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Résume
La Salvia officinalis, également connue sous le nom de ""Miramia', est une plante médicinale

largement répandue dans les régions mediterranéennes. Elle est utilisée en médecine
traditionnelle en raison de la présence de plusieurs molécules ayant des effets thérapeutiques.
En utilisant trois solvants: éthanol, méthanol, eau, les extraits organiques de ce dernier ont été
préparés a partir de la partie aérienne de la sauge par macération et par hydrodistillation afin
d’obtenir I’huile de Salvia. L’objectif de ce travail est 1’évaluation de I’activité antibactérienne
et antioxydante de différents extraits de la sauge. Concernant le rendement de différents extraits
éthanolique, méthanolique et aqueux est respectivement de 8.20%, 12.02% et 2.87% et 1’huile
représente 1.02%. Le screening phytochimique indique la présence des tanins, des saponines,
des coumarines et des anthraquinones pour les trois extraits et 1’absence des sucres réducteurs,
des protéines et les quinones libres et des alcaloides. La teneur en polyphénols et flavonoides
a montré que I'extrait éthanolique présente la teneur la plus élevée (119.18 + 0,017ug EAG/g
de poudre, 21.09 ug EQ/g poudre) suivi par I’extrait aqueux (80.22+0.027 ug EAG/g de poudre,
17,80+ 0,09 mg EQ/g de poudre) respectivement. L’étude quantitative révéle que 1’huile
essentielle de Salvia présente une IC50 la plus efficace vis a vis du radical DPPH. Ainsi que,
I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle a été déterminée sur 4 souches bactériennes (2
souches Gram- : Escherichia coli, Salmonella typhimurium, 2 souches Gram+
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis), selon la méthode de diffusion de disque, les résultats
indiquent que I’huile posséde une activité antibactérienne sur toutes les souches testées. En
conclusion, cette étude démontre une certaine supériorité de l'extraction par éthanol,
polyphénols et flavonoides totaux, tandis que I'huile essentielle prouve une forte activité
antibactérienne et une forte inhibition au test de DPPH.

Mots clés :

Salvia officinalis, Polyphénols, Flavonoides, Activité antioxydante, Activité antibactérienne.



Abstract
The Salvia officinalis, sometimes called "Miramia," is a medicinal plant that has been widely

distributed in Mediterranean regions. Due to the presence of several molecules with therapeutic
effects, it is used in conventional medicine. The organic extracts of the latter were prepared
from the aerial portion of the sauge using three solvents: ethanol, methanol, and water, by
maceration and hydrodistillation in order to obtain the Salvia oil. The goal of this work is to
assess the antibacterial and antioxidative activity of several sauge extracts. Regarding the yield
of various ethanol, methane, and water extracts, they are respectively 8. 20%, 12.02%, and
2.87%, while oil accounts for 1.02%. The results of the phytochemical screening show the
presence of tannins, saponines, coumarins, and anthraquinones meanwhile the absence of
reducing sugars, proteins, free quinones, and aldehydes. The concentration of polyphenols and
flavonoids showed that the ethanolic extract has the highest concentration (119.18 0.017 ug
EAG/g of powder, 21.09 ug EQ/g powder), followed by the aqueous extract (80.22 0.027 ug
EAG/g of powder, 17.80 0.09 mg EQ/g of powder) respectively. Quantitative research shows
that Salvia essential oil has the highest IC50 against the radical DPPH. Additionally, according
to the results of the disk diffusion method, the antibacterial activity of the essential oil was
assessed against 4 bacterial strains (2 strains Gram-: Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
and 2 strains Gram+: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis). According to the results of the
disk diffusion method, the oil has antibacterial activity on all the strains tested. In conclusion,
this study demonstrates some superiority of ethanol extraction, polyphenols, and total
flavonoids, whereas essential oil exhibits strong antibacterial activity and strong DPPH
inhibition.

Key Words:

Salvia officinalis, Polyphenols, Flavonoides, antioxydante activity, antibacterial activity.
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Introduction

La phytothérapie est l'art de guérir avec les plantes, un terme complexe qui décrit une
discipline scientifique dont les secrets et les recettes sont a I'origine de la pharmacie moderne.
En réalité, la plupart des médicaments que nous utilisons aujourd'hui sont directement dérivés

des plantes, généralement en extrayant leurs racines, feuilles ou écorces.

L'effet de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des plantes. Les plantes
et leurs effets sont généralement évalués en fonction de leurs "principes actifs", qui sont des
substances chimiques spécifiques présentes dans les plantes médicinales et qui peuvent étre

dosées avec precision.

Les propriétés médicinales des plantes thérapeutiques résident dans certaines substances
chimiques, notamment les alcaloides, les tanins, les flavonoides et les composés phénoliques.
Parmi ces constituants bioactifs, les composés phénoliques sont particulierement abondants
dans de nombreuses plantes. lls se distinguent par leurs structures chimiques diverses et
possedent des propriétés antioxydants, anticoagulantes, antimicrobiennes, hépato protectrices,
gastro protectrices et anticancéreuses, entre autres (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 (Bektas et al. 2005 ; Kivrak et al., 2009).

Les espéces décrites en Algérie sont au nombre de vingt- trois (Quezelet Santa, 1963).

Les recherches actuelles se concentrent principalement sur I'étude des molécules
antioxydantes naturelles captant les radicaux libres. En neutralisant ces composés extrémement

réactifs, les capteurs de radicaux libres réduisent leur nocivité (Boyd et al., 2003).

De nombreuses études ont également examiné I'efficacité antimicrobienne des métabolites
secondaires, en particulier celle des huiles essentielles, qui en raison de leur composition

chimique peuvent nuire gravement aux souches microbiennes (Bounatirou et al., 2007).

Dans le cadre de la revalorisation des informations traditionnelles, nous allons étudier
certains effets biologiques et la composition chimique de la plante médicinale utilisée depuis

longtemps pour leurs multiples propriétés: la sauge (Salvia officinalis).

L'activité antioxydante et antimicrobienne de l'extrait de la plante aromatique Salvia

officinalis, qui appartient a la famille des Lamiacées, qui est I'une des familles de plantes les
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plus utilisées dans le monde pour produire des épices et des extraits a une qualité médicale
intéressante, est le sujet de notre étude. Cette plante est parmi les plantes aromatiques les plus
populaires utilisées dans le monde, ce qui la motive a la sélection. Nos gens l'utilisent
fréquemment dans la cuisine et la médecine traditionnelle, ainsi que dans les industries
alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques. Leur efficacité est également reconnue dans le
traitement symptomatique des troubles digestifs supérieurs. Cette plante est un sujet fascinant

de recherche scientifique.
Pour cela notre étude englobe trois chapitres, dont :

+ Le premier est une synthese bibliographique de quelques rappels sur les radicaux libres,
stress oxydatif, les antioxydants et la plante étudiée;

+ Le deuxiéme est consacré a ’étude expérimentale, qui porte sur I’extraction, le taux
d’humidité, le screening phytochimique, dosage des composés phénoliques
(polyphénols totaux, et flavonoides) de la sauge, et a 1’évaluation de leur activité
antioxydante et antibactérienne;

+ Le troisiéme chapitre est une présentation des résultats et leurs discussions.



Chapitre I:

Synthese
Bibliographique
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I.1 Présentation de la plante

1.1.1 Généralité sur la famille lamiacée

La famille des lamiacées connue également sous le nom des labiées dérive du nom latin «
labium » qui signifie levre, en raison de la forme particuliére des corolles (Dupont and
Guignard, 2015) .

Elle comporte environ 258 genres pour 6900 especes plus ou moins cosmopolites, mais
dont la plupart se concentrent dans le bassin méditerranéen tel que le thym, la lavande, le
romarin (Botineau, 2010).

La région méditerranéenne d’une maniére générale et 1’Algérie en particulier, avec son
climat doux et en soleillé est particulierement favorable a la culture des plantes aromatiques et
médicinales. La production des huiles essentielles a partir de ces plantes pourrait constituer a
ce titre une source économique importante pour notre pays. La famille des Lamiacée est 1’une

de plus répandue dans le regne végétal (Daniels, 1976) .

