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Résume:
Notre travail a porté sur I’étude phytochimique d’une plante endémique du Sahara central :
Salvia chudaei (Lamiaceae). Ainsi que sur 1’évaluation de son activité antimicrobienne et

antioxydante.

L’extraction des différentes fractions notamment : I’extrait éthanolique, aqueux et huile
essentielle a donné un rendement de 8.5%, 12.23% et 0.15% respectivement.

La teneur en polyphenols totaux a été déterminée par la méthode de Folin Ciocalteu. Elle
est de : 556.72 ng EAG/mg d’extrait éthanolique et de 401.11pg EAG/mg d’extrait aqueux.
Les teneurs en flavonoids des extraits éthanolique et aqueux ont été évalués par la méthode
d’AICI3, elles sont de7.20 ug EQ /mg et 3.66 ug EQ/mg respectivement.

L’activité antimicrobienne des extraits de Salvia chudaei a été évaluée par : la méthode de
diffusion sur milieu solide et la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).
Les extraits ont montré un pouvoir antimicrobien remarquable sur les souches (bacillus
subtillus , Staphylococcus aureus , Salmonella typhimirium,)

L’activité antifongique a été testée in vitro, vis-a-vis de quatre champignons
phytopathogenes : Fusarium redelon, Fusarium solani, Fusarium oxysporume et Fusarium
equiseti, par la méthode de contact direct, les résultats obtenus montrent que la diminution de
la croissance mycélienne synchronise avec I’augmentation de la concentration des extraits, plus
la concentration augmente plus 1’effet inhibiteur augmente. Nous avons trouvé que les souches
testées présentent une sensibilité importante, se traduisant par un pourcentage d’inhibition
variant de 82.14 % a 90.90% pour I’extrait éthanolique et de 1.42 % a 54.43% pour lextrait
aquex, et del.17% a42.85% huile essentielle avec plus de sensibilité chez la souche de
Fusarium redelon

I’activité antioxydante des extraits ( éthanolique, aqueux et I’huile essentielle) a été estimée
en utilisant le test du DPPH. Les extraits montrent un pouvoir antioxydant important, avec

des IC50 de 2240 pg /ml, 740 mg/ml et 30 mg/ml respectivement

Mots clés : Salvia chudaei, extrait éthanolique, extrait aqueux, huile essentielle, activité

antimicrobienne, activité antifongique, activité antioxydant.



Abstract
Our work focused on the phytochemical study of a plant endemic to the central Sahara: Salvia

chudaei (Lamiaceae) . We also assessed its antimicrobial and antioxidant activity.

Extraction of the various fractions: ethanolic extract, aqueous extract and essential oil yielded
8.5%, 12.23% and 0.15% respectively.

Total polyphenol content was determined by the Folin Ciocalteu method. It is : 556.72 ug
EAG/mg ethanolic extract and 401.11ug EAG/mg aqueous extract.

The flavonoids content of ethanolic and aqueous extracts was assessed by the AICI3 method,
at 7.20 ug EQ/mg and 3.66 pug EQ/mg respectively.

The antimicrobial activity of Salvia chudaei extracts was assessed by the solid-state
diffusion method and determination of the minimum inhibitory concentration (MIC). The
extracts showed remarkable antimicrobial activity against the following strains: bacillus
subtillus , Staphylococcus aureus , Salmonella typhimirium, etc.

The antifungal activity was tested in vitro against four phytopathogenic fungi: Fusarium
redelon, Fusarium solani, Fusarium oxysporume and Fusarium equiseti, using the direct
contact method. The results obtained showed that the reduction in mycelial growth
synchronized with the increase in extract concentration, with the inhibitory effect increasing as
the concentration increased. We found that the strains tested were highly sensitive, with
inhibition percentages ranging from 82.14% to 90.90% for the ethanolic extract and from 1.42%
to 54.43% for the l'extract aquex, and from 1.17% to 42.85% for the essential oil, with greater
sensitivity for the Fusarium redelon strain.

The antioxidant activity of the extracts (ethanolic, aqueous and essential oil) was
estimated using the DPPH test. The extracts showed significant antioxidant power, with 1C50
values of 2240 pg /ml, 720 pg/ml and 30 pg /ml respectively
Key words:Salvia chudaei ethanolic extract, aqueous extract and essential oil, antimicrobial

activity, antifungal , antioxidant activity.
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Introduction

Depuis trés longtemps, les plantes médicinales jouent un réle déterminant dans la
conservation de la santé¢ des hommes et dans la survie de I'humanité et Selon 1’organisation
Mondiale de la Santé (OMS), plus de 4000 sont des plantes médicinales, ce qui constitue 90%
de la médecine traditionnelle en Afrique (OMS, 2003).

En Algérie les plantes médicinales sont utilisées depuis des siecles pour traiter différentes
affections. Bien que I'Algérie soit I'un des pays arabes les plus riches des plantes.(BENARBA,
2016)

Actuellement les industriels développent de plus en plus de procédés mettant en ceuvre
des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Parmi ces nouveaux compose€s
potentiellement intéressants, les antioxydants, tels que les polyphénols, qui ont été
particulierement étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines pharmaceutiques,
cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé et nombreuses études ont
démontré la capacité des COMpPOsés phenoliques pour protéger
les globules rouges contre les stress oxydatifs cette activité s’appelle anti-hémolytique selon
(Valente et al)(2010). Aussi que les polyphéenols jouent un réle de protection des plantes contre
les invasions microbiennes, et présentent d’autres mécanismes d’action de lutte contre les
champignons, bactéries et virus. Ces propriétés antifongiques et antivirales trouvent de
nombreuses applications en médecine humaine (AMRIOUI & NOGHAG, 2019)

Les extraits bruts, naturels de ces composés et I’isolement a partir des plantes utilisées
en médecine traditionnelle, peuvent étre des ressources de nouveaux medicaments .Ainsi, les
plantes  peuvent étre  considérées comme des réservoirs de  molécules
bioactives encore peu explorées. Les substances naturelles et les plantes en particulier
représentent, entre autres, une immense source des composés phénoliques (acide phénolique,
flavonoides, flavonols, tannins condensés...)(AMRIOUI & NOGHAG, 2019)

La flore du Sahara central algérien (Tassili n'Ajjer) présente une végétation
remarquablement diversifiée de centaines d'espéces endémiques qui sont appréciees par la
population locale dans le domaine de la médecine traditionnelle (BENHELIMA et al., 2020)
Et se caractérise par plus de 5000 taxons entre especes, sous-especes, variétés et hybrides ; sur

les 3139 espéces de trachéophytes déja décrites, plus de 900d’entre elles sont rares, tres rares
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ou endémiques, dont certaines n’ont pratiquement jamais fait 1’objet d’études phytochimiques
poussées et encore moins d’études pharmacologiques, c’est comme le cas de Salvia Chudaei
que nous avons abordé dans cette étude. Cette espéce aromatique de la famille des Lamiacées
(endémique des massifs montagneux du Sahara central) est utilisée dans la médecine
traditionnelle Touareg (BOUZAR , NEHARI, 2019)

L’objectif visé par notre étude, consiste a 1’étude phytochimique de la partie aérienne
de Salvia chudaei de la région de Tamanrasset. Ainsi que sur 1’évaluation de I’activité
antioxydante, antimicrobienne et antifongique.

Cette étude a €té divisée en deux parties, dans la premiére partie nous présentons une
synthése bibliographique qui regroupe la description de plante Salvia chudaei ,généralités sur
les composés phénoliques et les activités biologiques .

La deuxieme partie est expérimentale consacrée a la présentation des travaux pratiques va
divise en deux chapitre, dans le premier chapitre décrit les matériels et les méthodes utilisées
dans ce travail qui porte sur : extraction de I’extrait éthanolique et aqueux par macération , les
huiles essentielles sont obtenus par entrainement a la vapeur d’eau aussi la détermination la
teneur de polyphénols totaux, de flavonoides enfin évaluation d’activité antioxydant par le test
de piégeage du radical DPPH, I’activité antimicrobien et antifongique .

Le deuxieme chapitre englobe l'analyse et I’interprétation des résultats obtenus, enfin une

conclusion.



Chapitre 1 Synthése bibliographique

I. Présentation de la plante étudiée

1.1.Généralité sur la famille lamiacées

La région méditerranéenne d’une maniére générale et 1’Algéric en particulier, avec son
climat doux et en soleillé est particulierement favorable a la culture des plantes aromatiques et
medicinales. Les Lamiacées, ou Labiacées, ou encore Labiées, sont une grande famille naturelle
constituée principalement de plantes herbacées et de sous-arbrisseaux. C'est une famille d'une
homogéneité trés exceptionnelle : une Lamiacées est trés facile a reconnaitre. Elle regroupe
6500 espéces dont I’air de dispersion est extrémement étendue , avec une prépondérance dans
les régions méditerranéennes(MOKRANI, 2020).

Elle est aussi bien répandue dans les zones tropicales que dans les zones tempeérées du
monde. La plus grande diversité est rencontrée selon cet ordre: le bassin méditerranéen, I'Asie
centrale, le continent Américain, les Iles du pacifique, I'Afrique équatoriale et la Chine .Un des
traits les plus caractéristiques de cette famille réside dans le fait que plusieurs genres renferment
des terpénes qui sont responsables de I'odeur aromatique de ces plantes et qui sont utilisés dans
la médecine traditionnelle et dans les plats de cuisine (KABOUCHE, 2005)
1.2.Répartition géographique de la famille des Lamiacees

Dans la flore de I’Algérie, les Lamiacées sont représentées par 28 genres et 146
especes, Certains genres sont de détermination délicate en raison de la variabilité extréme
des especes.(AOUINA , LAKHDRI, 2018)
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Figure 01 : Répartition géographique de la famille des Lamiacées dans le monde
entier.(AOUINA , LAKHDARI, 2018)
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I.3. Position systématique de la famille des Lamiacées

La place des Lamiacées dans la classification systématique botanique APGII.
(Angiospermphylogeny group) est la suivante.

