alpha.,5.beta.) o,
a o
HOW
28 Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-  14.730  1.25 ~——
methylethyl) ? 39 1,1,4,7-tetramethyldecahydro- 20.560 0.14
Q 1 h-cyclopropalelazulen-4-ol
OH
29 Pulegone 16.423 53.26 O 40 Cedrene 20.866 008
G .
30 1,4,8-cycloundecatriene, 16.662 0.06 H
2,6,6,9-tetramethyl-, (e,e,e) /
< 41 Myrtenol 23.162 0.10
~ \>_ HO
31 2-cyclohexen-1-one, 2-(2- 17.184 0.12 o
methyl-2-propenyl)
42 7-oxabicyclo[4.1.0]heptan-2-  24.146  0.09 Q
one, 6-methyl-3-(1-
methylethylidene) N
32 Benzene, 1-methoxy-4-(2- 17.349 005  _° -
e \Q\A
\
33 Verbenol 17.824  0.09 43 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl- 24.433  0.07 o
6-(1-methylethenyl)-, (+)

44 Benzene, 1-methoxy-4-(2- 24593 0.12 P

TN

;j

34 1,6-cyclodecadiene, 1-methyl-5-18.309 1.28 propenyl)-
methylene-8-(1-
methylethyl)-, [s-(e,e)]
g iy, 45 Bicyclo[3.2.0]heptan-2-one, 5- 27.763  0.10
H formylmethyl-6-hydroxy-3,3-
o dimethyl-6-vinyl N\
35 Borneol 18.887 443 HO
oH I
o
46 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl- 28.093  2.50 0
6-(1-methylethylidene)
36 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl- 19.219  0.70 N
6-(1-methylethyl) T
47 2-cyclopenten-1-one, 3-methyl-29.508 0.52
2-(2-pentenyl)-, (2) o
37 Bicyclo[8.1.0]undeca-2,6-diene, 19.524 2.28 G

3,7,11,11-tetramethyl-,

(1r*,2z,6€,10r%)-(.4-.)
(continued)

\
eV .

(continued)
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Table 2. Continued.

Retention
time
N Compound name (min) Area% 2D structure
48 Piperitenone oxide 30.051 0.44
a\
=
(0]
49  2-allyl-4-methylphenol 33483 0.07 /CEOH/\
X
50 1-hydroxy-1,7-dimethyl-4- 34789 0.05
isopropyl-2,7-cyclodecadiene X
\ OH
51 1h-cycloproplelazulen-7-ol,  38.130 0.91 \/
decahydro-1,1,7-trimethyl-4- &
methylene =
52 3-allyl-6-methoxyphenol 40.600 0.05 /OD\/\
HO \
53 Phenol, 5-methyl-2-(1- 41791 0.36
methylethyl)
HO
54 Isospathulenol 42823 0.50

for Staphylococcus aureus ATCC and Bacillus lichenoformis,
where SCEO exhibits higher activity than the positive control
thymol. However, the effect of the essential oil varied
depending on the strain tested. The highest antibacterial
activity of SCEO was recorded for B. cereus ATCC 25921 fol-
lowed up closely by B. cereus group IV identified from cous-
cous semolina by Ziane et al. (2014) and Bacillus
lichenoformis. This difference in activity may be attributed to
the mechanism of action of the essential oil, which is influ-
enced by its composition. Satureja’s effectiveness, for
example, may be attributed to its high content of terpenes,
a major component, that may alter the function of druggable
key bacterial proteins. Considering previous reports of anti-
microbial activities of essential oils containing comparable
quantities of pulegone, it is evident that this compound is
highly antibacterial. Pulegone was previously reported as
exhibiting  synergistic  antimicrobial  effects  against
Staphylococcus aureus when combined with nisin and 1,8-

cineol (Farhanghi et al., 2022). However, the pulegone-rich
essential oils of two Mentha species exhibited no antimicro-
bial activity against Staphylococcus aureus. This would indi-
cate that the anti-Staphylococcus aureus activity is the result
of other minor components (Mkaddem et al., 2009).

The disk method was used to verify the existence of anti-
microbial activity, and the liquid microdilution method was
performed on strains with a significant zone of inhibition
(>9mm). The minimum inhibitory concentration (MIC) was
determined as the lowest concentration that inhibits the vis-
ual growth of the bacteria. The negative control, water, had
no effect on the growth of the tested bacteria. However, the
minimum inhibitory concentration was determined for
dimethyl sulfoxide (DMSO). The essential oil MICs were deter-
mined only on the DMSO concentrations where bacterial
growth occurred, excluding the concentrations in the wells
that corresponded to the inhibitory concentration of DMSO.
Based on the results, Satureja candidissima essential oil
exhibited growth inhibition at concentrations not exceeding
6.25 pl/ml.