S0 | et

Figure 01 : La famille des Lamiacée

1.1.2 Caractéristique botanique
Le genre Salvia est le plus grand genre de plantes de la famille des Lamiaceae, il

comprend des especes annuelles, bisannuelles ou vivaces. Est une plante trés ramifiée qui peut
atteindre 60 cm de haut pour une envergure de 45 cm. Ses tiges sont robustes et ligneuses et ses
feuilles, oblongues, font environ 6 cm de long pour 2 cm de large. Les fleurs, qui apparaissent
au milieu de I’été, longues d’environ 25 cm, éclosent en grappes longues et recourbées
(Callery, 1998) .
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1.1.3 Classification botanique
Tableau I : La classification de la SAUGE selon Conner et al.(1976).

Sous regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyte
Sous embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Sous classe Astéridés

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Salvia

Espece Salvia officinalis L

1.1.4 Nomenclature et appellation

Tableau Il : Les noms vernaculaires de Salvia officinalis L.

Francais Sauge (Grieve, 1971)
Anglais Common sage, Garden sage, (Ghourri et al., 2013)
Sawge
Nom targui ou berbére  Tazzourt, Agourim, (Grieve, 1971)
Imeksaouen
Arabe el (Grieve, 1971)
Synonyme Herbe sacrée, thé d’Europe, (Ghourri et al., 2013)
thé de Provence, Grande
Sauge
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1.1.5 La répartition géographique

Il existe des centaines d'espéces de sauge (environ 900 especes) dans le monde ; en
Europe, la plante médicinale la plus utilisée est la sauge (ou sauge sclarée). La sauge est une
plante commune dans les pays bordant la mer Méditerranée, préfére les endroits ensoleillés et
se seme au printemps. Les plantes sont remplacées tous les 3 ou 4 ans et les feuilles sont

récoltées en été (Fowler et al., 1976) .

Cette espece se trouve dans trois grandes régions du monde: 530 espéces endémiques en
Ameérique centrale et du Sud, 250 espéces endemiques en Asie centrale et dans les régions
méditerranéennes, 30 espéces endémiques en Afrique et 90 especes endémiques en Asie de I'Est
(Walker and Sytsma, 2007) .

Figure 02 : Centres de diversité pour le genre Salvia (Fowler et al., 1976)

1.1.6 Culture et recolte
La culture de la Salvia officinalis peut étre entreprise de différentes manieres, selon les
conditions climatiques et les préférences personnelles. Elle peut étre cultivée a partir de graines
ou de boutures, dans des pots ou en pleine terre. Les plantations se font au mois d’avril. La
plante préfere les sols bien drainés et ensoleillés, avec un pH compris entre 6,0 et 7,0. Elle peut

également tolérer des sols pauvres et sablonneux.
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Les plants de Salvia officinalis doivent étre arrosés réguliérement, mais ils ne doivent pas
étre laissés dans un sol détrempé. Ils doivent étre taillés régulierement pour maintenir une
croissance dense et favoriser une ramification saine. Les fleurs doivent étre coupées dés qu'elles

apparaissent pour encourager la production de feuilles.

La récolte de la Salvia officinalis peut étre entreprise des que la plante atteint une hauteur
de 15 a 20 cm. Les feuilles doivent étre cueillies avant que la plante ne commence a fleurir pour
obtenir un maximum de saveur et d'ardme. Les feuilles peuvent étre cueillies a tout moment de
la journée, mais elles seront plus aromatiques en fin de matinée, aprés que la rosée du matin
s'est évaporée. Une fois les feuilles récoltées, elles peuvent étre utilisées fraiches ou séchées
pour une utilisation ultérieure. Pour sécher les feuilles, il est recommandé de les suspendre a
I'envers dans un endroit sec et chaud pendant plusieurs jours, jusqu'a ce qu'elles soient

complétement seches et friables (Xu et al., 2018).

1.1.7 Principaux constituants chimiques

La Salvia officinalis contient plusieurs constituants chimiques notamment :

1. Les acides phénoliques : la Salvia officinalis contient des acides phénoliques, tels que
I'acide rosmarinique et I'acide caféique, qui ont des propriétés anti-inflammatoires,
antioxydantes et antibactériennes, anti-radicalaires (Raal et al., 2007).

2. Les flavonoides : La sauge officinale contient des flavonoides tels que la lutéoline,
I'apigénine et la diosmétine (Pan et al., 2021).

3. Les terpenes : tels que le camphene, le thuyone et le bornéol, sont également des
constituants importants de la sauge officinale et sont responsables de son ardme
caractéristique (Jaganjac et al., 2021).

4. Les huiles essentielles : Les plantes du genre Salvia sont également riches en huiles
essentielles, avec une large gamme de terpénoides, y compris l'a et B-thuyone, le
camphre, le 1,8-cinéole, I'a-humuléne, le B-caryophylléne et le fridiflorol (Abdelkader
etal., 2014).

Ce genre est bien connu pour la production de mucilage, quand les graines sont mouillées.
Les résultats des études sur Salvia ont montré que le mucilage est excrété par les cellules
polygonales de la couche épidermique, étant composé principalement de fibres de glucides
(Salgado-Cruz et al., 2013). La couche mucilagineuse autour des graines contient le complexe

polysaccharides, qui forme une couche douce autour des graines. Cette couche peut bien avoir
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un effet nettoyant et a connait que les polysaccharides sont utiles dans le traitement des

conditions inflammatoires et des infections bactériennes ou virales (Heinrich, 2012).

1.1.8 Utilisation traditionnelle

L'utilisation des plantes et de leurs produits est connue sous le nom de phytothérapie, il est
considéré comme faisant partie de la médecine traditionnelle depuis de nombreux siecles, le
traitement des plantes médicinales est de nombreuses ressources disponibles groupe de course,
aujourd’hui, les plantes sont toujours utilisées en médecine traitement traditionnel, soulager ou

prévenir de nombreuses maladies (Ghaoui et al., 2008).

La sauge est avéree active dans les préparations combinées pour le traitement de la bronchite
aigué et chronique. Les études in vivo, montrent que les extraits de sauge ont un effet

hypotensive et déprimant sur le systeme nerveux central (Newall et al., 1996) .

Elle est considéréee comme un stimulant pour les gens anémiques, aussi pour les personnes
stressées et déprimées, et conseillée pour les étudiants en période d’examen. Dans la médecine
traditionnelle Européenne, S. officinalis a été utilisé pour traiter la dyspepsie légére (comme les
bralures de I’estomac et les ballonnements), la transpiration excessive et les troubles cognitifs

liés a I'age et inflammations de la gorge et de la peau (Ghorbani and Esmaeilizadeh, 2017) .

Cette herbe aromatique est employée dans la cuisine, pour son gout puissant, légerement
amer et camphré. Des études montrent que Salvia officinalis pourrait étre bénéfique chez les
patients diabétiques pour réduire le glucose et le cholestérol 2 heures apres le repas
(Behradmanesh, 2013).

1.1.9 Toxicité
Il n'y a pas des rapports sur les effets secondaires négatifs associés a Salvia Officinalis
malgré leur utilisation pendant de nombreux siécles. L'utilisation normale de la sauge est trés
sire; Cependant, il pourrait y avoir un effet négatif sur I’utilisation de S. officinalis en quantité

excessive, ce qui peut étre cause par le contenu élevé de la thuyone (Hamidpour et al., 2014).