Tableau I : Place des Lamiacées dans la systématique. (ACHILI, 2021)

Ordre Lamiales

(17800 espéces regroupées en ving

Embranchement

Spermatophytae

Sous-embranchement

Angiospermae

Classe Dicotyledonae
Sous Classe Asteropsidae
Groupe Euasterideae
Super-ordre Lamianeae
Ordre Lamiale
Famille Lamiacées

I.4. Le Genre Salvia

Salvia vient du mot latin "Salvare", qui veut dire : Guérir, sauver. C'est une plante magique
qui sauve des vies humaines (HAMMOUDI, 2015). Le genre Salvia, de la famille des labiées
ou lamiacées, font partie de la gamme variée des plantes médicinales et aromatiques spontanées
caractérisant la flore Algérienne. Le genre en question compte, a lui seul, plus de 900 espéces,
Les especes decrites en Algeérie sont au nombre de vingt- trois.(DAHMANI , DAHMANI,
2018).Ces dernieres restent en majorité peu étudiées aussi bien sur le plan phytochimique que
biologique(KERKOUB, 2021)
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Figure 02: Répartition géographique du genre Salvia dans le monde(ACHILI, 2021)
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1.4.1.Description botanique de genre salvia

Le genre Salvia comprend des espéces annuelles, bisannuelles ou vivaces. Les
tiges sont généralement quadrangulaires inclinées comme les autres membres de la famille des
lamiacées. Les feuilles sont généralement entiéres, mais parfois dentées ou pennées. Les
hampes florales portent de petites bractées inégales. Cette sauge se présente comme un
arbrisseau vivace tres rameux, de couleur gris bleuté, due aux poils la couvrant
entierement.(BOUFEKER , KOUITEN, 2022)

1.4.2.Utilisation traditionelle des plantes du genre salvia

Le genre Salvia est trés utilisé en pharmacopée traditionnelle. Divers usages dans le
traitement de certaines maladies comme le rhume, bronchite, douleurs, infections et
hémorragie. Ces plantes sont utilisées pour traiter les infections microbiennes, les symptomes
associés aux cancers la diarrhée, les maladies des yeux
Les activités biologiques pour lesquelles ces especes sont utilisées sont tres diverses :
I'activité anti-cholinestérase, antibactérienne, antioxydante, antifongique, anti-inflammatoire et
anticancéreuses (BOUFEKER , KOUITEN, 2022)

1.4.3.Intérét économique de genre salvia .

Connue pour ses propriétés médicinales, aromatiques ou culinaires, le genre salvia présente
un intérét économique majeur, notamment comme source d’huiles essentielles. La science et
admet, il confirme les diverses vertus des plantes et des composants actifs. Ils ont un domaine
d'application tres diversifié, et sont largement utilisés dans la fabrication (des médicaments et
des cosmétiques, Parfums, aliments et additives)(IBRAHIM et al., 2022)

Les especes Salvia ont un grand intérét en cosmeétologie, dont les extraits de S.
officinalis et S. lavandula efolia sont largement introduits dans les produits de
beauté et les parfums. En domaine culinaire, elle est employée pour son gout puissant,
Iégerement amer et comphré. (LAZAR & MIHOUBI, 2020)

I.5.Espece Salvia chudaei Battandier et Trabut
1.5.1.Nomenclature :

eNom Tamahaq : Aouhihat.(Krimat et al., 2015)
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e Nom arabique : Tagroufte(KRIMAT et al., 2015)
e Nom vernaculaire (Francais) : sauge sauvage (HAMMOUDI, 2015)

e Nom scientifique :Salvia chudaei Batt et trub (HAMMOUDI, 2015)

Figure 03 : (A) : L'espece Salvia chudaei Battandier & Trabut (HAMMOUDI, 2015) (B) :
Salvia chudaei Sur le bord de cet oued, (Al Yasmina 1 : 1/1-21 - Compte-rendu de mission

Hoggar-Tefedest, s. d.)
1.6.Description botanique de la plante salvia chudaei

Cette sauge se présente comme un arbrisseau vivace trés rameux, de couleur gris
bleuté. Elle mesure environ 30 a 40 cm de haut et posséde des tiges striés tres feuillues. Les
feuilles sont étroites et allongées, crispées sur la marge et a l'extrémité des tiges, les
inflorescences en épis portent de longs poils laineux qui masquent les petites fleurs d’un bleu
pale. La plante entiére dégage une odeur puissante et agréable, un peu camphrée( Figure 04)
(HAMMOUDI, 2015)

Lévre supérieure
a 3 lobes soudées

a 2 lobes soudées

Figure 04 : Inflorescence et fleur de Salvia Chudaeci(HAMMOUDI, 2015)
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Figure 06: Feuilles de Salvia chudaei avec photos réale (BOUZAR , NEHARI, 2019)

11 .3Position systématique de I’éspece salvia chudaei.

Tableau II : La taxonomie de Salvia chudaie selon QUEZEL et SANTA (1963)

Regne Plantae

Embranchement Spermatophyta
Sous-embranchement Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Famille Lamiaceae

Genre Salvia

Espéces Salvia chudaie Battandier & Trabut
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I.7.Répartition geographique de la plante Salvia chudaei

Salvia chudaei est une espéce caractéristique de la souche d’endémisme continentale
insulaire des montagnes sahariennes ou certaines d’entre elles : Hoggar, Tefedest, Tassili des
Ajjer et Tibesti. On retrouve cette plante par petites touffes dans les sites de haute altitude
supérieur a 1200m comme : Idelis, Tazrouk, Tahifet, Tehrhananet et Tinsawak ( DAHMANI ,
SMAILLI, 2020)
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Figure 07 : Répartition géographique de Salvia chudaei Batt et Trab
(WILL et al., 2015)

I .8.Utilisation traditionnel de I’espéce salvia chudaie

C’est une plante qui dégage une odeur agréable. Elle a des usages médicinaux et
culinaires multiples. Elle est utilisée contre les rhumatismes et pour soulager les ulcéres
d'estomac. Elle peut étre également absorbée en poudre sur les aliments ou avec I'eau.
L'Aouhihat aromatise agréablement le thé des Touaregs. En cuisine, on l'ajoute a certains plats
en condiment, a la viande ou aux bouillies de mil. Il s'agit aussi d'un paturage (HAMMOUDI,
2015)
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IT .Métabolites secondaire
e Définition
Me¢étabolisme 1’ensemble des réactions chimiques qui se déroulent dans un organisme, est
un processus trés dynamique. les molécules sont en continuel renouvellement ; la composition
d’une cellule a un instant donné est un équilibre entre synthése et dégradation .Le métabolisme

est soumis a une régulation équilibrée évitant toute accumulation des produits finaux ou
intermédiaires.(DAHMANI , DAHMANI, 2017)

I1.1. Métabolites primaires

Tous les étres vivants assurent leur croissance grace a un ensemble complexe de
réactions chimiques, auxquelles on donne le nom général de métabolisme.
Parmi ces réactions, celles qui permettent la synthése et I’utilisation de substances
essentielles pour la vie, comme les sucres, les acides amines, les nucléotides, et les
polymeres qui en dérivent (polysaccharides, protéines, acides nucléiques) constituent
ce que I’on appelle le métabolisme primaire .I1 est remarquable de constater que I’ensemble des
étres vivants, de la bactérie a I’homme en passant par le végétal, utilise les mémes types de
métabolites primaires, suggérant ainsi une méme origine pour toute la vie sur notre planéte.

Les metabolites primaires sont essentiellement des Glucides ,des lipides, des protides
(BOTINEAU, 2010)

II .2.Métabolites secondaires

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés different en fonction
des especes et, bien que leurs réles soient encore mal connus, il est cependant clair qu'ils
interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec les organismes vivants qui
I'entourent. lls sont probablement des éléments essentiels de la co-évolution des plantes avec
les organismes vivants, tels que parasites, pathogenes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs et
disséminateurs. Ces différentes relations ont donné lieu a une extréme diversification des

composes secondaires.

La diversité des espéces utilisées et des métabolites secondaires déja isolés laisse présager de
I'ampleur de ce qui reste a découvrir. On considére effectivement que, jusqu’a ce jour, moins
de 10 % des espéces de végétaux supérieurs qui peuplent actuellement la planéte ont été

explorées pour leurs propriétés chimiques et biologiques (KRIEF, 2003)
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I1.3.Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont divisés principalement en trois grandes familles : les
composés phénoliques (polyphénols), les composés azotés (alcaloides) et les terpénoides
(BERSALI et al., 2022)

I1.3.1.Les composés phénolique

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés
par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés
avec un glucide. lls sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des
graines ou la maturation des fruits.(MEROUANE, 2013),lls sont largement utilisés en
thérapeutique comme vasoconstrictrice, Anti-inflammatoire, inhibitrice enzymatiques,

antioxydants et antimicrobiens (BERSALLI et al., 2022)

ok

Figure 08 : Structure du noyau phénol(BERSALI et al., 2022)

I1.3.1.1.Biosynthése des composés phénoliques

Les polyphénols sont essentiellement synthétisés par de deux voies biosynthétique (voie de

Shikimate et voie des phénylpropanoides).

e Lavoie de Shikimate :
C’est souvent la voie de biosynthése des composés aromatiques, elle joue un rdle critique

pour contrdler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide.

e La voie des phénylpropanoides :

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en plus des
principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides, acide

salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second biopolymeére le plus

8
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important apres la cellulose. De plus la diversité structurale des composés polyphénoliques due
a cette double origine biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation
simultanée des deux voies dans I’élaboration de composés d’origine mixte (AMRIOUI ,

NOGHAG, 2019)

Glucose
1
Glucose 6P —=s Ribulose SP
CYCLE DES
PENTOSES
Fructose 6P ————as+-Erythrose 4P
Phosphoénolpyruvate \
|
Acétyl CoA
vxs Malonyl CoA Acide shikimique
Mévalonate
Isope‘nlényl Tyrosine Phénylalanine
pyroph?sphate
Isopréne Acide p-coumarique —= Acide cinnamique
POLYPHENOLS MONOPHENOLS ; LIGNINES
Chalcones Acide coumarique i Herbacées
Aurones —
Flavones Acide sinapique }—®t Angiospermes
Isoflavones
Anthocyanes Acide coniférique- Gymnospermes
Terpénes

Figure 09 : Voies de biosynthese des phénylpropanoides et shikimate (KHALED ,
KHETTAB, 2019)

I1.3.1.2.Classification des composés phénoliques

La classification de ces substances a éeté proposée par (HARBORNE, 1980). On peut
distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre

d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, principales classes

sont largement répandues (AMRIOUI , NOGHAG, 2019)
I1.3.1.2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d’un noyau benzénique et au
moins d’un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées, éthérifiées et liées a des sucres SOUS
forme d’hétérosides fig.10 Ces acides (libres ou liés a d’autres molécules) représentent environ
un tiers des composés phénoliques .Ils se composent de deux sous-groupes, a savoir, les acides
hydroxybenzoiques avec la structure C6 — C1 fig.10.A et les acides hydroxycinnamiques avec
la structure (C6 — C3) fig.10.B
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a CcCOOH COOH
HO OH OH
OH OH
gallic acid protocatechuic acid
b

HO == COOH
. COOH :©/\/

HO p-coumaric acid caffeic acid
CH O = - COOH
Ho DI
ferulic acid HO

ocH, sinapic acid

Figurel0 : Exemple des types des acides phénoliques : hydroxybenzoiques (A)
hydroxycinnamiques (B)(LAOUICI, 2020)

11.3.2.2.Les flavonoides

Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le regne végétal et sont
couramment consommeés quotidiennement sous forme de fruits, Iégumes et boissons telles que
le vin et le thé. Ils constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels qui sont quasiment
universels chez les plantes vasculaires .1ls sont responsables des colorations jaune, orange et
rouge de différents organes vegétaux.(GHEDIRA, 2005)

Actuellement, plus de 4000 flavonoides ont €té identifiés dans le regne végétal. 1ls peuvent étre
regroupés en une douzaine de classes selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central
(noyau C) lequel peut étre ouvert et recyclé en un motif furanique (KHALILI , MIMOUNE,
2005)

Figure 11: Squelette de base des flavonoides.(BERSALI et al., 2022)
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11.3.2.3.Les tanins

Le terme "tanin" est un nom descriptif général d'un groupe de substances phénoliques
polymeéres capables de tanner le cuir ou de précipiter la gélatine en solution, une propriété
connue sous le nom d'astringence (BACK CHAPPELL, 1996). Leur poids moléculaire varie
de 500 a 3 000. Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont trouvé dans toute
les parties de la plante : I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines (ALLEL et al.,
2020). lls sont généralement subdivisés en deux groupes : (tannins hydrolysables) HT qui
comprennent les gallotannins, les elligatannins, les tannins complexes, et les PA, également

connus sous le nom de tannins condensés (KABERA et al.,2014.)