3.3. Evaluation of molecular docking

3.3.1. Protocol validation

Figure 2 provides information on validation protocols for
molecular docking, indicating that the RMSD values, which
represent the correlation between the calculated and crystal-
lographic ligand, should be <2.0A according to Cole et al.
(2005). The molecular docking results revealed a low RMSD
value for the overlapping of crystallographic poses (gray)
and calculated poses (red), indicating favorable outcomes
based on literature standards (see Figure 2). These results
confirm that the protocols employed can be applied in
molecular docking analyses between the receptors of anti-
bacterial activity and ligands.

3.3.2. In silico prediction of the mechanism by molecular
docking analysis

Molecular docking is a potent technique frequently utilized
to obtain valuable insights into the potential molecular
mechanisms of pharmacologically active compounds
(Schleinkofer & Wang, 2006). In this study, molecular docking
was used to identify a plausible mechanism of action associ-
ated with the documented antimicrobial effects of compo-
nents found in SCEO. Specifically, this approach was
employed to assess the binding affinity of 54 compounds
from the essential oil to various target proteins commonly
linked to bactericidal/bacteriostatic effects, such as isoleucyl-
tRNA synthetase 1JZQ, DNA gyrase 1KZN, dihydropteroate
synthase 2VEG, type IV topoisomerase 3RAE, dihydrofolate
reductase 3SRW, DNA gyrase subunit B 3TTZ, PBP1a 3UDI,
and enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] 4ALL.

To display the docking scores, we utilized a two-color
heatmap table (Table 5) in which green and yellow colors
represent low and high binding affinities, respectively. This
method adapted to our current conditions from the studies
reported by Jianu et al. (2021) and Radulescu et al. (2021).



enables the easy identification of compounds that may act
as potential inhibitors for a specific protein. For each protein
target, the color range was set based on the energy value of
the native ligand. This approach is particularly suitable for
groups of compounds with similar structural features. In our
study, the majority of the 54 EO-tested components were
composed of terpenes/terpene derivatives.

The enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] Fabl
was initially identified in neutrophils and other phagocytes
and was believed to be utilized solely for host defense mech-
anisms. This enzyme is highly conserved across numerous
pathogens, with S. aureus enoyl-[acyl-carrier-protein] reduc-
tase being the sole known Fabl with a clear preference for
NADPH. The clinical trial of Fabl inhibitors, such as isoniazid,
a first-line tuberculosis prodrug, and several compounds cur-
rently in phase | clinical trials confirms this enzyme as a
desirable drug target (Bai et al., 2023).

Seven of the docked compounds demonstrated affinity
for the enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] Fabl
that was similar to the cocrystallized ligand triclosan
(=7.1 kcal/mol). However, 1H-cycloproplelazulen-7-ol, decahy-
dro-1,1,7-trimethyl-4-methylene- (—8kcal/mol), 1,1,4,7-tetra-
methyldecahydro-1H-cyclopropalelazulen-4-ol (—7.9 kcal/mol),
cedrene (—7.8kcal/mol), 1,6-cyclodecadiene, 1-methyl-5-
methylene-8-(1-methylethyl)-, (—7.6 kcal/mol), 1,4,8-cycloun
decatriene,  2,6,6,9-tetramethyl, (—7.5kcal/mol),  bicyclo
[8.1.0lundeca-2,6-diene,  3,7,11,11-tetramethyl-,  (1r*,2z,6e,
10r*) and 1-hydroxy-1,7-dimethyl-4-isopropyl-2,7-cyclodeca
diene (—7.4kcal/mol) displayed lower binding energies than
the cocrystallized ligand, suggesting that they may have a
higher affinity for the target protein.

These results provide further evidence that the antibacter-
ial properties of SCEO are primarily associated with its minor
constituents. Our data indicate that despite being the most
abundant compound, pulegone (the principal component)
(=5.9kcal/mol) was not included among the seven active
compounds discussed earlier.

Table 3. Main confirmatory traits for authentication of strains tested in this
study.

Strains Code Catalase Gram Forms
Bacillus cereus S2 + + Bacillus
Staphylococcus Sh + + Cocci

Bacillus cereus group IV B11 + + Bacillus
Bacillus lichenoformis B1 + + Bacillus
Bacillus cereus group IV Small t10 + + Bacillus
Bacillus cereus group Il Lc1 + + Bacillus
Bacillus cereus group Il La3 + + Bacillus

Table 4. Diameters of the zone of inhibition of the antibacterial activity of
SCEOQ in millimeter.