L’huile essentielle (HE) de sauge peut contenir jusqu’a 50% de thuyune qui peut se révéler
épiléptisante et neurotoxique. Néanmoins, aucunes toxicité aigiie ou chronique n’a été signalée
apres emploi des doses usuelles des feuilles de la sauge et de son huile essentielle (jusqu’a 15
gouttes par jour). Cependant, la thuyone provoque non seulement un effet local irritant, mais

également des effets centraux psycho mimétiques, aprés sa résorption.
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Une consommation chronique de thuyone peut ainsi conduire a des troubles irréversibles
du systeme nerveux central, a des perturbations des fonctions hépatiques, rénal et cardiaques.
Dans la mesure ou la quantité de drogue employée a des fins culinaires reste faible, pour les
consommateurs. Une toxicité aigiic aprés administration d’une forte dose d’HE (2 g et plus).
Ainsi, la consommation réguliére de sauge, méme sous forme de tisane ne pourrait pas

recommandée (Teuscher et al., 2005).

1. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des produits a divers endroits dans la cellule. lls sont
principalement stockés dans des vacuoles. Les métabolites secondaires ont une distribution
limitée a la fois au sein de la plante elle-méme et entre les différentes especes végétales (Raven
etal., 2014).

La plupart des métabolites secondaires interviennent dans la défense contre les prédateurs
et les pathogenes, comme agents allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la
pollinisation ou de la dissémination des fruits. Les principales catégories des métabolites
secondaires sont envisagées rapidement ci —dessous, et certains aspects de leur distribution au

sien des angiospermes sont abordés (Bouharmont and Evrard, 2002).

11.2 Classification des métabolites secondaires
Les trois classes de métabolites secondaires chez les plantes sont :

a. Les alcaloides.
b. Les terpénoides.

c. Les composés phénoliques (Raven et al., 2014).

11.2.1. Les alcaloide
Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale),

Hétérocyclique avec I’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou
moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose (Bruneton,
1999) . Représentant un groupe fascinant de produits naturels, ils constituent un des plus grands
groupes de métabolites secondaires avec prés de 10 000 a 12 000 différentes structures (Roberts
and Wink, 1998).
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11.2.2. Les terpenes

Les terpenes (= Terpénoides) représentent la plus grande classe de composés organiques
naturels avec plus de 40 000 structures signalées a ce jour. Sa structure chimique de base est
constituée d'une unité isopréne (C5H8). Selon le nombre d'unités d'isopréne, les terpenes sont
classés en : monoterpénes (C10) - Les sesquiterpénes (C15) - Les diterpénes (C20) - Les
triterpénes (C30) - Les tétraterpenes (C40) - Les polyterpénes (>C40) (Cho et al., 2017)

Les terpénoides sont responsables de I'odeur typique de nombreuses plantes et contribuent
a la stabilisation des membranes cellulaires, a la perméabilité et a la régulation des réactions
enzymatiques. 1l présente également des effets antibactériens, antifongiques, antiviraux,
antihyperglycémiques, anti-inflammatoires et antiparasitaires et a démontré son efficacité dans

la chimioprévention et la chimiothérapie du cancer (Paduch et al., 2007)

11.2.3. Les composés phénoliques

Les composes phénoliques ou polyphénols forment une grande famille de composés
chimiques tres divers depuis les simples acides phénoliques (Hopkins, 2003). L’élément
structural fondamental qui caractérise ces composés est la présence d’au moins un noyau
benzénique lié au moins a un groupe hydroxyle libre ou engagé avec une autre fonction : éther,
ester ou hétéroside (Figure 03). Elles sont présentes dans presque toutes les plantes et 1’on sait
qu’elles s’accumulent dans toutes les parties de 1’organisme (racines, tiges, feuilles, fleurs, et
fruits). Bien qu’il soit le groupe le plus étudié de métabolites secondaires, la fonction de

beaucoup de produits phénoligues reste encore inconnue (Raven et al., 2014)

Groupe hydroxyle — »0OH

Novau aromatiqgue — |
H‘-\_\:‘i"}

Groupe phenol

Figure 03: Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado and Cheynier, 2006)
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11.2.3.1 Classification des composés phenoliques
Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d’atome de carbone dans le

squelette de base, ces structures peuvent étres sous forme libres ou liées a I’ester ou hétérosides

(Bruneton, 1999).

Tableau I11 : Classification des composés phénoliques (Macheix Jean-Jacques, 2005)
Nombre Squelette de Classe Exemple Origine
d’atome de base
carbone

6 C6 Phénols simples Catéchol
7 C6-C1 A.Hydroxybenzoiques p- Epices,
Hydroxybenzoique fraise
9 C6-C3 A.Hydroxycinnamiques  acide Caféique Pomme, P.
de Citrus
Coumarines Scopolétol terre
10 C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine Mangue
15 C6-C3-C6 Flavonoides Quercétol, Fruits,
cyanidol légumes
Isoflavonides Daidzeine Soja, pois
N (C6-C3)n Lignines / Fruits a
noyau
N (C15)n Tanins / Raisin
rouge, Kaki

11.2.3.1.1. Acides phénoliques

Ce sont de petites molécules constituées d’un noyau benzénique et au moins d’un groupe
hydroxyle. Elles peuvent étre également estérifiées, éthérifiées et liées a des sucres sous forme
d’hétérosides. Leur biosynthése dérive de I’acide benzoique et de I’acide cinnamique, ayant
tendance a s’isomériser et a se polymériser. Ces phénols sont principalement antiseptique,

analgésique, antioxydant et anti-inflammatoire (Wichtl et al., 2003).

10
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11.2.3.1.2. Acides hydroxycinnamiques

Dérivé de I'acide cinnamique avec une structure générale de base similaire 8 C6 C3 a une
double liaison dans la chaine latérale et peut avoir une configuration cis ou Les acides
hydroxycinnamiques trans les plus courants et les plus connus comprennent : Cinnamique,

Caféique, Férulique, P-coumarique et Aigre moutarde (EI-Seedi et al., 2012)

11.2.3.1.3. Acides hydroxybenzoiques
Les acides hydroxybenzoiques ont une structure commune C6-C1, Dérivé de l'acide

benzoique. llIs se présentent généralement sous forme d'esters ou Glycosides (Bruneton, 1999).

Les acides hydroxybenzoiques sont a la base de structures complexes comme les tanins

hydrolysables. Les plus répandus sont : I’acide salicylique et I’acide gallique (Rezaire, 2012).

11.2.3.2.1. Flavonoides

Les flavonoides sont des molécules polysubstituées ubiquitaires chez les plantes, formés a
partir des acides aminés aromatiques phénylalanine, tyrosine et du malonate. La structure de
base de flavonoide est le noyau flavane, qui se compose de 15 atomes de carbone disposés en
trois cycles (C6-C3-C6) qui sont nommeés cycle A, cycle B et cycle C (Stalikas, 2007).

Les flavonoides jouent un role tres important dans la croissance, la floraison, la fructification
et la défense des plantes contre les maladies et les micro-organismes. Ils jouent également un
réle trés important dans la santé humaine. Par exemple, ils sont efficaces contre I'inflammation

chronique, les maladies allergiques, les maladies coronariennes et le cancer (Ebadi, 2006).

11.2.3.2.2. Structure chimique et classification
Les flavonoides ont une origine biosynthétiqgue commune, par conséquent, il posséde tous
un méme squelette de base a quinze atomes de carbone, constitué de deux noyaux aromatiques

(noyaux A et B) et d’un hétérocycle central C (figure 04) (Erdman et al., 2007).

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de dégrée
d'hydroxylation et de méthylation, de degré de polymeérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la presence : de double liaison C2-C3, du groupe 3-O
et la fonction 4-oxo (Yao et al., 2004).