HO e @)
B ) . _ OH
gy <7 1
[ ™~ 'l ~ OH
l,/;f—'-i ’*\I OF X e 20T OH
HO -~ X “0oH ‘\\////J\OH
OH i

Figure 12. Structures de base des Tanins condensés(ALLEL et al., 2020)

11.3.2.4. Les coumarines

Les coumarines naturelles sont des métabolites secondaires synthétisés par les feuilles des
plantes. Elles sont sous forme d’hétérosides et différemment repartics dans les différentes
parties d’une méme plante(SOULAMA et al., 2013) Et sont des composés aromatiques naturels
et non volatils elles sont bénéfiques en cas d’affection cutanées(BERSALLI et al., 2022), sont
trés répandues chez les végétaux, notamment dans les racines et les écorces ; d’odeurs
agréables, certaines servent en parfumerie ou pour aromatiser le tabac ; d’autres sont tres
toxiques telles que les aflatoxines des champignons inferieurs. Ce sont des dérivés du
phénylpropane dont les précurseurs sont des acides hydroxycinnamiques (GARABETH et al.,
2007)

11
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® O CH HO, g 0
LI L aJ
coumarin O‘ o O 7-hydroxycoumarin

warfarin

Figurel3:structure de quelque types de coumarine(COWAN, 1999)

I1.3.3.Le r6le des composés phénoliques

Le maintenant reconnu des différents aspects de la vie de la plante et dans I’utilisation que

fait ’homme des végétaux. Ils peuvent en effet intervenir :

Tableau III : Le réle des composés phénoliques(Macheix et al., 2005)

Le role

Dans certains aspects de la

physiologie de la plante

Dans les interactions des plantes

avec leur environnement

biologique et physique

Dans les variations de certaines
caractéristiques des végétaux lors

des traitements technologiques

Dans les criteres de qualité qui
orientent les choix de I’homme dans
sa consommation des

(fruits,

organes
vegétaux Iégumes,
tubercules) et des produits qui en

dérivent par transformation

Exemple

(lignification, régulation de la croissance,

interaction  moléculaires avec certains

microorganismes symbiotique ou parasites.)

relation avec les bactéries, les champignons,

les insectes, résistance aux UV), soit
directement dans la nature soit lors de la
récolte de certains

conservation apres

végetaux.

(préparation de jus de fruits, des boissons
fermentées....) pendant lesquels apparaissent
fréquemment des brunissements
enzymatiques qui modifient la qualité du
produit fini.

(couleur, astringence, amertume, qualités
nutritionnelles ...) qui orientent les choix de
I’homme dans sa consommation des organes
végétaux (fruits, légumes, tubercules) et des

produits qui en dérivent par transformation
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Dans la protection de ’homme vis- en raison de leur interaction possible avec de

a-vis de certaines maladies nombreuses enzymes et de leur propriétés
antioxydants et en raison de leurs divers
propriétés  physiologiques, comme les
activités antiallergique, anti-inflammatoire,
hépato-protective, anti microbienne,
antivirale, antibactérienne, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire ( AMRIOUI
,NOGHAG, 2019)

I1.4.Les composés azotés (les Alcaloides)

On distingue trois grandes classes d’alcaloides en fonction des précurseurs et de la structure

finale.

v Les véritables alcaloides ou Alcaloides vrais sont dérivés d'acides aminés, sont
basiques et contiennent de I'azote dans un anneau hétérocyclique. (BERSALLI et al.,
2022)

v Pseudo-alcaloides : sont basiques mais ne sont pas dérivés d'acides aminés, comme
la caféine et la solanidine exemple : conine.

v’ Les proto-alcaloides : sont dérivés d'acides aminés et sont des amines simples, aussi
sont basiques mais l'azote n'est pas dans un hétérocycle, par exemple les alcaloides
dérivés de la phényléthylamine comme la mescaline.(BOTINEAU, 2010)

Structure :

P B e s B

B H'P

T FN

EFra=rhoe=m i pne=

rigurel4 : Structures chimiques des Alcaloides
I1.5.Les terpénoides (isoprénoides)

Sont des molécules de faible poids moléculaire, volatiles, dérivés de 1’isopréne (CsHsg)et
entrant dans la composition des huiles essentielles .Les terpénoides, sont émis par les parties

aériennes des plantes et jouent un rble majeur dans l'interaction entre les plantes et leur
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environnement , également connus sous le nom d'isoprénoides, car ils sont tous synthétisés par

la condensation d'unités d'isopréne en C5. Les mono terpénes et les sesquiterpénes représentent

PPO/\/LK PPO/\&’J\ J_

IPP ISomerase DMAPP - mmemm e » Hemiterpénes isopréne
(C =)

- O
[
1x - GPP-———-o—— - Monoterpénes I
(C 10)

Inalol

2x FPP -————————————— = Sesquiterpénes I
(C ‘_5(:!

germacrene D

e
v
3x - GOPP-———— - - Diterpénes
(C 20

abigtadiene

1x

Prényltransférases - Terpéne synthases

- i -

respectivement les classes de terpenes en C10 et C15. (AHARONI et al., 2003)

Figure 15 : Origine structurale des terpenes
I1.6.Les huiles essentielles
11.6.1.Définition

Selon la pharmacopée européenne le terme «huile essentielle» est défini : «produit odorante,
généralement de composition complexe obtenu a partir d'une maniére premiere botaniquement
définie, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique approprié sans
chauffage»(MILPIED-HOMSI, 2009) .

11.6.2.Localisations des huiles essentielles.

La synthése et I'accumulation d'une huile essentielle dans les végétaux sont généralement
liées a l'existence de structures histologiques spécialisées, localisées en certains points des
tissus, le plus souvent situées sur ou a proximité de la surface de la plante. Les HE sont des
sécretions naturelles élaborées par le végétal et contenues dans les cellules ou parties de la
plante comme celles des :Les fleurs (rose), sommités fleuries (lavande), feuilles (citronnelle),
écorces (cannelier), racines (iris),fruits (vanillier),bulbes (ail) et Rhizomes (gingembre) ou
graines (muscade). Pour certaines HE comme celles de lavande ou de sauge, c’est la plante
entiere qui est utilisée.(BOUKHATEM et al., 2019; HEMIANI , BEN DJERMOUME,
2020)
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11.6.3.Les différentes utilisations des huiles essentielles

Elles sont utilisés dans certains médicaments, en parfumerie,dans les industries
agroalimentaires et dans diverses industries . Il existe donc énormément de produits de
consommation courante contenant des HE sont alors la source d'une possible automédication.
Elles sont percues avec un a priori trés favorable de produits d'odeur agréable, qui sont naturels
et par conséquent non dangereux .(COUDERC, 2001). Une HE peut étre utilisée seule et/ou
en association synergique avec d'autres HE. (MOT et al.,2022)

11.6.4.Les composants chimique des huiles essentielles

Les HE sont des mélanges complexes et trés variables des composants qui appartiennent
a deux groupes : les composés terpénoides et les composés aromatiques. Ils sont principalement
composeées des monoterpénes et sesquiterpénes avec la formule générale (CsHs)n .
(MEROUANE, 2013)

Tableau I'V:Principaux composés des huiles essentielles et leurs activités biologiques.
(FETTAH, 2019)

Nom de
I"'élément Activités biologiques
biochimique
. Anti-inflammatoires tres puissants, agissent en calmant le systeme
Les acides
nerveux.
. Anti- inflammatoires, calmants du systéme nerveux, anti- infectieux et
Les aldehydes o
peuvent irriter les muqueuses et la peau.
Anti-inflammatoires, anti-infectieux, stimulent le systeme immunitaire
Les cétones a faibles doses, cicatrisantes, calmantes et peuvent étre neurotoxiques a
forte dose.
Les 6thers Effets antalgiques, rééquilibrant nerveux (antidépresseurs psychiques)
et a inversion des effets si les doses sont trop élevées.
Les esters Rééquilibrant nerveux.
Les Stimulants du systéeme immunitaire et ont des propriétés antiseptiques
\ et antalgiques. Peuvent occasionner des brilures importantes sur la
monoterpénes . T
peau, donc leur action doit étre limitée dans le temps.
Anti-infectieux et a action contre les microbes, les champignons, les
Les phénols virus et les bactéries. Peuvent (en grande quantité) endommager le foie
en détruisant les cellules hépatiques.
Les Anti-inflammatoires, anti- allergiques et ayant un emploi important en
. . cosmétologie car ont une bonne tolérance avec la peau et ont des
sesquiterpénes NSOV .
propriétés thérapeutique.
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ITL. Activités biologiques

II1.1. Activité antimicrobienne

Les infections bactériennes sont causées par différents micro-organismes et sont la
cause des maladies les plus fatales et des épidémies les plus répandues. De nombreux
antibiotiques sont développés pour les traiter, cependant leur utilisation abusive est a I’origine

de I’apparition de la multi-résistance bactérienne(RAHAL, 2006).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi résistantes (ADJIBA , AIN, 2020) .Ce qui a orienté les
recherches des agences et des autorités de la santé vers les ressources phytogénétiques pour
trouver une solution a ce probleme(MEROUANE, 2013). Les plantes médicinales sont a la fois
un produit fini destiné a la consommation et une matiére premiére pour I’obtention de
substances actives. Elles représentent une source de revenu non négligeable pour de
nombreuses populations(BOUZID et al., 2010).

I11.2. Description des différentes souches microbiennes testées.