Genus species Origin Strains DMSO Thymol SCEO
Bacillus cereus ATCC ATCC Collection 1 35 54 37
Staphylococcus aureus ATCC ATCC Collection 5 / 25 29
Bacillus cereus group IV Couscous Semolina 2 35 38 35
Bacillus lichenoformis Couscous Semolina 3 5 29 33
Bacillus cereus group IV Couscous Semolina 4 07 5 07
Bacillus cereus group Il Chamel milk 9 / 4 22
Bacillus cereus group Il Chamel milk 6 / 23 18
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The compound with the best docking score was com-
pound 51; 1h-cycloprop[elazulen-7-ol, decahydro-1,1,7-tri-
methyl-4-methylene; —8kcal/mol. The binding analysis
indicated that it had a good fit within the protein-binding
site, forming a hydrogen bond with Tyr157 and interacting
with the alkyl Ala190 and m sigma Tyr147. Similarly, com-
pound 39; 1,1,4,7-tetramethyldecahydro-1H-cyclopropale]azu-
len-4-ol at —7.9kcal/mol showed good interaction with the
protein, forming a conventional hydrogen bond with Tyr157
and interacting with the alkyl group (Tyr157, Ala198, Val201)
and & sigma Tyr147. As depicted in Figures 3 and 4.

These results suggest that SCEO has a strong affinity for
enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase, forming a stable com-
plex that catalyzes NADPH to produce a large amount of
ROS in bacterial cells, leading to their death. This antibacter-
ial effect may be due to SCEO binding to the Fabl/NAD™
complex through multiple pathways, similar to the cl-func-
tionalized catechol studied, which demonstrated broad-spec-
trum antibacterial activity against multiple multidrug
resistance bacteria, including methicillin resistant S. aureus
(Liu et al., 2021).

SCEO'S ability to bind to the enoyl-[acyl-carrier-protein] reduc-
tase [NADPH] Fabl through multiple pathways may explain its
antibacterial effect against S. aureus. targeting the Fabl enzyme
has been shown to be crucial for the activity of antimicrobial
agents, suggesting that SCEO has the potential to be an effective
antibacterial agent against S. aureus (Bai et al., 2023).

3.4. Molecular dynamics simulation

The accuracy of the docking orientations of compounds 39 and 51
was confirmed through an extensive 200 ns molecular dynamics
(MD) simulation. Throughout the simulation period, both com-
pounds exhibited robust and sustained stability within the binding
site of enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] (PDB code:
4ALL), as depicted in Figure 5(A). Their average root mean square
deviations (RMSD) were recorded at 2.41 and 2.82 A, respectively.

Concerning the impact of the binding of either compound
39 or 51 on the conformational dynamics of enoyl-[acyl-car-
rier-protein] reductase [NADPH], an examination of the RMSD
profiles (see Figure 5(B)) elucidated that the overall structure
of enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] exhibited
minimal variation following the binding of either compound.
In fact, the RMSD profiles for the protein in its apo state and
in its ligand-bound states were nearly indistinguishable.

Furthermore, an analysis of the root mean square fluctuation
(RMSF) profiles (see Figure 6) for enoyl-[acyl-carrier-protein]
reductase [NADPH] in its apo state and its ligand-bound states
indicated a consistent lack of discernible alterations in global sta-
bility. This suggests that both compounds, namely 39 and 51,
did not induce significant perturbations in the overall structural
stability of the protein.

In the context of the molecular dynamics (MD) simulation of
enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH], the application of
principal component analysis (PCA) to assess the conformational
changes of ligands (specifically, ligands 39 and 51) unveiled note-
worthy patterns. During the initial 100ns of the MD simulation,
both ligand structures exhibited a substantial degree of
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ILA CBN
PDB code 1JZQ PDB code 1KZN
Resolution : 3.00 A Resolution: 2.30 A
Affinity binding = -8.4 kcal mol ! Affinity binding = -9.3 kcal mol -!
RMSD : 0.870A RMSD : 0.371A
PMM
PDB code 2VEG

Resolution: 2.40 A
Affinity binding = -6.9 kcal mol !

RMSD : 0.359A
Q27
3RAE PDB code 3SRW
PDB code 3RAE Resolution: 1.70 A
Resolution: 2.90 A Affinity binding = -9.8 kcal mol !
Affinity binding = -10.1 kcal mol -! RMSD : 0.356A
RMSD : 0.444A
07N PNM
PDB code 3TTZ PDB code 3UDI
Resolution: 1.63 A Resolution: 2.60 A
Affinity binding = -8.3 kcal mol ! Affinity binding = -7.4 kcal mol *!
RMSD : 0.491A RMSD: 1.117A

TEL
PDB code 4ALL
Resolution: 2.80 A
Affinity binding =-7.1 kcal mol !
RMSD : 0.560A

Figure 2. Data obtained in the validation of the molecular docking protocols for the receptors isoleucyl-tRNA synthetase 1JZQ, DNA gyrase 1KZN, dihydropteroate
synthase 2VEG, type IV topoisomerase 3RAE, dihydrofolate reductase 3SRW, DNA gyrase subunit B 3TTZ, PBP1a 3UDI, enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
[NADPH] 4ALL.