11
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O
C

4

Figure 04 : Structure de base des flavonoides (Erdman et al., 2007)

Tableau IV : Structures des différentes classes des flavonoides (Saffidine, 2018)

Flavonols

R

OH O
R=R’=H: Kaempferol
R=0H, R’ = H: Quercétine
R=0CH 5, R’ = H: [sorhamnétine
R=R’'= OH: Myricétine

Flavones

R=R’=H: Apigénine
R=0H, R’ = H: Lutéoline
R=R’= OCHj: Tricine

Flavan-3-ols

R=R’=H : Afzeléchine
R =0H, R"=H : Catéchine
R = R’=0H : Gallocatéchine

Flavanones

oH O
R=H : Naringénine
R= OH : Ernodictyol

Flavanonols

Anthocyanes

12
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R
R=R"=H: Pélargonidine

R=0H,R"=H: Cyanidine
R=0CH; R"=H: Péonidine
R=R"=OH: Délphiniding

R= R’ =0CH;: Malvidine
R=0H,R = 0CH; : Pétunidine

R= OH, R’ =H: Taxifoline
R= OH, R’= OH: Ampéloptol

Chalcones Aurones

R = H : Butéine R =R’ = H: Sulphorétine
R = OH : Okanine E.=0H, k" = H: Aureusidine
R =H, R’ = 0OCH3: Leptosidine

11.2.3.2.3. Quelques propriétés des flavonoides

Les flavonoides sont des composants essentiels des cellules de toutes les plantes
supérieures. lls sont similaires a la plupart des vitamines liposolubles dans leurs propriétés
régulatrices, mais ils agissent également comme un contact environnemental en raison de leur
couleur et de leur odeur. Ils sont reconnus par les pollinisateurs tels que les insectes, les oiseaux
et les animaux qui aident a disperser les graines. les flavonoides inhibent ou tuent de
nombreuses souches bactériennes, et détruisent certains protozoaires pathogenes (Havsteen,
2002).

Ils agissent comme des filtres UV uniques et jouent un role dans la résistance a la glace et

la résistance a la sécheresse (Panche et al., 2016).

11.2.3.2.4. Activités biologiques des flavonoides

C'est un flavonoide, comme le montrent de nombreuses études leurs propriétés sont

exploitées comme molécules de défense contre les pathogénes. A propos de la possibilité d'un

13
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traitement contre les micro-organismes vous serez reconnu comme antivirale, antitumorale,
anti-inflammatoire, anti-allergique, Agent anticancéreux. Bon pour le diabete et les maladies
La maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson (Saffidine, 2018)

11.2.3.3. Tanins

Le terme tanin provient d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits des plantes pour
tanner les peaux d’animaux, autrement dit pour transformer une peau en cuir (Hopkins, 2003).
Les composés phénoliques présentent a des concentrations relativement élevées dans les
feuilles de plantes ligneuses trés diverses. Les tanins sont isolés dans les vacuoles (Raven et
al., 2014) . Composés phénoliques hydrosolubles ayant une masse moléculaire comprise entre
500et 3000 qui présentent, a cté des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter

les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines (Bruneton, 1999).

11.2.3.4. Coumarines
Les coumarines tirent leur nom de «Coumarou», nom vernaculaire de féve tonka

(Dipterixordorota Wild., Fabacée), d’ou fut isolée en 1820, la coumarine (Bruneton, 1999).

Ce sont des dérivés des acides hydroxycinnamiques et qui sont le point de départ d’une
famille de composés qui se forment par une substitution en 6,7et 8 sur un cycle aromatique
(Marouf and Reynaud, 2007). Les coumarines constituent un groupe de lactone largement
répandues, issues de la formation d’un cycle fermé a partir de 1’acide hydroxycinnamique

(Hopkins, 2003).

I11. Les huiles essentielles

On appelle huile essentielle (ou parfois « essence végétale »), qui stockées dans tous les
organes végétaux, de graines, de bourgeons, de fleurs de brindilles, d’écorces, de bois, de
racines, de tiges ou de fruits mais également a partir de gommes qui se les écoulent du tronc
des arbres (Burt, 2004).

Les huiles essentielles sont des produits d'extraits aromatiques volatils, composants
complexes, obtenu a partir de matériel végétal botaniquement défini, ou par distillation a la
vapeur, par distillation séche ou par procédé Mécanique sans chauffage (Pengelly and Bone,
2020).

14
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I11.1. Composition chimique des huiles essentielles

I11.1.1 Terpinoides
Ce sont des hydrocarbures de nature terpéniques dont la formule générale est (C5H8). Ces
terpenes sont trés volatils et regroupent : les mono-terpénes (C10H16) et les sesquiterpénes
(C15H24). Les monoterpénes sont les plus répandus et ils peuvent étre acycliques (myrcéne,
ocimene), monocycliques (a et y-terpinéne, p-cymene) ou bicycliques (pinene, camphéne,
sabinene). Les variations structurales justifient I'existence de nombreuses molécules : alcools

(géraniol, borneol), phénols, esters, aldehydes et autres (Bruneton and Poupon, 2016).

111.1.2 Composés aromatiques
Les dérives du phénylpropane (C6-C3) ou composés phénoliques s’agissant le plus

fréquemment des allyl-et propénylphénols, parfois des aldéhydes.

La biosynthése par voie phenylpropanoides débute par des aromatiques que sont la
phénylalanine et la tyrosine. Ils sont généralement caractérisés par la présence d’un groupement
hydroxyle fixé a un cycle phényle. Egalement, la synthése de ces constituants nécessite une
série d’acides dont 1’acide shikimique et 1’acide cinnamique.

Les phénylpropanoides sont moins répondu dans I’HE que les terpénes, néanmoins elles sont
caractéristiques dans certaines huiles essentielles d’Apiaceae : (anis, fenouil, persil, cannelles

(eugénole, myristicine, asarones, cinnamaldéhyde) (Bruneton, 1999).

111.1.3 Composés d'origines diverses
Selon le mode de récupération utilisé, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composes aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de
I'nydrodistillation, carbure (linéaires et ramifiés, saturés ou non), acides (C3 a C10), alcools,
aldéhydes, esters acycliques, lactones. Dans les concentrations, il n'est pas rare de trouver des
produits de masse moléculaire plus importante non entrainables a la vapeur d'eau; homologues

des phénylpropanes, diterpénes coumarines (Bruneton, 1999).

111.2. La toxicité des huiles essentielles
Les huiles essentielles ne sont pas des produits utilisables sans risque. Comme tous les
produits naturels : "Ce n'est pas parce que c'est naturel que ce n'est pas dangereux pour
I'organisme". Cet aspect des huiles essentielles est particulierement important, leur utilisation
devient de plus en plus populaire, avec nouveaux traitements tels que I'aromathérapie (Pibiri,

2005).
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II1. L’activité antioxydant

I11.1. Oxydants

Les oxydants sont des composés capables de se réduire eux-mémes et d’oxyder d’autres

molécules lors d’une réaction d’oxydoréduction (Haleng et al., 2007).

I11.1.1. Stress oxydatif

L’oxygene est indispensable a la vie des organismes aérobies ou les mitochondries, de la
cellule, qui en utilisent la majeure partie comme substrat de la chaine respiratoire pour la
production de I'énergie sous forme d’ATP. Ce métabolisme induit la production d’espéces
réactives dérivées de Ioxygene (ERO) et de 1’azote (ERA) en équilibre avec les systémes

antioxydants (Roede and Jones, 2010) .

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre entre la génération d’espéces
oxygénées activées (EOA) et les substances antioxydantes de notre organisme, en faveur des
premieres (Castillo et al., 2005). Ce ratio peut étre altéré par une augmentation des dérivés
réactifs a ’oxygene et/ou a 1’azote ou par une diminution des mécanismes de défense de notre

corps en antioxydants (Agarwal et al., 2012).
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Figure 5 : La balance d’équilibre entre les systémes prooxydants et antioxydants (Lehucher-
Michel et al., 2001).
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111.1.2 Radicaux libres

Les radicaux libres sont les agents oxydants possédants un ou plusieurs électrons non
appariés sur leur couche externe leur conférant une grande réactivité et instabilité vis-a-vis des
substrats biologiques. lls peuvent étre classés en deux catégories : les espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO) et les especes réactives de I’azote (ERA). Les ERO étant les radicaux libres

les plus couramment rencontrés dans 1’organisme (Miller et al., 1993) .

Tableau V: Les principales especes ERO et ERA générées dans les systemes biologiques
(Bartosz, 2003).