Escherichia coli (ATCC 8739 ):Bacilles a gram négatifs asporules, la famille des
entérobactéries, fermentent le lactose et le glucose, responsables des infections urinaires,
septicémie meningite du nourrisson, de plaies opératoires et gastro-entérites (HAMMOUDI,
2015)

Figure 16 : Escherichia coli (DAHMANI , DAHMANI, 2017)

Salmonella typhimurium (ATCC14028) : Gram négatif causée une toxi-infection alimentaire
(fievre typhoide) grave et présente dans I'eau et les aliments contaminés par des matiéres
fécales(SAHRAOUI & HENKA, 2018)
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Figure 17: Salmonella typhimurium (MALLE, 2008)

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) : Bactérie cocci a Gram positif, la famille de
Micrococcacea, immobiles et disposées en amas. espece saprophyte, responsables d’infections
graves communautaires et nosocomiales, d’infections des plaies, de la peau et du sang, des
abcés, ostéites, otites,infections urinaires, endocardites, gastro-entérites et infection
pulmonaires. Acquiert facilement des résistances auxantibiotiques et en particulier a la

pénicilline, a la methicillinel (MRSA), et aux fluoroquinolones mais sensible au B lactamines

Figurel8 :Staphylococcus aureus (DAHMANI , DAHMANI, 2017).

Bacillus subtilis (ATCC 6633) : une bactérie a Gram positif, en forme de batonnet, qui forme
des spores dormantes résistantes a la chaleur. Elle sert d'organisme modéle pour I'étude de la

sporulation et du comportement des bactéries Gram positives a faible GC(PIGGOT, 2009).

Figurel9 : Bacillus subtilis (MEDJEBER, 2015)
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Candida albicans : Membre de la famille des moniliaceae, Candida albicans est un champignon
diploide et encapsulé classé parmi les polymorphes. se produit par bourgeonnement. Les
colonies apparaissent de 48 a 72 heures aprés la mise en culture a 37 °C sur un milieu
d’isolement des champignons, elles prendront un aspect lisse a la remise en culture et aussi est

une levure commensale de la voie orale, vaginale ect... (HAMRI , BRINIS, 2018)

,

Figure20:Candida albicans (HAMRI , BRINIS, 2018)
II1.3.Les méthodes d’étude des activités antimicrobiennes
I11.3.1.La méthode par diffusion

Plusieurs méthodes sont utilisées pour I’évaluation du pouvoir antibactérien d’extraits

des plantes, parmi elles :

e La méthode de diffusion a partir de disques imprégnés (méthode de Kirby — bauer)
Cette méthode consiste a imprégner des disques de papier en une quantité définie d’agent
antibactérien, puis a les placer sur un milieu de gélose uniformément ensemencé avec
I’organisme d’essai. Un gradient de concentration des antibiotiques se forme par diffusion a

partir du disque. La croissance de I’organisme d’essai est inhibée a une distance du disque qui

est liée a la sensibilité de I’organisme.(BENLAHRACHE, BOUKERZAZA, 2022)
e La méthode de diffusion a partir des puits

Le principe de cette méthode est similaire a celui de la méthode des disques : il consiste a
réaliser des puits dans la gélose de 2.5 mm de profondeur, qui sont par la suite remplis
d’extraits ou d’antibiotique a tester. .(BENLAHRACHE, BOUKERZAZA, 2022)
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111.3.2.Méthode de dilution

Les techniques de dilution sont utilisées en milieu solide ou liquide. Le principe de ces
méthodes consiste a mettre en contact un inoculum bactérien standardisé avec des
concentrations croissantes de la substance antibactérienne testée selon une progression bien
définie afin de déterminer la CMI de cette derniere.(BENLAHRACHE, BOUKERZAZA,
2022)

II1.4.Activité antifongique
II1.4.1. Généralité sur les champignons

Les champignons ou mycétes sont classés dans le regne des Fungi, Ce sont des organismes
eucaryotes caractérisés par une paroi cellulaire contenant la chitine ¢«.Leur appareil
végétatif est composé de filaments ou hyphes et leur reproduction sexuée et/ou asexuée.
Les champignons sont hétérotrophes du point de vue métabolique. . La grande majorité

des champignons sont des organismes aérobies.

Les champignons peuvent étre subdivisés en champignons inférieurs et champignons
supérieurs. Les champignons inférieurs ou les micromycetes sont unicellulaires et
constituent un groupe hétérogene. Les champignons supérieurs ou les macromycetes
sont divisés en deux groupes: les Ascomycétes et les Basidiomycetes(HAMDI,
HAMLAOUI, 2021).

111.4.2.Les champignons phytopathogéne

Sont des espéces de micromycetes parasites qui provoquent des maladies cryptogamiques
chez les plantes.(BERKANI, REDJAIMIA, 2020)

Ces champignons appartiennent aux différents groupes du regne des eumycétes ou
«champignons vrais»: ascomycétes, basidiomycetes, chytridiomycétes, zygomycetes et
deutéromycétes (champignons imparfaits). Ils sont capables d’infecter n’importe quel tissu a
n’importe quel stade de croissance de la plante, en suivant un cycle biologique complexe qui
peut comporter des stades de reproduction sexuée ou asexuée. Plusieurs genres de champignons
telluriques sont capables d’infecter les racines de plantes sauvages et cultivées et de causer des
dégats importants. Il s’agit notamment des Aspergillus, les Penicillium et les Fusarium,
Rhizoctonia, Alternaria, Pythium. L’ensemble de ces microorganismes provoquent des

maladies sur diverses cultures maraicheres, céréales, plantes (ACHOUB, KHALID, 2020)
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111.4.3.Aspects Morphologiques

Les champignons du genre Fusarium appartiennent aux hyalo-hyphomycétes et
présentent un mycélium septé et incolore. En culture, les colonies présentent souvent des
nuances roses, jaunes, rouges ou violettes. (ABDELHADI, BACHIR, 2020)

Les cellules conidiogenes se forment sur des hyphes aériens ou sur des conidiophores

courts et densément branchés. Les conidies sont de trois types : macroconidies, microconidies
et blastoconidies. (ABDELHADI, BACHIR, 2020)

Figure 21: Structure microscopique de Fusarium solani CBS 490.63 (a : conidiophores avec

monophialides ; b : chlamydospores ; ¢: micro et macroconidies) (DEBOURGOGNE, 2013)

I11.4.4.Classification taxonomique du genre Fusarium.

Selon Debourgogne (2013), la nouvelle classification taxonomique du genre Fusarium basée
sur la phylogénie moléculaire est la suivante :
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Tableau V : classification du Fusarium (ABDELHADI, BACHIR, 2020)

Régne Fungi

Division Ascomycota

Classe Sordariomycetes
Sous classe Hypocreomycetidae
Ordre Hypocreales
Famille Nectriaceae

Genre Fusarium

IIL5. L’activité antioxydant

I11.5.1.Définition du stress oxydant

Le concept global de « Stress Oxydatif » est défini comme « un déséquilibre entre les
oxydants et les antioxydants en faveur des oxydants, entrainant une perturbation de la

signalisation et du contréle redox et/ou des dommages moléculaires »(SIES, 2020)

I11.5.2.Radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
appariés , cette molécule est trés instable et réagi rapidement avec d’autres composants,
essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine
débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son
électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre (FETTAH, 2019)
I11.5.3. Principaux radicaux libres et leurs origines

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un réle
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux
libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les
composeés biochimiques de la cellule (FAVIER, 2003)

I11.5.4.R0les des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des especes
extrémement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout
en étant des espéces indispensables a la vie. lls remplissent en effet de tres nombreuses fonctions

utiles qui a part la phagocytose, ont été découvertes réecemment. Les radicaux libres participent
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au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense
immunitaire contre les agents pathogenes, a la destruction par apoptose des cellules tumorales,
a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment

ceux de la mémoire, a la fécondation de I'ovule et a la régulation des génes(FAVIER, 2003)

I11.5.5.Les Antioxydants

Le terme « antioxydant » a été formulé comme « une substance qui en faibles
concentrations, en présence du substrat oxydable, ralentit ou empéche significativement
I’oxydation des substrats matériels ». Vansant (2004) définit les antioxydants comme
substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages causés par les radicaux libres
dans ’organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule des concentrations non
cytotoxiques de ROS. Les antioxydants sont des systémes enzymatiques ou non-
enzymatiques, endogenes ou exogenes (DAHMANI , DAHMANI, 2017)

=Les antioxydants endogénes (enzymatiques)

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydants élaborés par notre organisme avec 1’aide de
certains minéraux. Elles sont présentes en permanence dans 1’organisme mais leur quantité

diminue avec 1’age.

Les principales enzymes antioxydantes sont la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPX), la glutathion réductase (GR) et la glutathion
S-transférase (GST). Ce sont des enzymes dont les séquences sont trés conservées au cours de
I’évolution et qui agissent de maniere coordonnée.(DAHMANI,DAHMANI, 2017;
PHILIPPE BEGUEL, 2012)

= Les antioxydants exogéenes (non enzymatiques)

Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule
d’antioxydant piége un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule

d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systémes.

Les principaux antioxydants non-enzymatiques sont le glutathion, la vitamine E, la
vitamine C, les caroténoides et I’acide urique. Ces molécules vont interrompre la chaine de
réaction radicalaire (PHILIPPE BEGUEL, 2012).
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I1.3.6. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition .Selon leur mode d’action, les

antioxydants sont classés en deux catégories :

- Systeme de défense primaire : comme la catalase, le glutathion (GSH). Ces antioxydants
préviennent la production de ROS en limitant la phase d’initiation des réactions d’oxydation.

Ils agissent donc en prévention.

- Systéeme de défense secondaire : a titre exemple les tocophérols, sont capables de piéger
directement les radicaux oxydants et sont ainsi des antioxydants «briseurs» de la chaine
radicalaire bloquant ainsi les réactions de propagation (DAHMANI , DAHMANI, 2017)

I1.3.7. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante
d'aliments, d'extraits ou de composes individuels. Ces tests peuvent se diviser en deux

catégories:

e les tests mesurant le transfert d'électrons ou d'hydrogene vers un radical coloré stable
facile a détecter (DPPH, FRAP)

e ceux faisant intervenir une compétition entre l'antioxydant et une cible a protéger

(Oxygen Radical Absorbance Capacity ORAC, décoloration de B-caroténe.(BENSOUICI,

2015).

I11.5.7.1. Test de piégeage du radical DPPH

Le test DPPH repose sur la théorie qu’un donneur d’hydrogéne est un antioxydant. Le
radical DPPHe, de coloration violette et qui présente une bande d’absorption caractéristique a
517 nm, accepte I’hydrogeéne qui est cédé par I’antioxydant pour former le DPPH. L’effet de
I’antioxydant est proportionnel a la disparition du radical DPPHe. et au virage de la coloration
de la solution du violet au jaune (TLILI, 2021)
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+ Antioxydant -OH ———m +Antioxydant -O.
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Figure 22: Transformation du radical DPPHe en DPPHH(BENSOUICI, 2015)

I11.5.7.2. Test de piégeage du radical FRAP

Le test FRAP repose sur la reduction du Fe3+-TPTZ (2,4,6-tri(2- pyridyl)-1,3,5-triazine) en
Fe2+-TPTZ par les antioxydants.