JOURNAL OF BIOMOLECULAR STRUCTURE AND DYNAMICS . 1

Table 5. Heatmap of recorded docking scores (binding free energy—kcal/mol) of the Satureja Candidissima (Munby) Brig essential oil components.
1JZ2Q 1KZN 2VEG 3RAE 3SRW 3T7Z 3UDI 4ALL

Native ligand =84 93 =69 101 =98 83 =74 71
1 Hexane -34 -3.6 -3.2 -33 -3.7 -3.7 —-2.8 —4
2 1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl) —-49 -5.38 —45 -57 -5.6 -5.38 —-4.6 —6.2
3 Ocimene<(E)-, beta-> —-49 -55 —4.5 —54 —-54 56 —4.2 —-53
4 3-octanone —4.1 —4.5 —4.2 —438 —43 —4.7 —38 —4.6
5 Pentane, 2,2,3-trimethyl —4 -39 -3.1 —4.2 —4.2 —4.1 -3.6 —-49
6 Pentane, 3-methyl- -3.7 -39 -3.2 -35 -3.7 -39 -29 —-43
7 Butanal, 2-methyl- -3.5 -3.7 —-34 —-3.8 -3.5 -3.8 -3.2 —4
8 Benzene, methyl(1-methylethyl)- -5 -5.6 —4 —5.7 —56 —54 —4.7 -59
9 Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethylidene) =5.1 =57 —4.4 —5.8 =55 —5.8 —-4.9 —6.2
10 Octanal -3.7 —45 -3.7 —43 —4.1 —4.6 -3.8 —46
1 3-heptanol —4 —43 -39 —4.6 —4.4 —4.4 -3.7 —43
12 5-Methyl-1,5-hexadien-3-ol —4.2 —4.7 -3.8 —45 —43 —48 -37 —44
13 1-hexene, 2,4 dimethyl —4.1 —-4.7 -3.5 —4.2 —4.5 —43 -3.6 —-4.7
14 3-octanol —4 —4.6 —4.2 -48 —4.7 —4.6 -39 —4.5
15 Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-, trans —4.8 -5.5 -3.7 -5.5 -5.7 -5 —-49 —6.1
16 4-thujanol —5.1 —6.1 —4 —5.7 —5.7 —5.2 —48 —58
17 Benzofuran, 4,5,6,7-tetrahydro-3,6-dimethyl -53  —63 -5 -64 —59 -6 -5 —6.5
18 3-nonanol —43 —4.8 —4.2 —4.7 —4.7 -49 -4 —4.8
19 Cyclohexanone, 5-methyl-2-(1-methylethenyl)-, trans —5.1 -5.6 -3.8 -5.5 -5.7 -5.2 —4.8 —6.2
20 1,6-octadien-3-ol, 3,7-dimethyl- -5 —5.6 —4.5 —5.2 —53 =55 —4.5 —53
21 Bicyclo[7.2.0Jundec-4-ene, 4,11,11-trimethyl-8-methylene-, (z)-(1r,95)-(-) —6.2 -6.2 —42 -47 =77 -62 -55 =7
22 Neomenthol —-53 —6.2 —4 —6 —5.6 =55 —4.9 —6
23 Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl) -53 —6.2 —4 —6 -56 =55 -49 -6
24 Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-, (1.alpha.,2.alpha.,5.beta.) —4.9 —-5.3 -37 —5.7 —5.7 —5.1 —4.6 —5.9
25 Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-, (1.alpha.,2.beta.,5.beta.) -5 -5.5 -3.8 -58 -5.6 -5.5 —-49 -5.7
26 Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-, [1r-(1.alpha.,2.beta.,5.alpha.)] -53 -5 -3.7 -53 —55 -5.2 —-4.7 -5.8
27 Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-, (1.alpha.,2.alpha.,5.beta.) —-49 —-53 -3.7 —-57 —5.7 —5.2 —-4.7 —6
28 Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)- —5.1 —6.2 —4 —6 —5.5 —5.5 —-49 -5.9
29 Pulegone —5.1 —57 —43 =59 —55 =55 —4.7 =5.9
30 1,4,8-cycloundecatriene, 2,6,6,9-tetramethyl-, (e,e,e) -6 —5.6 —42 -39 =7 -5.9 -53 73
31 2-cyclohexen-1-one, 2-(2-methyl-2-propenyl) —-49 -5.6 —4.2 -5.9 -5.7 -5.5 —45 —6.1
32 Benzene, 1-methoxy-4-(2-propenyl)- —4.9 —5.5 —4.5 —57 -53 —5.5 —4.7 —54
33 Verbenol —4.8 —-49 -39 —4.7 —5.8 —5.1 -53