Nom Symbole
Anion superoxyde 02+
Radical hydroxyle OH-
Monoxyde d’azote NO-
Peroxyde d’hydrogéne H202
Acide hypochlorique HOCI
Oxygene singulet 102
Peroxynitrite ONOO
Radical alcoxy RO

I11.2 Antioxydants
111.2.1 Définition

Un antioxydant peut étre défini comme une substance qui empéche ou inverse I'oxydation

d’un substrat, alors que sa concentration dans le milieu y est tres faible intervient comparée a

celle du substrat oxydable (Halliwell and Gutteridge, 1990) .

Un antioxydant est une molécule suffisamment stable pour donner un électron a un radical
libre rampant et le neutraliser, réduisant ainsi sa capacité a endommager. Ces antioxydants
retardent ou inhibent les dommages cellulaires principalement par leur propriété de balayage

des radicaux libres. Ces antioxydants de faible poids moléculaire peuvent interagir en toute

17



Chapitre | : Synthese bibliographique

sécurité avec les radicaux libres et mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules

vitales ne soient endommagées (Lobo et al., 2010) .

Certains de ces antioxydants, y compris le glutathion, I’ubiquinol et I’acide urique, sont
produits pendant le métabolisme normal dans le corps. D’autres antioxydants plus légers sont
présents dans 1’alimentation. Bien qu’il existe plusieurs systémes d’enzymes dans le corps qui
récupérent les radicaux libres, les principaux micronutriments (vitamines) antioxydants sont la
vitamine E (a-tocophérol), la vitamine C (acide ascorbique) et le B-caroténe. L’organisme ne
peut pas fabriquer ces micronutriments ; ils doivent donc étre fournis dans 1’alimentation (Lobo
etal., 2010) .

111.2.2 Classification des antioxydants

Le systeme de défense antioxydants peuvent étre classés en deux catégories : les
antioxydants enzymatiques directement synthétisés par I’organisme et les antioxydants non
enzymatique apportés par I’alimentation sous forme des fruits et Iégumes riches en vitamines

C, E, les caroténoides et les polyphénols (Haleng et al., 2007).

111.2.2.1.Les antioxydants enzymatiques

» Superoxyde dismutase ou (SOD)

Le superoxyde dismutases sont des métalloprotéines qui et les premiéres lignes de défense
contre le stress oxydant, et 1’élimination de 1’anion super-oxyde O2e- par une réaction de

dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogene et en oxygene (Delattre et al., 2005).
» Catalase ou (CAT)

La catalase (CAT) est une enzyme héminique cette réaction localisée dans les peroxysomes,

catalyse la dis mutation de H202 en eau et en oxygéne moléculaire (Lobo et al., 2010) .

2 H202 — 2 H20 + 02
e Glutathion peroxydase ou (GPx)

Les glutathion peroxydas consiste en I’¢limination des peroxydes lipidiques résultant de

I’action du stress oxydant sur les acides gras poly insaturés (Wautier, 1997).
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111.2.2.2.Les antioxydants non enzymatique
> Vitamine E (tocophérol)

La forme la plus abondante de la vitamine E est 1’a-tocophérol (Haleng et al., 2007) . Ce
terme désigne un ensemble d’isomeéres, les tocophérols (constitués d’un noyau chromanol et

d’une chaine latérale saturée a 16 atomes de carbone) (Langsjoen and Langsjoen, 2003) .
» Vitamine C (acide ascorbique)

C’est tres largement utilisée mais sans beaucoup de preuves d’efficacité et un puissant agent
réducteur qui qui regréat avec tous les radicaux peroxydes et qui désactive I’ion superoxydes et

le radical hydroxyle (Rybak, 1974) .
» Polypheénols

Les polyphénols sont des antioxydants présents dans les végétaux. Ils vont piéger les
radicaux libres (Sears et al., 2012) . IIs constituent une famille importante d’antioxydants
présents dans les végétaux. L’alimentation fournit environ 1g de polyphénols par jour
principalement par ’apport en fruits et, dans une moindre mesure, en légumes et en céréales.
IIs sont présents sous forme d’anthocyanine dans les fruits rouges et le vin rouge (Langsjoen

and Langsjoen, 2003) .

II1.2.3 Mécanismes d’action des antioxydants

Deux principaux mécanismes d’action ont été proposés pour les antioxydants (Rice-
Evans and Diplock, 1993) . Le premier est un mécanisme de rupture de chaine par lequel
I’antioxydant primaire donne un électron au radical libre présent dans les systémes. Le
deuxiéme mécanisme consiste a éliminer les initiateurs d’espéces d’azote ROS (réactives
antioxydants secondaires) en éteignant le catalyseur initiateur de la chaine. Les antioxydants
peuvent exercer leur effet sur les systemes biologiques par différents mécanismes, notamment
le don d’électrons, la chélation des ions métalliques, les co-antioxydants ou la régulation de

I’expression génétique (Krinsky, 1992) .

111.2.4.R0les des antioxydants

Les antioxydants exercent de nombreux effets sur I’organisme :

o lls inhibent ou piégent les radicaux libres en les convertissant en composés chimiques

nouveaux et stables
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e lIs Fournissent un excellent soutien au systeme immunitaire de lI'organisme, ce qui en

fait un moyen efficace de prévenir les maladies
e llIs Favorisent la croissance des cellules saines
e llsaident a combattre la dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA).

e llIs protégent les cellules contre le vieillissement prématuré et anormal (Lecerf, 2009).
I11.2.5.Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer in vitro et in vivo ’activité antioxydant par
piégeage de radicaux différents. Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la
nature diversifiée des antioxydants avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes,
il n’y a pas une méthode universelle par laquelle ’activité antioxydant peut €tre mesurée
quantitativement d’une fagon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les réponses de
tests différents et complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydant de

I’échantillon a tester (lonita, 2005) .
> Test de Piegeage du radical 2, 2- diphenyl 1-picrylhydrazyl (DPPH-)

Le DPPH est un radical libre, stable, employé pour évaluer I’activité antioxydant des
composés purs ou de mélange complexe. La méthodologie est basée sur la décroissance de
I’absorbance d’une solution méthanolique de DPPH suite & I’addition de 1’antioxydant.
L'activité antiradicalaire de nos produits a été évaluée par la méthode de DPPH. Une solution
méthanolique de DPPH (2-2-diphényl-1-picrylhydrazyl) présente une coloration violette
sombre, en présence d'un antioxydant, la forme réduite de DPPH-H confere a la solution une
coloration jaune et par conséquent une diminution de I'absorbance. Le changement de la couleur
de la solution méthanolique de DPPH en présence de chacun des produits flavoniques a tester

a été mesuré a 517 nm (lonita, 2005) .

Figure 06: Structure du radical stable DPPH.
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» Teste de réduction du fer FRAP (Ferric Reducing Antioxydant

Power)

Le test de FRAP est base sur la réduction d'un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(Ill)-
TPTZ)2] de couleur jaune en un complexe tripyridyltriazine ferreux [(Fe(I1)-TPTZ)2] de
couleur bleue par un antioxydant a un pH de 3,6 (pour maintenir la solubilité du fer), et avec

un maximum d' absorption a 593 nm (Michel, 2011) .

Cette méthode posséde plusieurs avantages, elle est utilisée pour mesurer le potentiel
antioxydant du plasma sanguin et ii est aussi adéquate pour mesurer le potentiel de composes

purs. De plus, cette méthode est simple, rapide et peu couteuse (Benzie and Strain, 1996) .
> Test de la capacité antioxydant par le test ABTS-+

Cette méthode est basée sur la capacité des antioxydants a neutraliser le radical ABTS (sel

d'ammonium de I’acide 2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique).

Le ABTS-+ est un radical cationique obtenue par la réduction de I’ABTS avec un oxydant
(généralement le persulfate de potassium K2S20s) pour donner une solution d'une couleur bleu
intense, qui est mesurée par spectrophotométrie a 645-734 nm (figure 20). La capacité
antioxydant de solution obtenue a partir de 'ABTS est comparé par un antioxydant de référence,
le Trolox (acide 6- hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique) dont la structure
moléculaire cyclique est similaire a celle de la vitamine E sans la chaine aliphatique (Benzie
and Strain, 1996) .