La liaison du Fe2+ au ligand crée une couleur bleu marine trés intense (figure 23) bleu marine

trés intense (figure 23). L'absorbance a 593 nm peut étre mesurée pour tester la présence de
Fe2+-TPTZ. (XIAO et al., 2020)
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Figure 23 : Formation du complexe (Fe2+-TPTZ) a partir du complexe (Fe3+-TPTZ) par des
antioxydants (XIAO et al., 2020)
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Notre étude expéerimentale a été réalisé au sein de laboratoire de la faculté des sciences
Université de Médéa YAHIA FARES, et au laboratoire de microbiologie et physico chimique
de I'unité SAIDAL Médéa durant la période allant de 15 février 2023 jusqu’a 6 juin 2023

Objectif d’étude :

L’objectif de ce travail est de déterminer et de quantifier les différents métabolites
secondaires de Salvia chudaei Bat & Trab ainsi que la mise en
¢vidence de certaines propriétés biologiques notamment P’activité antimicrobienne,

et anti oxydante .
Pour cela nous avons réalisé :

e Une extraction des huiles essentielles et la préparation de deux extraits aqueux et
éthanolique.

e Undosage des polyphénols totaux et flavonoides et la determination de leurs teneurs dans
les extraits (éthanolique et aqueux).

e Une évaluation de I’activité antimicrobienne et antifongique des extraits de plante
utilisée.

e Une évaluation de I’activité anti oxydante des extraits selon la méthode du piégeage du
radical libre DPPH.

Materiel
I. Matériel biologique
I.1.Materiel végétal :

.Le matériel végétal est constitué par la partie aérienne (feuilles et tiges) de Salvia chudaei
(Figure24). 11 a été récolté, durant le mois de Mars 2021 dans la région de I’oued Tinsawak a

220 km, nord-est de la wilaya de Tamanrasset (1392 m d‘altitude)

L’identification de I’espéce a été faite au sein de la station INRF de Tamanrasset.
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Figure 24: Matériel végétal (feuilles et tiges) de Salvia chudaei avant le séchage(TLILI,
2021)

Le séchage s'est fait en température ambiante, a l'abri de la lumiére et de
I’humidité afin d'éviter la dégradation des principes actifs et le développement des

moisissures.

- Une partie a été broyée en poudre fine par un mixeur a hélice et criblée a I’aide d’un tamis,

pour la préparation de I’extrait éthanolique et I’extrait aqueux.

-Une autre partie coupée en petits morceaux de 4 cm, pour I’extraction de I’huile essentielle.

Le tout a été conservé dans des sacs en papiers jusqu’a leur utilisation.

Figure 25 : Matériel végétal aprés séchage et le broyage (originale 2023).
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1.2.Les Souches microbiennes testées.

L’activité antimicrobienne a été testée contre une gamme des microorganismes, ces souches
proviennent du laboratoire microbiologique de complexe de SAIDAL (Médéa). Elles sont

représentées dans le tableau suivant :

Tableau (VI) : Souches microbiennes testées.

Espéce Références
microbienne

Escherichia coli ATCC 8739

Salmonella ATCC14028

typhimurium

Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Bacillus subtillus | ATCC 6633

Candida albicans

1.3.Les especes fongiques :

L’activité antifongique a été testée contre des souches fongiques du genre Fusarium,
fournies aimablement par le laboratoire de mycologie de 1’université de Tiaret. 1l s'agit de
Fusarium equiseti (Wy11), Fusarium redolens (Wy5), Fusarium solani (Wy14) et Fusarium
oxysporum (Wy18) (Fig. 02).
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Figure 26: Espéces fongique (Originale,2023).
A : Fusarium oxysporum(Wy18) B: Fusarium solani (Wy14) C: Fusarium redolens (Wy5)
D : Fusarium equiseti (Wy11)
I1I. Matériel non biologiques
L’ensemble des réactifs utilisés ainsi que 1’appareillage sont illustrés en annexe 01

I1.1. préparation des extrais de Salvia Chudaei

Les extraits ont été préparés par macération. C’est une méthode simple qui consiste a laisser la
poudre de matériel végétal en contacte prolongée avec un solvant (éthanol a 96%, eau distillée)
a une température ambiante (HAMMOUDI, 2015)

I1.1.1.Préparation de I’extrais aqueux

Une prise d’essai de 60g de poudre de matériel végétal a été mise & macérer dans 600ml
de solvant (I’eau distillée) sous agitation magnétique pendant 24h a une température ambiante.

Les macéras sont ensuite filtré dans un entonnoir avec un papier filtre. (HAMMOUDI, 2015)

Ces derniers sont ensuite séché dans un évaporateur rotatif a (40_45°C), afin d’éliminer le
solvant. Les extraits obtenus sont ensuit conserves dans des flacons stérile jusqu’a leur
utilisation. (MEROUANE, 2013)

28



Chapitre 2 Matériel et Méthodes

D

Figure 27 : Processus de I’extraction aqueuse (A : prise d’essai de 60g de
poudre végétale/B : mélange de poudre végétale avec I’eau distillé Et agitation magnétique

/C filtration: /D: Aprés séchage et obtention de 1’extrait aqueuse
I1.1.2.Préparation de I’extrait éthanolique

Une quantité de 60 g de poudre végétale a été mise a macérer dans 600ml de solvant (éthanol
a 96%) sous agitation magnétique pendant 24h a une température de 45°C. Les macéras sont
ensuite filtrés et évaporé par un évaporateur rotatif a 45C° afin d’¢éliminer le solvant organique.

Les extraits obtenus sont ensuite conservé dans des boites stérile jusqu’a leur utilisation.
(HAMMOUDI, 2015)
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Figure 28 : Processus de ’extraction éthanolique (A : prise d’essai de 60g de
poudre végétale/B : mélange de poudre végétale avec le éthanol 96% Et agitation magnétique

/C filtration: /D: évaporation /E : Obtention de I’extrait éthanolique.

Le rendement de I’extraction (les deux solvants utilisés) est exprimé en % et calculé selon la

formule suivant :

R (%) = % X 100

R : le rendement en %.
Mes : la masse de I’extrait sec (Q)

Myv : la masse de matériel végétal utiliseé en gramme
I1.1.3.Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont extraites par Entrainement a la vapeur d’eau. Ce procédé consiste a
faire passer un courant de vapeur d’eau, a travers 1’échantillon du végétal. Ces vapeurs saturées

en composées organiques volatiles sont condensées et récupérées sous forme de distillat

aromatisé.(MEROUANE, 2013)
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Condenseur

-

Reéacteur
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Figure 29:Principe schématisé de I’extraction par entrainement a la vapeur d’eau (EVE)

(BOUKHATEM et al., 2019) avec un photo originale (2023)
I1.1.3.1.Mode opératoire

Les tiges s et feuilles préalablement coupées en morceaux de 4 cm, sont utilisées pour
I’extraction des huiles essentielles. Le processus consiste a immerger 2 kg de matiere végétale
de la partie aérienne de salvia chudaei dans 4 L d'eau. Ensuite, le mélange est placé dans une
chaudiere et un distillateur. L'extraction se déroule pendant deux heures a une température de
100°C et une pression de 1,2 bar. La vapeur d'eau chargee des composés volatils est ensuite
condensée dans le serpentin de l'alambic avant d'étre récupérée dans un essencier (vase de
décantation pour les huiles essentielles). Les parties insolubles dans 1’hydrolat sont décantées
pour donner I'huile surnageante (ou huile essentielle). La partie contenant les composés

hydrosoluble est appelée eau de distillation (ou hydrolat).

Les huiles essentielles sont conservées dans un flacon opaque hermétiqguement fermé a une
température de 4°C jusqu'a leur utilisation.- (MEROUANE, 2013)
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Figure 30 : Processus de I’extraction de ’huile essentielle.

» Le rendement est calculé selon la formule suivante :

R (%) = % X 100

R : le rendement en %.
Mes : la masse de I’extrait sec (g)

Mv : la masse de matériel végétal utilisé en gramme

I1.2.Dossage des métabolites secondaires
I1.2.1.Dossage de polyphénol

Principe
Le dosage des polyphénols totaux est basé sur la quantification de la concentration totale
des groupements hydroxyles présents dans I'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteau, en milieu
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alcalin, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ces hétéropolyacides, d'ou
la formation d’un complexe molybdotungstique bleu. La coloration bleue obtenue est mesurée
au spectrophotometre & 765 nm et l'absorption est proportionnelle a la quantité de phénols
présents (BERSALI et al., 2022)

Mode d’opératoire

Un volume de 200ul de chaque extrait a été mélangé avec 1 ml de Folin Ciocalteu réactif (dilué
10 fois), et 800ul d'une solution de carbonate de sodium(Na.COz) a 7,5% dans des tubes a
hémolyse en verre. Aprés agitation et incubation pendant 30 minutes a 1’obscurité, I'absorbance

a été mesurée a 765 nm.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant I’acide gallique a différentes concentrations (0.025 a 0.5mg/ml). Les résultats sont

exprimé en pg équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (NAIR ,MAALI, 2021)

Figure 31 : Virage de couleur des extraits dans le dosage des polyphénols (originale)

I1.2.2. Dosage de flavonoide

Principe

Les flavonoides sont composés d'une variété des composés naturels qui appartiennent aux
polyphénols présents dans la plupart des plantes. Certains de ces groupes structuraux forment
des complexes jaunatres, probablement par chélation de métaux, notamment lI'aluminium et le
fer. (NAIR , MAALLI, 2021)
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Mode d’opératoire

La teneur en flavonoides a été déterminées par une méthode trichlorure d’aluminium décrite
par Lamairson et Carnet .Un volume de 1,5 ml de AICI:.6H20 & 2 % dissous dans du
méthanol a été ajouté a un volume égale de I’extrait. Le mélange a été secoué et I'absorption a

éte déterminer a 440 nm apres 10 min d'incubation en température ambiante.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en

utilisant différentes concentrations (0.025 a 0.5mg/ ) de I’étalon : la quercétine.

Les résultats sont exprimés en g équivalent de quercétine par mg d’extrait.

Figure 32: Virage de couleur des extraits dans le dosage des flavonoides (originale)

I1.3. Etude des activités biologiques
I1.3.1.Activités antibactérienne
L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par deux methodes :

e la méthode de diffusion sur milieu solide pour tester la sensibilité des souches.

e la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).
I1.3.1.1. Principe de diffusion sur milieu solide.

La méthode de diffusion sur milieu solide exprime I’activité antimicrobienne des extraits en
terme de diamétre de la zone d’inhibition de la croissance microbienne, qui produite autour des
disques aprés incubation.(BOUZID et al., 2011)

Mode opératoire
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- A partir d’une culture bactérienne jeune de 18 heures. On réalise des suspensions en mettant
2 a 3 colonies dans 5ml d’eau physiologique stérile, pour d’avoir avoir une suspension

bactérienne de 0.5 Mac Farland.

-Pour les levures, nous préparons des suspensions en diluant quelques colonies (prélevées a
partir de cultures de 48 heures) dans 5 ml d'eau physiologique stérile, afin d'obtenir une solution
de 2 Mac Farland.

-I’ensemencement est fait par écouvillonnage en couvrant toute la surface de la gélose

appropriée pour chaque souche.