34 1,6-cyclodecadiene, 1-methyl-5-methylene-8-(1-methylethyl)-, [s-(e,e)] -61 —63 =55 -67 -74 =71 64

35 Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 1,7,7-trimethyl-, (1S-endo) —4.6 —4.6 —4.1 —4.4 —5.6 —-49 -5 —6
36 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethyl) —5.2 —5.8 —4.8 —6 —5.6 —5.5 —4.9 —6.1
37 Bicyclo[8.1.0lundeca-2,6-diene, 3,7,11,11-tetramethyl-, (1r*,2z6e,10r")-(+-) 64 =61 —-43 -5 -73  -65 -59 74
38 2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1-methylethenyl) -53 —6 —4.6 —6.3 —55 —5.8 ) —6.3
39 1,1,4,7-tetramethyldecahydro-1 h-cyclopropale]azulen-4-ol —6.2 -5.8 —44 —-4.6 —6.2

40  Cedrene -63  —6.5 —4.7 —4.9 —6.6

41 Myrtenol —4.8 —4.8 —4.1 —4.7 —6 —-53 —5.2 —6.2
42 7-oxabicyclo[4.1.0]heptan-2-one, 6-methyl-3-(1-methylethylidene) —57 62 —49 —6.8 —6.1 -62 54 -64
43 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethenyl)-, (+) —5.2 —5.6 —4.1 —5.7 -5.7 -53 —4.8 —6.1
44 Benzene, 1-methoxy-4-(2-propenyl)- —4.9 —5.6 —4.5 -57 —-54 —5.5 —4.7 —53
45 Bicyclo[3.2.0]heptan-2-one, 5-formylmethyl-6-hydroxy-3,3-dimethyl-6-vinyl -57 56  —41 —5 —6.1 -57  -53 .
46 2-cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethylidene) —5.4 —6.4 =5.1 —6.4 —6.1 —6.3 =5

47 2-cyclopenten-1-one, 3-methyl-2-(2-pentenyl)-, (z) -5.6 -5.9 —45 -5.9 -5.9 —6.2 —5.1 —6
48 Piperitenone oxide -56 59 =56 -68  —6.1 -62 -6 = —63
49 2-Allyl-4-methylphenol —5.2 —5.8 =5.1 —5.9 —5.5 —5.8 =5 —6.2
50 1-Hydroxy-1,7-dimethyl-4-isopropyl-2,7-cyclodecadiene —6.3 —6.1 —4.5 =59 —6.3

51 1 h-cycloproplelazulen-7-ol, decahydro-1,1,7-trimethyl-4-methylene —6.2 —6.1 —4.4 —5.1 —6.7

52 3-Allyl-6-methoxyphenol -5.2 —5.8 -5.2 —6.2 —5.7 -59 —5.2 —56
53 Phenol, 5-methyl-2-(1-methylethyl) =53 —6.2 —4.5 —6.3 —5.7 —5.8 =5 —6.3
54 Isospathulenol 65 —63 —4.7 -44 =77 BI3 =59 67

The color scale varies from green to yellow (lowest recorded binding free energy to highest).
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Figure 3. 2D and 3D intermolecular contact between compound 51; 1H-cycloprop(elazulen-7-ol, decahydro-1,1,7-trimethyl-4-methylene- and enoyl-[acyl-carrier-
protein] reductase [NADPH] (PDB ID:4ALL).
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reductase [NADPH] (PDB ID:4ALL).

positional variability. However, as the simulation progressed to
the subsequent 100ns, these structures underwent a transition
toward increased stability, characterized by a marked reduction
in positional fluctuations, as illustrated in Figure 7.

A protein’s free-energy landscape (FEL) is a graphical represen-
tation of the Gibbs free energy computed from a molecular
dynamics simulation. FEL represents two variables that both quan-
tify conformational variability and reflect system-specific proper-
ties. To further visualize the energy of the enoyl-[acyl-carrier-
protein] reductase [NADPH] different conformations in both unli-
ganded and liganded states, we explored the free-energy land-
scape (FEL) of the compound 39-protein and compound 51-
protein complexes in addition to the apoprotein. The FEL graphs
were built as a function of the radius of gyration (Rg) and the root-
mean-square deviation (RMSD) as the two reaction coordinates. As
a result of these calculations, Figure 8 shows a range of 0 to

4.8 kcal/mol for the liganded enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
[NADPH] complexes and the unliganded ones. Additionally, the
FEL of all enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] states
were almost identical indicating a similar conformational change
for all studied states of the protein.