Cette méthode posséde plusieurs avantages qui sont sa simplicité a mettre en rouvre et sa
rapidité. De plus, la solution d' ABTS est soluble dans I'eau et dans les solvants organiques et
n'est pas affectée par la force ionique, elle peut donc déterminer la capacité lipophile et
hydrophile (Awika et al., 2003) .

111.2.5 Effet des antioxydants sur la santé humaine

Lors de la photosynthese, les plantes fabriquent des substances antioxydants pour se
protéger des effets déléteres des radiations solaires. Par consequent, des vitamines (C, E,
caroténoides) et des enzymes (catalases, peroxydases) sont synthétises. De plus, Ces plantes
élaborent des flavonoides qui préviennent I'oxydation. Ces substances jouent deux roles au
niveau de la plante : celui d'un filtre solaire et celui d'antioxydant vis a vis des radicaux libres

produits par les radiations. Tous ces antioxydants sont directement assimilables par notre
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organisme quand on consomme des végetaux ou des produits dérives de ceux-ci. 11 existe une
forte corrélation entre la consommation de Iégumes et de fruits et une moindre incidence des
maladies cardio-vasculaires et les cancers. Les antioxydants végétaux ont des propriétés
protectrices en matiere de vaisseaux sanguins, leurs vertus antivieillissement et leurs
implications probables dans la prévention des pathologies liées au stress oxydatif (Cao et al.,
1996 ; Rice-Evans and Miller, 1996) .

V. Activité antimicrobienne

L’émergence de microorganismes pathogénes, pose actuellement un probléme de santé
publique particulierement préoccupant. En effet, la résistance des germes aux antibiotiques rend
quelques fois le traitement thérapeutique inefficace et impose la recherche de nouveaux agents

antimicrobiens (Benkherara et al., 2011) .

L'activité antimicrobienne fait référence a la capacité d'une substance a inhiber ou tuer la
croissance de micro-organismes tels que les bactéries, les champignons ou les virus. Il existe
de nombreux exemples de substances ayant une activité antimicrobienne, y compris les

antibiotiques, les antifongiques et les antiviraux.

IV.1.Méthodes d’évaluation de P’activité antimicrobienne
L’examen des données bibliographiques fait apparaitre d’emblée la diversité des

méthodologies utilisées pour mettre en évidence 1’activité antimicrobienne des huiles

essentielles (Ahmad et al., 2006) ; (Pibiri, 2005 ); (Tepsorn, 2009 ); (Oussou et al., 2008).

Ces apercus édités prouvent qu'il n'y a pas une seule méthode qui est employée par tous les

chercheurs pour déterminer quelle est la meilleure méthode pour des analyses in vitro.

IV.2.Evaluation de I’activité antibactérienne

1V.2.1 Méthode de I’aromatogramme

La méthode de diffusion sur disque, appelée aussi méthode de Vincent ou technique de

I’aromatogramme ou technique de 1’antibioaromatogramme (Bekhechi et al., 2008).

Elle est particulierement adaptée a 1’étude de 1’action antibactérienne. Elle permet de
déterminer la sensibilité des différentes espéces bactériennes vis a vis de ’huile essentielle
donnée. Elle peut étre aussi adaptée pour tester d’autres agents antimicrobiens. La méthode de
I’aromatogramme consiste a utiliser des boites de Pétri contenant un milieu gélosé convenable

(10-25mL), déja solidifié et inoculé de la souche microbienne testée. Des disques en papier
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filtre, papier buvard ou Wattman+ (6-8mm), préalablement imprégnés de quantités connues
d’HE (5-30uL), sont alors placés en surface de la gélose (Wilkinson, 2006)

Apres incubation, la lecture des résultats se fait par mesure des diameétres des zones d’inhibition
en millimétres (Choi et al., 2000 ;Andrews, 2001; Wilkinson, 2006). La sensibilité aux
différentes huiles essentielles est mesurée en fonction des diamétres des zones d’inhibition
comme suit : non sensible (-) pour le diametre moins sensible de 6 mm ; sensible (+) pour un
diametre entre 9-14 mm ; trés sensible (+ +) pour un diamétre entre 15-19 mm et extrémement

sensible (+++) pour le diametre plus que 20 mm (Ponce et al., 2003).

1VV.2.2 Méthode de dilution

La méthode par dilution a pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrice Elle
consiste a déterminer la plus faible concentration d’un agent antimicrobien nécessaire pour

inhiber la croissance d’un microorganisme (Oussou et al., 2008 ; Derwich et al., 2009).

L’efficacité de I’huile essentielle testée est évaluée par la mesure de 2 concentrations : La
concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) Ces
concentrations nous permettent de connaitre la nature de I’activité antimicrobienne de 1’huile

essentielle : bactériostatique ou bactéricide

1V.2.3 Méthode de microatmosphére

C’est une technique d’étude en phase vapeur. Son principe est d’ensemencer une boite de
Pétri avec les germes tests, tandis que 1’on dépose quelques gouttes d’HE sur un papier filtre au
fond et au centre du couvercle. La boite est incubée couvercle en bas. Il se produit une
évaporation des substances volatiles et on lit apres incubation, la croissance des germes ou

I’inhibition de leur croissance (Beylier, 1976) .
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Chapitre I1: Matériel et Méthodes

11.1 Matériel

11.1.1 Matériel végétal

L’étude expérimentale a été réalisée sur les feuilles, pétioles et tiges d une plante locale tres
connue la sauge (Salvia officinalis L.) (figure06), cette plante appartienne a la famille des
Lamiacée. Salvia Officinalis récolté durant le printemps, que ce soit en Europe, en Asie ou en
Afrique du Nord. La récolte est réalisée au mois de Mars 2023 dans la région de Berrouaghia

(Médéa), mais il est possible de récolter les feuilles de la sauge toute I’année.

'_‘ *
iy

Figure 07 : La plante Salvia officinalis (Original, 2023)

11.1.2 Séchage, broyage et tamisage

La plante Salvia a été séchée a I’air libre et a température ambiante puis broyées grace a un
broyeur jusqu'a I'obtention d'une poudre fine (Figure 07) puis tamisée par un tamiseur, la
poudre obtenue a été¢ conservée dans des sacs en papier et stockée a 1’abri de la lumiére et de

I’humidité jusqu’a I’utilisation.
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Figure 08 : La poudre de la plante Salvia officinalis

11.2. Méthodes
11.2.1 Extraction et Préparation des extraits

» Principe

L’extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux des
composants inactifs ou inertes a 1’aide des solvants sélectifs, traditionnellement 1’eau, les huiles
végétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement impures sous
forme de liquides, semi-solides, ou poudres exclusivement destinés a un usage orale ou externe
(Handa et al., 2008).

Dans la présente étude, la méthode utilisée est celle de I'extraction par macération c’est une
extraction qui se fait a température ambiante et qui a ’avantage de préserver les substances
thermosensibles. En utilisant trois solvants 1’éthanol, méthanol et I’eau distillée afin d’obtenir

des extraits enrichis en molécules d’intérét.

» Mode opératoire

L'extraction a été effectuée par macération de 25g de la poudre du matériel végétal dans
250 ml de solvant (éthanol, méthanol ou eau). L’ensemble a subi une agitation pendant 24h a
température ambiante et a I’abri de la lumicre. L’extrait est donc récupéré par une filtration a

1’aide d’un papier filtre (papier wattman).
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Agitation Filtration

Figure 09 : Processus d’agitation et filtration de 1’extrait aqueux (Original, 2023).