- A ’aide d’une pince stérile, on préléve un disque vierge et on I’imbibe avec 25 pl d’huile

essentielle ou d’extrait aqueux et éthanolique (250 mg/ml).

- Les boites pétries sont par la suite incubés a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a

25°C pendant 48 heures pour les levures.
- les diamétres des zones d’inhibition formées au tour des disques sont mesurés et enregistrés.

- les essais sont répétés 3 fois et les résultats sont exprimés en moyenne + écart type (BEN
ABDALLAH et al., 2019)

Repiquage des souches Préparation des Ensemencement

testes suspensions bactérienne

Incubation Distribution des disques

Figure 33: Processus de méthode de diffusion sur milieu solide (originale 2023)
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11.3.1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI.

Principe

La CMI est la plus faible concentration de la molécule a tester, qui inhibe toute croissance
visible d’une souche bactérienne aprés des 18h d’incubation dans un milieu de croissance
specifique. Elle est la plus utilisée pour évaluer in vitro 1’activité bactériostatique des nouvelles
molécule a activité antimicrobienne (BELHAOUES & MAAIZIA, 2013)

Mode opératoire :

- Préparation de 1’inoculum a partir des cultures jeunes (les mémes conditions que dans le test

précédant).

- la préparation d’une série de dilution pour les deux extraits éthanolique et aqueux, permettant

d’avoir quatre concentrations de :
-C1:6.25mg/ml ; C2 :3.12mg/ml ; C3 :1.57mg/ml et C4 :0.8 mg/ml.

- Pour les huiles essentielle on a testée sur 4 concentrations différentes correspondant a
(7.14mg/ml ; 5.55mg/ml ; 3.33mg/ml et 2.17mg/ml).

- les différentes dilutions ont été préparées en utilisant le DMSO comme solvant.
- I'ensemencement est réalisé par dépot des disques imbibés avec 25ul de chaque dilution.

-L’incubation se fait a 37°C pendant 24h pour les bactéries et 25°C pendant 48h pour les levure
(KERBOUCHE-HAMMOUM, 2015)

Figure34 : Processus de méthode CMI (originale 2023)
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I1.3.2. L’activité antifongique

I1.3.2.1.Evaluation de I’activité antifongique in vitro des extraits par méthode de contacte

directe.
e Principe

Cette méthode est I’'une des plus utilisées dans la détermination du taux d’inhibition d’un
agent antifongique, quand ce dernier est soluble, il est mélangé et dilué dans le milieu, puis le

champignon est inoculé (Wiegand et al ., 2008)..
e Mode opératoire

Repiquages des souches
Avant d’entamer le repiquage, le milieu de culture sabouraud additionné d’un antibiotique
(ciprofloxacine pour éviter la contamination) préalablement préparé, a eté coulé dans les boites
de Pétri et laisse se solidifier.
Le repiquage des quatre souches fongique Fusarium oxysporum, Fusarium solani ,Fusarium
redolens , Fusarium equiseti, a €té réalisé par le prélevement d’un fragment du mycélium du
champignon phytopathogene ) partir de la péeriphérie (le bord) de la colonie. Le disque mycélien
est déposé au centre du milieu.
-Les boites ont éte scellées par du para filme pour éviter toute contamination et incubées a
25°C pendant 7 jours.(MOULQOUED et al., 2021)

e Test antifongique

» Préparation des concentrations de I’extrait éthanolique et aqueux.

Différentes doses de I’extrait éthanolique et aqueux de Salvia chudaei ont été préparées afin
de tester leurs pouvoir antifongique. En se basant sur des essais préalables, on a choisi une

gamme de concentration qui varie de 5mg/ml a 20mg/ml.

Tableau VII : Différentes doses des extraits éthanolique et aqueux.

Dose mg/ml
D1 5mg/ml
D2 10mg/ml
D3 20mg/ml
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» Préparation des concentrations de I’huile essentielle

On a choisi trois différents volumes de I’huile essentielle correspondant a différentes
concentrations, (le choix des volumes était en fonction de la quantité initiale de I’huile

essentielle)

Tableau VIII : différents volumes de [I’huile essenticlle correspondant a différentes

concentrations.

Concentration | Volume
(k)
mg/mi
Cl 2 mg/ml 5ul
C2 4 mg/ml 0ul
C3 8 mg/ml 20 ul

-Chaque dilution de I’extrait éthanolique ou aqueux ou (HE) est ajoute aseptiquement a 9ml

de milieux sabouraud.

- Les boites de pétri ainsi préparé en été légerement agité pour assurer I’homogénéisation de

milieux avec les extraits.

- Les cultures témoins ont été préparées avec 10ml de milieu sabouraud seulement pour
I’évaluation de I’effet d’HE, et 10ml de milieux sabouraud additionné 1ml de DMSO pour

I’évaluation de I’effet des autres extraits.

Apreés solidification, un disque de 6mm de diamétre de chaque souche fongique étudier
(Fusarium oxysporum, Fusarium solani ,Fusarium redolens , Fusarium equiseti) a été

déposé au centre de chague boite .

Les boites de pétri préparé ont été scellées par du para filme est incubé a I’obscurité pendant
7jours 28°C. (MOULOUED et al., 2021)

» Le taux d’inhibition de la croissance est évalué par le calcul du pourcentage de réduction de
la croissance mycélienne, par rapport au témoin, (Doumbouyaet al., 2012) selon la formule
suivante:

P1% =[(DT - D)/ DT] x 100

P1% : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne.
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DT : diamétre moyenne de la croissance mycélienne du champignon (en cm) dans la

boite de Pétri (témoin)

D : diamétre moyenne de la croissance mycélienne du champignon (en cm) dans la boite

Pétri qui contient I’extrait.

Repiquage Préparation des boites
pétri (milieu +1"extrait)

Dépbt d’un disque mycélien

Incubées & l'obscurité
25C° /7 jours

Figure35: Protocole d’évaluation de I’effet antifongique (in vitro).

11.3.2.2.Etude de I’effet fongicide ou fongistatique des extraits
L’effet fongicide ou fongistatique des extraits de salvia chudaei sur les quatre isolats des
champignons, a été évalué par le transfert d’un fragment a partir de la zone d’inhibition sur une

nouvelle boite pétri contenant le milieu Sabouraud par la méthode de repigquage.

Si I’inhibition de cette croissance persiste apres 6jours d’incubation, le pouvoir fongicide de
I’extrait est alors confirmé. En cas de reprise de la croissance mycélienne, I’extrait de plante est

dit a activité fongistatique.
I1.3.3.Activité anti-oxydante

La méthode DPPH (diphenyl picryl-hydrayl) est basée sur la réduction d'une solution alcoolique

de I'écurie espece radicalaire DPPHe en présence d'un atome d'hydrogeéne antioxydant donneur
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(AH), qui entraine la formation dune forme non radicalaire, DPPH-H
(diphénylpicrylhydrazine) (HAMMOUDI et al., 2017)

l’ 0\\ + -

i o \ 7

: J ’ NH—N _ + A

\ L \ 7
NPPH-H

Figure 36 : Structure du radical DPPH et DPPH réduit (AMRIOUI ,NOGHAG, 2019)

Mode d’opératoire

Un volume de 3.9 ml de la solution méthanolique de DPPH (0,004 %) est mélangé avec
(0.1ml) de différentes concentrations de chaque extrait (ageux,éthanolique et HE
respectivement de concentration. Apres 30 minutes d’incubation a I’obscurité et a température
ambiante, I’absorbance est déterminé a 517 nm contre un blanc qui contient juste la solution
DPPH (BERSALI et al., 2022)

Figure 38 : Virage de DPPH de I’extrait éthanolique (originale)
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Le pouvoir antioxydant est exprimé en pourcentage d’inhibition, qui est calculé selon la formule

suivante :
% Inhibition = ((ADS contrale — ADS schantition) / ADS contrete) X 100
v Calcul des 1Cso

La concentration inhibitrice IC50 représente la concentration minimale inhibitrice nécessaire
pour diminuer la teneur en radicaux libres de 50%, elle est déterminée partir des courbes
représentant les pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations utilisées.

(HAMMOUDI et al., 2017)
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Chapitre 3 Résultats et Discussion

Résultats

I. L’extraction
Les procédés d’extraction métabolites des plantes médicinales constituent une étape

cruciale, car elle détermine la qualit¢ et la quantité de principes actifs en

question, ce qui refléte directement leurs effets pharmacologiques (BERSALI et al., 2022).

Les extraits (¢thanolique, aqueux) sont obtenus par macération alors que I’huile essentielle a été

obtenue par entrainement a la vapeur d’eau.

Tableau IX : Rendement et I’aspect des extraits

Extraits Poids de ’extrait | R% Aspect
Obtenus en(g)
Aqueux 7.34 12.23% pate jaune marron
Ethanolique 5.1 8.5% pate vert foncé
HE 3 0.15% liquide marron claire

R% : le rendement des extraits en pourcentage

L’extraction par macération des parties aériennes de salvia chudaei a donné un rendement de
(8.5%) pour I’extrait éthanolique. Ces résultats sont inférieurs de ceux trouvés par (AMRIOUI ,
NOGHAG, 2019) avec les mémes conditions expérimentales. Une autre étude entreprise par
(DAHMANI, SMAILI, 2020) réalisée sur I’extrait aqueux a donné un rendement de 14.8%. Ce

pourcentage est légerement supérieur au notre.

D’une maniere générale, le rendement varie selon la méthode d’extraction et de la partie de
la plante utilisée. Cette différence peut étre expliquée par la polarité des solvants utilisés pour
I’extraction et la diffusion du solvant dans la poudre des plantes au cours de macération et
probablement a la nature. En général, les rendements les plus élevés sont obtenus avec les
solvants polaires tels que I'eau, le méthanol et I'éthanol (DAHMANI , SMAILI, 2020)

La méthode d’extraction est une opération importante qu’il faut mener avec soin. Par ailleurs,
la collecte, le séchage, le stockage influe largement sur le rendement ainsi que la qualité des
extraits (BOUKHELKHAL, BELMILIANI, 2019)

Le rendement en huile essentielle a partir des feuilles et tiges de salvia chudaei est de 0.15%.
Cette valeur reste est inférieur a celle trouvé par (DIF, 2011) et (HAMMOUDI, 2015) qui ont
trouvé un rendement de 0.34% 0.4% a 0.6% respectivement .
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D’aprés (HAMMOUDI, 2015) , plusieurs chercheurs ont montré que le rendement
d'extraction des huiles essentielles varie en fonction de l'origine de la plante et, aussi des
études avaient montré, d'une part, linfluence de la technique d'extraction et,
d'autre part, I'influence du cycle végétatif sur le rendement et, la qualité de I'huile essentielle.
Le temps de séchage de la plante influe également sur le rendement en huile
essentielle(KRIMAT et al., 2015)

I1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides :
I1.1.Dosage de polyphénols

La teneur en polyphénols totaux a été effectuée par la méthode de Folin-Ciocalteu. Les résultats
obtenus sont exprimés en pg équivalent d’acide gallique par mgd’extrait (ug EAG/mg E). Cette
teneur est calculée en utilisant ’équation de la régression linéaire d’une gamme de concentration
d’acide gallique.( Annexe 02)

Tableau (X): Teneur en polyphénol

Teneur en polyphénol | Extrait aqueux | Extrait éthanolique

(1g EAg/mg extrait)

401.11 556.72

A partir de ces résultats, on peut dire que I’extrait éthanolique semble plus riche en composés
phénoliques que I’extrait aqueux.