The stability of enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH]
complex systems is represented by the size and form of the min-
imal energy area (shown in pale-yellow). A more compact and cen-
tral pale-yellow region indicates a more stable complex inside the
cluster. All enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] com-
plexes showed a similar local energy minimum, demonstrating
that the binding of either 39 or 51 did not affect the stability of
enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH]. Hence, the repre-
sentative enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] structures
extracted from each local minimum were perfectly aligned
(Figure 8(D)).

80

120 160 200

Time (ns)

==Compound 39 «=Compound 51

0 40

80

==Protein-39 ==Protein-51 -

120 160 200
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Figure 5. (A) RMSDs of compounds 39 and 51 inside the active site of enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] Fabl (PDB ID: 4ALL) over the course of
200 ns-long MD simulation. (B) RMSDs profile of the protein (i.e. enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] Fabl) in its unliganded form (i.e. apo protein) or in
its liganded states with either 39 or 51 over the course of 200 ns-long MD simulation.
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Figure 6. RMSF profiles of the protein (i.e. enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
[NADPH] Fabl) in its unliganded form (i.e. apo protein) or in its liganded states
with either 39 or 51 over the course of 200 ns-long MD simulation.

Regarding the computed interaction energies within the
active site of enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] for
ligands 39 and 51, the overall interaction energies for these com-
pounds, namely, 39 and 51, exhibited mean values of approxi-
mately —13.85 and —12.32 kcal/mol, respectively, as illustrated in
Figure 9. Furthermore, the calculated binding free energies
(AGpinging) Using the MM-PBSA method indicated values of —5.1
and —4.8kcal/mol for ligands 39 and 51, respectively, signifying
intermediate affinities towards the active site of enoyl-[acyl-car-
rier-protein] reductase [NADPH], as detailed in Table 6.

Moreover, both ligands exhibited a consistent and stable
hydrogen bonding profile, with an average of approximately
one hydrogen bond formed by each compound throughout
the entire simulation period, as depicted in Figure 10.

In summary, based on these observations, ligands 39 and 51
demonstrated commendable binding stability and affinity within

30

From 100 ns to 200 ns
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the active site of enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH].
These findings suggest a potential inhibitory activity of these
compounds against this enzyme.

3.5. Geometry optimization of organic molecules using
density functional theory (DFT)

The optimized structures of compounds 39 and 51 obtained
at B3LYP/def2-TZVP level are given in Figure 11, the total
energy of compounds 39 and 51 computed at the same basis
set are —1930.350 and —1889.636 Hartree, respectively. A mole-
cule’s dipole moment is a three-dimensional vector that
depicts the molecular charge distribution. As a result, it can
be used as a descriptor to characterize the charge flow within
a molecule. The DFT/B3LYP/def2-TZVP computations showed
that compound 39 and compound 51 possessed a dipole
moment value of 1.32796 and 1.03580 Debye, respectively.

3.5.1. Molecular docking with optimized ligands geometry
Following DFT optimization of the molecular organic geom-
etry for Compound 39, the updated binding affinity score is
now —8.4 kcal/mol, in contrast to the previous —7.9 kcal/mol.
The —0.5kcal/mol difference underscores the significance of
DFT in improving affinity results. Conversely, Compound 51
maintains a consistent score before and after DFT (—8kcal/
mol), suggesting that slight adjustments in the grid box may
not significantly impact the score.

The amino acid interactions for both complexes are illus-
trated in Figure 12. Compound 39 demonstrated favorable
interactions with the enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase

From 0 ns to 100 ns

-10

10 From 100 ns to 200 ns
5 |

0 10 20 30

From 0 ns to 100 ns

-10

0 10 20 30
PC1

Figure 7. Two-dimensional principal component analysis (PCA) projections of the MD simulation trajectories of both 39 or 51 (A and B, respectively).
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Figure 8. Free energy landscape (FEL) built with Co-atom RMSD (A) and Rg A). Figures from (A) to (C) represent the FEL of the protein (i.e. enoyl-[acyl-carrier-pro-
tein] reductase [NADPH]) in its unliganded form (i.e. apo protein) or in its liganded states with either 39 or 51, respectively over the course of 200 ns-long MD simu-
lation. The free energy is given in kcal/mol and indicated by colored contours. (D) Alignment of different conformations of enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
[NADPH] protein that represents the protein cluster of the highest stability (i.e. protein clusters of the local minima in each Figure) in its unliganded form (i.e. apo
protein; green structure) and in its liganded states with either 39 or 51(pink and cyan structures, respectively).
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Figure 9. Interaction energies (i.e. electrostatic and van der Waals interaction energies) of compounds 39 and 51 (A and B, respectively) inside the active site of
enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] Fabl (PDB ID: 4ALL) over the course of 200 ns-long MD simulation.