Agitation

Filtration

Figure 10 : Processus d’agitation et filtration de 1’extrait alcoolique (éthanolique et
méthanolique) (Original, 2023).
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11.2.1.1 Evaporation au Rotavapeur

On aréalisé une évaporation sous vide en utilisant une pompe a vide avec une vanne de controle.
Pendant 1’évaporation le ballon est mis en rotation et plongé dans un bain liquide chauffé.
L’appareil est muni d'un réfrigérant avec un ballon-collecteur de condensat. La rotation du
ballon crée une surface d’échange plus grande et renouvelée permettant donc d’effectuer une
¢vaporation rapide. L’abaissement de la pression permet d’évaporer le solvant a température
réduite, évitant ainsi la dégradation thermique éventuelle des composés. C’est une méthode

d’évaporation simple, utile, douce et rapide

Figurell : Montage de L’évaporateur rotatif de laboratoire (Original, 2023).
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Récolte du Matériel vegétal

Concassage et broyage

|

Extraction par maceration (Eau,
Ethanol, Méthanol)

|

L’évaporation au Rotavapeur

1

Calcul du Rendement des extraits bruts

Evaluation des propriétés antioxydantes, Dosage, Screening des extraits

ll I |

test de I'activité

antioxydante dosage screening
* Le test de piégeage « Dosage des « Screening
DPPH polyphénols totaux phytochimique
« Dosage des
flavonoides

Figurel2: Protocole des activités étudiées sur les extraits de Salvia officinalis

28



Chapitre I1: Matériel et Méthodes

11.2.1.2 Détermination de rendement d’extraction

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait obtenue et la masse
de la matiére végétale seche. Le rendement, exprimé en pourcentage, est calculé par la formule

suivante :

Rdt = (m0/m1) x100

Avec :
Rdt : rendement en pourcentage
MO : Masse en grammes de I’extrait récupérée.

m1 : Masse en grammes de la prise d’essai (les graines broyées).

11.2.1.3 Screening phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés existant
dans un extrait de la plante, pour mettre en évidence leur présence ou absence. Ces tests sont
baseés sur des réactions qui donnent des résultats comme une coloration, ou précipitation ou
autre par des réactifs spécifiques a chagque phytoconstituant. Les familles concernées par ces
tests dans ce travail sont : les tanins, les saponines, les sucres réducteurs, les coumarines, la
détection protéine, les quinones libres, les alcaloides, des anthraquinones, en utilisant les

protocoles suivants:
e Les Tanins

2 ml de chaque extrait + quelques gouttes d’FeClI3 a 2%, le résultat est une coloration noire
bleuatre et d’un précipité indique la présence de ces composés dans 1’échantillon a tester

(Benmehdi et al., 2012).
e Lessaponines

1ml de chaque extrait + 5ml d’eau distillée puis introduits dans un tube a essai. Ce dernier
est agité vigourecusement. La formation d’une mousse (hauteur supérieure a lcm) stable,

persistante pendant 1h indique la présence abondante de saponines (Bose and Sarma, 1975).
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e Lessucres réducteurs
1 ml de chaque extrait + 1 ml de la liqueur de Fehling, ce mélange est chauffé au bain

marie a 70 °C pendant 2 a 3 min, la formation d’un précipité rouge briquée indique une réaction

positive (Bekro et al., 2007).

e Lescoumarines

Les coumarines ont été mises en évidence par la réaction sur le cycle lactonique. Dans 2
tubes a essai sont introduits 2ml de solution éthanoique obtenue a partir de chaque résidu. Dans
un des tubes a essai, sont additionnés 0.5 ml de NaOH a 10%, puis les tubes a essai sont chauffés
au bain marie jusqu’a ébullition. Apres refroidissement, 4ml d’eau distillée sont rajoutés dans
chaque tube. Si le liquide du tube a essai dans lequel on a ajouté la soude est transparent par
rapport a celui du témoin, alors la réaction est positive. En acidifiant la solution transparente
avec quelques gouttes de HCI concentré, elle perd sa coloration jaune se trouble ou il se forme
un précipite.

e [Les protéines
Les protéines ont été mises en évidence dans les résidus par la réaction de biuret. A un
aliquote de résidu dissout dans 2ml de NaOH aqueux a 20% dans un tube a essai sont ajoutées

2-3 gouttes d’une solution aqueuse de CuSO4 a 2%. L’apparition d’une coloration violette

indique une réaction positive.

e Lesquinones libres

2ml de chacun de nos extraits, sont ajoutées quelques gouttes de NaOH 1%. L’apparition

d’une coloration rouge ou violette indique un test positif (Badiaga, 2011).
e Lesalcaloides

Les alcaloides ont été détectés avec le réactif de Dragendorff : 0.1g de résidu est repris dans
6ml d’éthanol a 60%. L’ajout de deux gouttes de réactif de Dragendorff sur la solution
alcoolique provoquait un précipité rouge- orangé ou brun- rougeatre et indiquait un test positif
(Azzi, 2013).
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e Lesanthraquinones
e Pour rechercher les anthraquinones, nous avons versé dans un tube a essai 10ml de
I’extrait et Sml de NH4OH a 10%. Le tube était agité. La formation d’un anneau rouge

indique la présence d’anthraquinones.

11.2.1.4 Dosage
11.2.1.4. Dosage des composés phénoliques totaux

> Principe

Le principe de cette méthode est base sur la réduction du réactif Folin qui est un acide de
couleur jaune, constitué¢ par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PM012040) par des composés phénoliques en milieu alcalin (grace a
I’ajout du carbonate de sodium), qui entraine la formation d’un mélange de tungsténe (W8023)
et de molybdéne (Mo8023) de couleur bleu, dont I’absorption maximale a 765 nm est

proportionnelle aux taux de polyphénols présents dans I’extrait (Enneb et al., 2015).
» Mode opératoire

Un volume de 200ul d’extrait a été ajouté a 500ul de réactif de Folin-Ciocalteu a 10%.
Apres 5 mn, 1500 pl de carbonates de sodium 7,5% ont été additionnés. Aprés agitation,
I'ensemble est incubé a I'ombre pendant 30 min, puis la lecture a été faite a 765 nm par un
spectrophotometre UV/V (Beretta et al., 2005) .Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans
les mémes conditions en utilisant 1’acide gallique comme standard afin de déterminer les
concentrations en phénol totaux des extraits exprimées en mg équivalent acide gallique/g de

poudre.

11.2.1.5. Dosage des flavonoides totaux

> Principe

Le dosage des flavonoides est basé sur la formation de complexes flavonoides-métaux tel
que I’aluminium utilisé sous forme de chlorures d’aluminium (AICI3). La liaison des atomes
d’oxygene présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides forme avec les chlorures

d’aluminium des complexes jaunatres (Ribéreau-Gayon, 1968)
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» Mode opératoire

La teneur totale en flavonoides des extraits a été déterminée par une méthode
colorimétrique décrite par Chow et al. (1975), La méthode consiste a placer dans des tubes a
essais et d’une maniére successive,1,5 ml de 2 % AICI3. 6H20 dissous dans du méthanol a été
ajouté a des volumes égaux de I’extrait dilué. Aprés une incubation a I'obscurité pendant 10
min, I’absorbance de chaque solution est directement mesurée au spectrophotomeétre UV-visible
a 440 nm. Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits ont été calculées en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard, les

résultats sont exprimés en mg équivalent de la quercétine /g de poudre.

11.2.1. Test de ’activité anti-oxydante DPPH des extraits étudiés

» Le Principe

Afin d’étudier Dactivité antiradicalaire des différents extraits, nous avons utilisé la méthode
basée sur le DPPHe (2,2-diphényle-1-picryl hydrazyl) comme un radical relativement stable,

selon le protocole décrit par (Mansouri et al., 2005)

Le test consiste a placer agressif DPPH (violet), en présence de molécules dites
antioxydantes, pour mesurer leur réduire sa capacité. Forme réduite (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazino: jaune) (Figure 12) N'absorbant plus a 515 nm, son intensité de couleur est
inversement proportionnelle a directement proportionnel a la capacité antioxydante (Sanchez-
Moreno, 2002)

OZN“— i N +A-H /) OZN‘<Z§7 n— N +A"

Figurel3: Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Alam et al.,
2013).