La teneur en phénols totaux de notre extrait éthanolique est supérieure a celle trouvés par
(HAMMOUDI, DEHAK, et al., 2017), ils affichent des teneurs de 8ug EAG /mg d’extrait .
Cependant,(KHENFER & MEDJOUEL, 2016) trouvent des taux de 1.8 (ug EAG /mg d’extrait)
. de méme que les travaux de (TLILI, 2021), ils présentent des teneurs tres faibles de 1’ordre
de 0.011mg EAG/mg d’extrait.

I1.2.Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3) (Bahorun et al., 1996).
Les résultats obtenus sont exprimés en g équivalent de Quercitine par mg d’extrait (ug EQ/ mg
E).
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Tableau (XI) : Résultats de teneur en flavonoides

Teneur en flavonoide | Extrait aqueux | Extrait éthanolique

(Mg EQ/ mg extrait)

3.66 7.20

La quantité de flavonoides dans I’extrait éthanolique semble plus importante que celle de
I’extrait aqueux.

Selon la recherche menée par HAMMOUDI, DEHAK et al. en 2017, I'extrait éthanolique
obtenu présente une concentration en flavonoides de 1 pg d'équivalent de rutine par mg d'extrait.
Ces résultats indiquent que notre extrait éthanolique a une concentration en flavonoides pus
elevée . Cependant, il est moins important que celui obtenu par BA & SETTOUR en 2017, ils

rapportent des teneurs de 0,02 pg d'équivalent de quercétine par mg d'extrait.

La quantité des métabolites secondaires peut changer pendant la croissance de la plante. Ceci
peut étre lié aux conditions climatiques (la température élevée, exposition solaire, sécheresse,

salinité), qui stimulent la biosynthese des métabolites secondaires tels que les polyphénols.

La teneur phénolique d'une plante dépend aussi d'un certain nombre de facteurs tels que, la
répartition géographique, le moment de la récolte, le solvant d’extraction et les méthodes

d’extractions, les conditions de stockage. (KHELIFI , MEDJANI, 2018)

D’apres Lu et al., (2006) et Vanamala et al., (2006), et Klimczak et al., (2007), la
variabilité des teneurs en flavonoides dans la plante est influencée par plusieurs facteurs dont
I’origine  génétique, le degré de maturation, le mode de conservation.

La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante est liée a la solubilité
qui en dépend non seulement de la polarité du solvant d'extraction ,mais aussi du nombre et de
la position des groupements hydroxyles libres, au poids moléculaire et de Ila
glycosylation.(AMRIOUI , NOGHAG, 2019)

Evaluation des activités biologiques

I11.2. Evaluation de D’activité antimicrobienne
I1.2.1.L’activité antibactérienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits de Salvia chudaei

par la méthode de diffusion sur milieu solide et la détermination de la concentration
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minimale inhibitrice (CMI).

L’activité antibactérienne des extraits, a été estimée en termes de diametre de la zone
d'inhibition (mm) autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis d’une gamme des
germes pathogénes: E. coli ATCC8739, Salmonella typhimuriumATCC14028 , Staphylococcus
aureus ATCC6533, Bacillus subtillus ATCC6633 et levure :Candida albicans.

Figure 39 : Effet des extraits sur les souches bactériennes (original 2023)
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Résultats et Discussion

Les résultats de ’activité antibactérienne des extraits testés sont mentionnés dans le tableau

suivant :

Tableau (XII) :

Résultats de I’activité antibactérienne des extraits testés.

Agueux Ethanolique HE
Les Zone cmi Zone Cvi Zone CmI
souches d’inhibition d’inhibition d’inhibition
(mm) (mm) (mm)
S.aureus
13+1.2 6.25mg/ml | 21.741.34 | 3.12mg/ml 16.8+1.5 5.55mg/ml
& | Bacillus
subtillus 12+0.45 1.57mg/ml | 21.440.39 | 3.12mg/ml | 37.8+0.8 | <2.17mg/ml
E.coli
% /1] /11 /11 /11 /1] /1]
© Samonella /// /// 12.3+0.53 6.25mg/ml /// ///
typhi
% | candida
S |albicans /1] /11 /11 /1] /1] /1]

Il ressort des résultats obtenus que I’ensemble des extraits se révelent actifs envers toutes les
souches microbiennes testées, a 1’exception de candida albicans mais, avec des degrés différents.
L’extrait éthanolique de la plante a marqué un effet inhibiteur important envers la croissance
des bactéries (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et salmonella typhimuruim) dont les

zones d’inhibition varient entre et 12.3+0.53 a 21.7+1.34.

L’extrait aqueux et I’huile essenticlle se sont révélé actifs contre Staphylococcus aureus et
Bacillus subtilis avec des zones d’inhibition 12+0.45 mm et 13+1.2 mm respectivement pour

I’extrait aqueux et de 16.8+1.5et 37.8+0.8 respectivement pour I’huile essentielle.

Les résultats indiquent que nos extraits semblent avoir un effet prononcé sur les bactéries a
gram positif et étre inactifs sur les bactéries a gram négatif a I’exception de salmonella

typhimiruim.

(HAMMOUDI, KHENFER, et al., 2017) ont trouvé I’extrait éthanolique de salvia chudaei a
permet d’inhibé la croissance de Staphylococcus aureus, Candida albicans et E .coli avec des
zones d’inhibition de 10.2mm, 5.4mm respectivement par contre nos extraits n’avez aucun effet

sur E .coli et Candida albicans.
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(KRIMAT et al.,, 2015) rapportent que huile et I’extrait méthanolique avaient un effet
antimicrobien contre Bacillus subtilus, Candida albicans et Staphylococcus aureus. Ils
présentaient des zones d’inhibitions et des CMI trés proches de nos résultats, saufpour la souche

Candida albicans qui a résisté a I’ensemble des extraits testés.

(AMRIOUI , NOGHAG, 2019) ont rapporté que I’extrait éthanolique présentait un effet
remarquable sur Salmonella typhimirium avec une zone d’inhibition de 10.33 = 0.44, par
ailleurs (DAHMANI , SMAILI, 2020) trouvent que I’extrait aqueux présentait un effet
inhibiteur sur la croissance des souche Bacillus subtilus et Staphylococcus aureus. Ces

résultats concordent avec les notres.

Les résultats ont indiqué que plusieurs paramétres peuvent influencer la détermination de
’activité antimicrobienne comme : le type des microorganismes ciblé ; la méthode d’évaluation
de l’activité, proprement dite .Ainsi, la nature et la structure des molécules bioactives sont le
résultat de la concentration suivie par une typologie de 1’extrait. Donc, on constate que la plus
grande résistance du gram négatif vis-a-vis des extraits peut étre expliquée par la structure de
la paroi hétérogene de la bactérie. La double présence d’une part de I’exo polysaccharide
contenant une couche externe (glycocalyxe) et d’autre part celle de certains composants comme
I’acide techoique en sus de quelques liens se trouvant entre les divers composants donnent au

polymere un aspect fortement réticulé de paroi (HAMMOUDI, 2015)
11.2.2.L’activité antifongique

I1.2.2.1. Evaluation de I’activité antifongique des extraits

L’activité antifongique a été évalué par la méthode de contact direct, elle se traduit par le
diameétre radical de la zone d’inhibition, Ces diameétres varient en fonction des doses utilisées

et I’espéce fongique testée.
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11.2.2.2.Lactivité antifongique sur la souche de Fusarium redolens

Effets des extraits de salvia chudaei sur la croissance du fusaruim redolens
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Figure 40 : Effet « in vitro » des différents extraits sur la souche de Fusarium redolens
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Figure4l: Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium redolens sous 1’effet

des différentes doses de ’extrait de Salvia chudaei

Selon la figure 40 et 41, nous remarquons que le taux de la croissance mycélienne de
Fusarium redolens diminue en fonction des concentrations des extraits, on a obtenu des taux
d’inhibition trés important pour 1’extrait éthanolique (88.31% ,90.90%,90.90%), et pour
Iextrait  aqueux  (15.06% ,16.43%  ,22.53%).a  différentes  concentrations
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:5mg/ml,10mg/ml,20mg/ml respectivement .

Les résultats des de I’huile essentielle de partie aérienne de Salvia chudaei vis-a-vis la souche
fongique de Fusarium redolens sont illustrés dans La figure 41. Elle démontre qu’elle
présentait un effet modéré sur la croissance de ce champignon avec un taux d’inhibitions de

0% 4.28 % 42.85% pour les concentrations 2 mg/ml, 4 mg/ml ,8 mg/ml respectivement.

11.2.2.3.L activité antifongique sur la souche de Fusarium solani

Effet des extraits de salvia chudaei sur la croissance du
fausarium solani
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Figure 42 : Effet « in vitro » des différents extraits sur la souche de Fusarium solani
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Figure43: Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium solani sous I’effet

des différentes doses de I’extrait de Salvia chudaei
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D’apres les figures précédent nous constatons que le taux de la croissance mycélienne de
Fusarium solani, diminue avec 1’augmentation des concentrations des extraits de la plante.
L’extrait éthanolique, I’extrait aqueux et I’huile essentielle présentaient des taux d’inhibition

de 90.54%, 17.14% et 21.42% respectivement.

11.2.2.4.Lactivité antifongique sur la souche de Fusarium oxysporum

Effet des extraits de salvia chudaei sur la croissance du
fausarium oxysporuim
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Figure 44 : Effet « in vitro » des différents extraits sur la souche de Fusarium oxysporum
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Figure45: Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporumsSur

Ieffet des différentes doses de ’extrait de Salvia chudaei
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Selon les figures 44 et 45 nous observons que I’extrait éthanolique a démontré un effet
inhibiteur trés important dans les trois déférentes concentrations sur la croissance mycélienne
avec un pourcentage d’inhibition de 90.27%. Pour I’extrait aqueux, il présente un effet
inhibiteur moyen pour les concentration 5mg/ml ,10 mg/ml 20mg/ml avec des pourcentages
d’inhibition 54.43%, 36.70% ,41.77% , suivi par HE avec des taux d’inhibitions de
39.24% ,30.37%,25.31% pour les trois concentrations.