[NADPH] Fabl, establishing a liaison with © sigma Tyr147 and
engaging with the alkyl group (Thr157, Ala198, Val201) along
with ten van der Waals bonds. In contrast, Compound 51
interacted with the protein by forming liaisons with the alkyl
groups of Tyr157 and Met160, as well as Ala198, Val201, and
n sigma Tyr147, involving seven van der Waals interactions,
which are in agreement with our findings in DFT calculation.

3.5.2. Molecular dynamic simulation with optimized lig-
and geometry

To enhance the accuracy of the structure and interaction
dynamics of the enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
[NADPH] Fabl with compounds 39 and compound 51 com-
plex, we reconducted this time a series of 100ns MD simula-
tions using GROMACS 2023.2 software (Abraham et al.,
2023). The MD analysis encompassed the assessment of devi-
ations in the protein-ligand complex’s backbone from its ini-
tial conformation, including root-mean-square deviations
(RMSD), root-mean-square fluctuations (RMSF), radius of gyr-
ation (Rg), and intermolecular hydrogen bonding analysis.

Table 6. Binding free energies (AGpinging) Of compounds 39 and 51 in com-
plex enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] (PDB code: 4ALL)calculated
in kcal/mol.

Energy component 39 51
AGgas —16.66 —14.56

AGSD|V 11.56 9.76
AGToral —4.8
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The RMSD, which measures deviations in the backbone
atoms of proteins from the initial conformation to the end of
simulations was employed in this study. The structural var-
iances in the enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH]
Fabl (PDB. 4All) with compounds 39 and 51 were determined
by calculating the RMSD over 100ns MD simulations. The
resulting RMSD plots for the 4all-compound 39 complex
(Figure 13) showed equilibration around ~35ns (black) on
the y-axis. In contrast, the 4all-compound 51 complex exhib-
ited intermittent deviations between 10-20, 35-40, and 75—
100 ns. Consequently, based on the RMSD findings, it can be
inferred that our proposed compound 39 establishes a stable
structure with the protein by reducing the RMSD compared
to the 4all-compound51 complex.

Fluctuations in the movement of residues after the bind-
ing of compounds 39 and 51 to the protein were analyzed
by calculating the root mean square fluctuation (RMSF) of
the residues (Figure 14). High random mobility of residues in
the complexes was observed. RMSF plots showed larger val-
ues. Residues This shows that the binding of both com-
pounds 39 and 51 to the protein increases the flexibility of
the residues which further affirms changes in the protein
structure as observed from the RMSD graphs.

The radius of gyration (Rg) characterizes the distribution
of atoms along the axis of a protein and indicates the com-
pactness of a molecule at its center of mass. The Rg values
for both ligands 39 and 51 were observed to be below
1.84nm for both (Figure 15). The calculation of hydrogen
bonds between the protein and ligands was performed for

Time (ns)

Figure 10. Number of H-bonds detected for compounds 39 and 51 (A and B, respectively) inside the active site of enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH]
Fabl (PDB ID: 4ALL) over the course of 200 ns-long MD simulation. The cut-off distance for H-bonds was set to be 2.5 A.
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Figure 12. Molecular docking binding interactions employing optimized molecular geometry through DFT optimization for the complex of enoyl-[acyl-carrier-pro-
tein] reductase [NADPH] Fabl (PDB ID: 4ALL) residue with compound 39 and compound 51, interactions were generated using BIOVIA discovery studio.

each frame of the simulation. In the protein-lig39 complex,
the maximum number of hydrogen bonds was three, and
most of the time frames oscillated between 1 and 2 bonds
(Figure 16). This resonance in conformation contributed to
the notable stability of this complex throughout the 100ns
MD simulation. In the protein-compound51 complex, a max-
imum of two hydrogen bonds were identified in the com-
plex, with the majority of time frames resonating with one
hydrogen bond.

3.6. Electronic properties of organic molecules

3.6.1. Frontier molecular orbital analysis

A molecule’s capacity to give and receive electrons can be
calculated using the values of its lowest unoccupied molecu-
lar orbital (LUMO) and highest occupied molecular orbital
(HOMO). Frontier molecular orbital (FMO) theory can be sum-
marized by a simple rule that states that the largest positive
overlap between the LUMO (empty state) and HOMO (full
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Figure 13. The root-mean-square deviations (RMSD) plot depicts enoyl-[acyl-
carrier-protein] reductase [NADPH] Fabl (PDB ID: 4ALL) with compound 39
(black) and 51(red) after geometry optimization at 300K over a simulation time
of 100 ns. The X-axis represents time in ns, while the Y-axis represents RMSD
(nm). This graph was generated using the XMGrace program version 5.1.25.
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Figure 14. The root mean square fluctuation (RMSF) plot depicts enoyl-[acyl-
carrier-protein] reductase [NADPH] Fabl (PDB ID: 4ALL) with compound 39
(black) and 51 (red) after geometry optimization at 300K over a simulation
time of 100 ns. The X-axis represents atoms, while the Y-axis represents RMSF
(nm). This graph was generated using the XMGrace program version 5.1.25.
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state) orbitals is necessary for a simple reaction. The relation-
ship between the highest occupied molecular orbital
(HOMO) and ionization potential and the lowest unoccupied
molecular orbital (LUMO) and electron affinity (Zarrouk et al.,
2013). The stability of the structure is maintained by the
energy gap of the frontier molecular orbitals, or FMO. FMOs
also reveal details on the chemical reactivity and kinetic sta-
bility of a molecule. The HOMO and LUMO energy levels
were shown to have the biggest effects on the bioactivities
of tiny structural medications by the FMOs theory. It is the
HOMOs that supply the electrons, and it is the LUMOs that
receive them. Moreover, the FMOs help forecast which part
of a molecule will be most reactive (éeren et al., 2021).

Figure 11 shows that the negative phase is represented
by the color red, whereas the positive phase is represented
by the color blue.
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Figure 15. Radius of gyration of enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH]
Fabl (PDB ID: 4ALL) with compound 39 (black) and 51 (red) after geometry opti-
mization at 300K over a simulation time of 100 ns. The X-axis represents time
(ps), while the Y-axis represents Rg (nm). This graph was generated using the
XMGrace program version 5.1.25.
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Figure 16. Hydrogen bonding (HB) plot for the interacted residue of enoyl-
[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH] Fabl (PDB ID: 4ALL) with compound 39
(black) and 51 (Red) after geometry optimization at 300K over a simulation
time of 100 ns. The X-axis represents time (ps), while the Y-axis represents the
number of HB. This graph was generated using the XMGrace program version
5.1.25.

The energy of HOMO and the energy of LUMO are
markers that can be utilized to predict a molecule’s electron
affinity (A=—E,umo) and ionization potential (/=—Enomo)-
The frontier molecular orbitals are used to estimate other
chemical reactivity descriptors, which are displayed in
Table 1, and include electronegativity (y), chemical potential
(), hardness (), softness (S), and electrophilicity index (w),
the maximum Fukui function (AN,a), and the nucleophilicity
index (N).

As indicated in Table 7, the electronegativity (y = (1+ A)1/
2) value predicts the molecule’s ability to attract electrons,
i.e. Lewis acid, whereas lower values of y indicate a suitable
base. The y value is found to be 3.195 and 3.186 for com-
pound 39 and compound 51, respectively. The global hard-
ness (p=(/—A)1/2) is a measure of their charge transfer
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Table 7. Energy of the highest occupied molecular orbital.

(eV)
Eromo ELumo AE Gap / A b4 U n S eV 9 ANmax N
LIG 39 —6.895 0.505 74 6.895 —-0.505 3.195 —-3.195 3.7 0.135 1.379 0.86 0.725
LIG 51 —6.541 0.169 6.71 6.541 -0.169 3.186 —-3.186 335 0.149 1.512 0.95 0.661

Enomo: the energy of the lowest unoccupied molecular orbital; £ ymo, the energy gap; AE, ionization potential; /: electron affinity; A: absolute electronegativity;
1 chemical potential; y: global hardness; #: global softness; S: electrophilicity index (®); ANpax: the maximum Fukui function; N: the nucleophilicity index.

prohibition, while the global softness (S=1/2n) characterizes
a molecule’s ability to accept electrons. Because they may
easily transmit electrons to acceptors, soft molecules have a
smaller energy gap between frontier molecular orbitals and
are more reactive than harder molecules. The hardness of
compound 39 (3.7 eV) was higher than that of compound 51
(3.35eV) whereas the softness of compound 39 (0.135eV)
was higher than that of compound 51 (0.149 eV). The electro-
philicity index (w) = u?/2n determined for lig39 and lig51 is
1.379 and 1.512eV, respectively. The chemical potential
(u=—y) is found to be-3.195eV for compound 39
and —3.186 eV for compound 51.

4, Conclusion

Our research findings indicate that SCEO contains a high
amount of monoterpene and monoterpene derivative com-
pounds, namely, pulegone, (+)-menthone, borneol, 2-cyclo-
hexen-1-one, 3-methyl-6-(1-methylethylidene), and 3-octanol.
SCEO exhibits antibacterial properties, potentially due to its
inhibition of enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADPH]
Fabl, as shown by molecular docking studies and confirmed
by molecular dynamics simulation. Despite being minor com-
ponents, these active compounds may work together to pro-
duce a cumulative effect. Based on our findings, SCEO could
serve as a natural antibacterial source of preservatives that
have potential applications in the food and pharmaceutical
industries.
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