11.2.2.5.activité antifongique sur la souche de Fusarium equiseti

Effet des extraits de salvia chudaei sur la croissance du
fausarium equseti
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Figure 46: Effet « in vitro » des différents extraits sur la souche de Fusarium equiseti
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Figure47: Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium equiseti
Sur I’effet des différentes doses de ’extrait de Salvia chudaei
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Selon la figure 46 et 47, I’extrait éthanolique semble avoir I’effet inhibiteur le plus
important avec des taux d’inhibitions de 82.14%,88.09%,91.66% pour les différentes

concentrations utilisée (5mg/ml, 10mg/ml, 20mg/ml) respectivement. L’huile essentielle et

I’extrait aqueux affichent des taux d’inhibition plus faible variant de 1.17% a 32.94%.

I11. 2.2.2. Etude de I’effet fongicide et fongistatique des extraits

Apres avoir évalué I’activité antifongique des extraits, nous avons réalisé un test pour

déterminer la nature de cette activité (fongicide ou fongistatique). Les résultats obtenus sont

représentés en tableau (XIII)

Tableau XIII : Nature de ’activité des extraits de la plante étudiée sur les différentes souches ;

Souches Extraits Nature de ’activité
Aqueux Fongistatique
Fusarium redolons Ethanolique Fongicide
HE Fongicide
Aqueux Fongistatique
Fusarium solani Ethanolique
Fongicide
HE Fongicide
Agueux
Fusarium oxysporum Fongistatique
Ethanolique
Fongicide
HE Fongicide
Aqueux Fongistatique
Fusarium equiseti . -
Ethanolique Fongicide
HE Fongistatique

L’¢tude de la croissance mycélienne des souches fongiques testés (Fusarium redolens,

Fusarium solani, Fusarium oxysporum et Fusarium equiseti) en présence de l'extrait
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¢éthanolique, aqueux et I’huile essentielle de la partie aérienne de Salvia chudaei , montre une
diminution de la croissance mycélienne synchronisée avec l'augmentation de la concentration

des extraits.

On remarque que sous leffet de D’extrait plus la concentration augmente,
I'inhibition est importante par rapports aux témoins. Ces résultats montrent clairement que
les deux parameétres étudiés (la croissance mycélienne, taux d’inhibition) sont fortement
influencés par l'ajout des extraits riche en substances actives dans le milieu de culture, en outre
la croissance des quatre souches fongiques étudiés a était inhibée par les différents extraits testés
avec plus de sensibilité chez la souche Fusarium redolens qui a présenté un pourcentage
d’inhibition moyen dépassant les 90%, 20%, 40% pour l'extrait éthanolique ,aqueux et 1’huile

essentielle respectivement.

Nos résultats sont conformes a ceux obtenus par (BOUKHELKHAL, BELMILIANI,
2019) qui a évalué I’effet antifongique de 1’extrait éthanolique et HE de sur la souche fusarium

solani .

Selon (YAPO-CREZOIT et al., 2021),la composition de la plante en métabolites secondaires
varie en fonction de la localisation géographique, de I’organe prélevé, de la période de
prélevement, du moment du prélévement, des conditions de stockage, et du solvant d’extraction.
Des travaux complémentaires sont donc a mener pour une meilleure standardisation des
différents protocoles et apprécier la toxicité des métabolites aux différentes étapes cidessus
précitées. L’utilisation des composés de la plante a activité microbienne est plutot a

recommander pour un usage externe en lieu et place de I’administration par voie générale.

53



Chapitre 3 Résultats et Discussion

11.2.3.Evaluation de I'activité antioxydant

L’histogramme ci-dessous représente la variation du pourcentage de pouvoir inhibiteur en

fonction de la concentration de chaque extrait.
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Figure48 : Pourcentage d’inhibition de teste de DPPH dés I’extraits.

D’apres les résultats représentés dans la figure 48, il semble que le pourcentage d’inhibition
du radicale libre augmente avec 1’augmentation de la concentration des différentes extraits
de la plante.

On a remarqué que le pourcentage d’inhibition de radical libre pour I’'HE était supérieur par
rapport I’extrait éthanolique suivi par I’extrait aqueux. Pour les différentes concentrations
pour une concentration 1000pg/ml. Un pourcentage d’inhibition de DPPH est de
42.11%pour I’extrait éthanolique et 29.92% pour ’extrait aqueux tandis que I’HE est de de
85.07% de concentration 20000ug/ ml.

Ces pourcentages correspondant a une inhibition totale de DPPH reflétée par la décoloration

complete du DPPH du violet en jaune pale.

Les valeurs IC50 déterminees en mg/ml exprimant la concentration d’inhibition des
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extraits antioxydants nécessaire pour le piégeage et la réduction de 50% de I’activité de
DPPH en dissolution dans du méthanol
Tableau XIV: Des valeurs d’IC50 des extraits.

Extrait aqueux Extrait éthanolique | HE

IC50 2240 pg/ml 740 pg /ml 300 pg/ ml

Les extraits éthanolique, aqueux et huile essentielle (HE) de Salvia chudaei étudiée ont
démontré une activité anti-radicalaire trés significative envers le DPPH. lls présentent des
concentrations inhibitrices 1C50 de 2240 pg/ml, 740 mg/ml et 300 pug/ml ce qui correspond

respectivement a la capacité anti-radicalaire la plus élevée.

I1 est également noté que 1’huile essentielle présentait un pouvoir anti-radicalaire bien plus

intéressant que celui des extraits éthanolique et aqueux.

Selon HAMMOUDI, KHENFER et al. (2017), I'extrait éthanolique de Salvia chudaei présente
une capacité antioxydant importante, avec une CI50 d'environ 0,74 mg/ml. De maniére similaire
KRIMAT et al. (2015) ont egalement trouve des résultats probants pour I'HE de Salvia chudaei,

avec une capacité antioxydant contre le DPPH et une CI50 d'environ 0,016 mg/ml.

Dans notre étude, nous avons également observé que I'extrait éthanolique était plus abondant
en composeés phenoliques et flavonoides par rapport a I'extrait aqueux. De plus, cela s'est traduit

par une activité antioxydante plus importante pour lI'extrait éthanolique.

De nombreuses études réalisées sur les produits naturels ont démontré que ce sont
principalement les composés phénoliques qui sont responsables de leur activité antioxydante
(KHENFER, MEDJOUEL, 2016).

Une étude de BERSALLI et al. (2022) a montré que les légeres différences entre les résultats
obtenus et ceux trouvés par d'autres chercheurs peuvent étre expliquées par les variations dans le
protocole de dosage, la méthode d'extraction utilisée et la nature du solvant utilisé. Cela peut
également étre da a la variation des composés phénoliques présents dans les extraits. En effet, la
réactivité des composés phénoliques contre le DPPH est plus efficace dans le méthanol que dans

d'autres solvants non alcooliques.
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Conclusion

La flore du Sahara Algérien est riche en plantes aromatiques utilisées en médecine
traditionnelle et un bon nombre d’entre elles sont des espéces endémiques pouvant étre
valorisées en tant que source de produits bioactifs. Les huiles essentielles et les composés

phénoliques, trouvent des emplois dans divers secteurs.

Notre étude a porté sur I'exploration des activités biologiques d'une plante de la famille des
Lamiacées, originaire de la région de Tamanrasset, appelée Salvia chudaei. Pour cela, nous
avons réalisé une extraction par macération en utilisant deux solvants, I'éthanol et I'eau, ainsi

qu'une extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d'eau.

L'extraction de la partie aérienne de la plante a donné des rendements de 8,5% pour I'extrait

éthanolique, 12,23% pour l'extrait aqueux et 0,15% pour I'huile essentielle.

L'évaluation de la teneur en composés phénoliques de la plante, réalisée par la méthode de
Folin-Ciocalteu, a révélé des valeurs de 401,11 pg EAG/mg d'extrait aqueux et 556,72 ug
EAG/mg d'extrait éthanolique. Le dosage des flavonoides, effectué par la méthode d'AICI3, a
montré des taux de 3,66 ug EQ/mg d'extrait aqueux et 7,20 ug EQ/mg d'extrait ethanolique.
Ces resultats suggerent que les extraits bruts de la partie aérienne de Salvia chudaei pourraient

étre considérés comme une source potentielle de ces métabolites secondaires.

Les résultats de I'activité antimicrobienne ont révélé une activité remarquable des extraits

sur les souches de Bacillus subtillus, Staphylococcus aureus et Salmonella typhi.

En ce qui concerne l'activité antifongique in vitro, évaluée par la méthode de contact direct
des extraits de Salvia chudaei, un effet inhibiteur significatif sur la croissance des quatre
souches testées a été observé. Cet effet est proportionnel a la concentration des extraits, c'est-a-

dire que plus la dose est élevée, plus les taux d'inhibition sont importants.

L'évaluation de l'activité antioxydante, réalisée par la méthode du piégeage des radicaux
libres (test DPPH), a démontré que les extraits possedent un pouvoir antioxydant important,
avec des valeurs d'IC50 de 2240 pg/ml pour l'extrait aqueux, 7420 pg/ml pour l'extrait

éthanolique et 300 pg/ml pour I'huile essentielle.

Ces résultats indiquent que Salvia chudaei pourrait étre une source de molécules
antimicrobiennes et antioxydantes, ayant un potentiel d'application dans les domaines
pharmaceutique, agroalimentaire et de la pathologie végétale. Toutefois, afin d'envisager une

utilisation pratique dans ces domaines, il est essentiel de mener des études complémentaires.
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Conclusion

Cela comprend I'évaluation de la toxicité aigué et sub-chronique des différents extraits, ainsi
qu'une caractérisation biochimique approfondie utilisant des méthodes précises pour identifier

les composants spécifiques de Salvia chudaei.
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Annexe 01 :Matériel non biologiques

1.Appareillage :

Plague chauffante avec agitation Bec Benzene vortex

Autoclave Appareil de rota vapeur Alambique

Etuve. Spectrophotométrie UV Balance électronique
Balance analytique Scan 1200 Support

Entonnoir Boites de pétrie Ecouvillon stérile
Pipette de Pasteur Micropipette les disques vierges
Becher Pince stérilisée Papier d’aluminium
Papier filtre Cuves Tube a essai

Un certain nombre d’accessoires et petit matériel spécifique est utilisé dans le cadre de
cette étude : Spatule, Coton, Papier a filtre, gants et masques pour manipulation des produits
dangereux

2.Réactifs chimiques et solvants

Dans cette étude nous avons utilisé :Ethanol 967; Acide ascorbique ; Dichlorométhane;
Méthanol 99 Z1; Acide gallique et les réactifs chimiques : diméthyle sulfoxyde (DMSO); L’ eau
distillée (stéril et pure ); Réactif de Dragendorff, 2,2"-diphényle -1-picrylhydrazyl (DPPH) ;
Acide ascorbique ;Folin  ciocalteu ; ALCL3,(trichlorure  d’aluminium) ;

querceétine : ;carbonate de sodium (NaCOs)
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Figure 48 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.



Equation: y = 3.755833e-02 * x
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Figure 49 : Courbe d’étalonnage de la quercetine
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Figure 50: Courbe d’étalonnage de I’huile essentielle
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Figure 51 :courbe d’étalonage de I’extrait aqueux
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Figure 51 :courbe d’étalonage de I’extrait éthanolique
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