» Mode opératoire

Le test antioxydant a été réalisé avec la méthode au DPPH (Sanchez-Moreno et al., 1998).

50ul de chaque solution méthanolique des extraits a différentes concentrations sont ajoutés a
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1,95 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025g/l). Parallelement, un contréle négatif est
préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1,95 ml de la solution méthanolique de DPPH.
La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a 515nm
apres 30 min d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante. Le contrdle positif est
représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique dont I’absorbance a
été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque concentration le test

est répété 3 fois. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%).

Pl =[(A0—A1)/A0]x 100

Pl : pourcentage d’inhibition.
A0 : absorbance du control (sans extrait)
Al : absorbance de I’extrait aprés 30 min
L’étude de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des

extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (IC50). Une

faible valeur d’IC50 correspondant a une grande efficacité de I’extrait.

Les valeurs de I’EC50 ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.

11.2.2 Extraction et Préparation des huiles essentielles
La technique utilisée pour extraire 1’huile essentielle de Salvia officinalis. Ceci réalisé
au laboratoire de chimie de la faculté des sciences de 1'universit¢ de Médéa a I’aide d’un
appareil de type Clevenger. 65g de matériel végétal sécher sont additionnés dans 500ml d’eau
dans un ballon de 1 litre surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur, reliée a un réfrigérant.
Le protocole expérimental consiste a porter a ébullition, 1’échantillon étudié¢ composé d’un
mélange du matériel végétal et d’eau. Sous I’action de la chaleur, les cellules éclatent et liberent
des composeés organiques odorants et volatils (Richard, 1992). La vapeur d'eau formée entraine
les composés organiques a I'état gazeux vers le réfrigérant. La condensation de ce mélange
gazeux provoque sa séparation en deux phases liquides :
> La phase organique supérieure, huileuse et trés odorante, appelée "Huile essentielle".
» La phase aqueuse inférieure, appelée "Hydrolat".

L’extraction a duré 3 & 4 heures pour un mélange de 60 g de matériel végétal sécher.
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Figurel4 : Montage de I’appareil d’hydrodistillation de type Clevenger (Original, 2023)

11.2.3 Conservation des huiles essentielles de Salvia officinalis
Le maintien des huiles essentielles nécessite certaines précautions de base. Pour cette raison,
nous avons gardé notre huile a une température de 4 ° C a I'abri de la lumiere enveloppée dans

du papier aluminium, méme en l'utilisant pour éviter toutes les dégradations (Ayoughi et al.,

2011).

Figurel5: Conservation des huiles essentielles de Salvia officinalis
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I1.2. 4 Procédé de I’hydrodistillation de ’HE

Matériel végétal (30g) sec est broyé

v
Hydrodistillation

}

Distillat

v

Décantation

\4

Huile essentielle

Conservation 4°C

11.2.5 Détermination de rendement d’huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le poids

de la plante a traiter. Le rendement exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante
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Rdt (%) = (PB /PA) x 100

> Rdt (%) : Rendement en HE (ml/g).
> PB : lamasse d'H.E obtenue.
> PA : lamasse de la matiére végétale séche.

11.2. 6 L’activité antibactérienne

11.2. 6.1 Origine et choix des souches

Les souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries fournies par le

laboratoire de Microbiologie de I’Institut de Saidal.

Il s’agit de: Escherichia coli (ATCC8739) ; Staphylococcus aureus (ATCC6538); Bacillus
subtilis (ATCC6633) et Salmonella typhimidis (ATCC14028).

Tableau VI : Les caractéristiques sur les quatre bactéries étudiées.

Bacille Gram- Escherichia coli Matieres fécales, Infections urinaires et
Aliments contaminés Gastroentérites
et eaux usees
Bacille Gram- Salmonella typhimurium = Milieux aquatiques  Toxi-infections
pollués. Les viandes  alimentaires ;
et ’ceuf crus. Fiévres ;
Typhoides ;
Paratyphoides.
Bacille Gram+ Staphylococcus aureus Nez, peau, air et Infection nosocomiales
Aliments contaminé et infection cutanés

Bacille Gram+ Bacillus subtilis Espéce ubiquitaire Intoxication alimentaire
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11.2. 6.2 Le milieu de culture utilisée

Le milieu de culture utilisé pour étudier I’activité antibactérienne est soja agar (gélose
Trypticase-soja) parce que c’est le milieu le plus employé pour les tests de sensibilité aux agents

antibactériens, leurs compostions en gramme par litre sont les suivantes :

e Peptone trypsique de caséine : 15,0 ¢
e Peptone papainique de soja: 5,09

e Chlorure de sodium :5,0g

e Agar:150¢g

e pH=73

e FEaudistillée: 1L

11.2.7 Test de I’activité antibactérienne
L'évaluation de l'activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Salvia officinalis est
réalisée par la méthode d’aromatogramme des disques, en raison de sa simplicité et son

efficacité pour tester la sensibilité des bacteéries.
11.2.7.1 Méthode d’aromatogramme

Cette méthode nous a permet de mettre en évidence 1’effet antibactérien de [’huile
essentielle de Salvia officinalis sur les bactéries, ainsi que la détermination de la résistance ou
la sensibilité de ces bactéries vis-a-vis de cette huile essentielle (Belaiche-Daninos and
Belaiche-Daninos, 1979) .

Figure 16 : Préparation des boites Pétri (Original, 2023)
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> Préparation des dilutions de I'HE

Pour solubilisés I"huile essentielle, on a utilisé le dimethylsulfoxyde (DMSO) qui ne

possede aucune efficacité antimicrobienne (Djenane et al., 2012) .

Les huiles essentielles sont généeralement soluble dans I'eau, ce qui rend leur étude
biologique et pharmacologique difficile, pour résoudre ce probleme plusieurs auteurs suggerent
I"utilisation des solvants organiques comme | acétone, DMSO ou I utilisation des produits
émulsifiants (tension actif comme le tween 20 ou tween80) pour aider I'huile essentielle de se

solubiliser dans le milieu de culture (Nebia, 2016) .
» Ensemencement et dép6t des disques

Dans des boites de Pétri, le milieu Soja agar en surfusion est coulé aseptiquement a raison
de 15 ml par boite. Apres solidification, la suspension bactérienne fraichement préparée est
étalé a la surface de la gélose avec un écouvillon stérile, en tournant la boite a environ 60° apres
chaque application sans oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme et finir
I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose dans le but d’avoir une

distribution égale de I’inoculum. On laisse sécher les boites pendant 15 a 20 min.

Figure 17 : Remplage des boites de Pétri Figurel8 : Ensemencement

Les disques stériles de 9mm (stérilisation & 121°C pendant 15 min par autoclavage) qui
ont chargés avec 20ul de différentes concentrations (1/2 ; 1/4 ; 1/6 et 1/8) d’huile essentielle
ont été déposés a la surface de la gélose et des disques imprégnés de DMSO sont également
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utilisés qui vont servir de témoin négatif et d’autre imprégnés de 1’antibiotique amoxicilline

pour le témoin positif.

Figurel9 : Déposement des disques (Original, 2023)

> Incubation
Les boites ont été incubées a 1’étuve a 37°C pendant 24 h.
11.2. 7.2 Expression des résultats

Apres incubation, les boites ont été examinées et les diamétres des zones d’inhibition ont

été mesurés au moyen d’une regle graduée au millimetre.

11.2.8 Analyse statistique

Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2007. Les résultats des
tests effectués sont exprimés en moyenne + écart-type, tous les échantillons répétés 3 fois, n=3.
Les valeurs d’IC50 (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de

régression linéaire a partir de la courbe [%inhibition=f (concentrations).
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I11.1 Rendement des extraits
Le rendement a été déterminé par rapport au poids du matériel végétal sec rendu en
poudre, les résultats ont été exprimés en pourcentage. Les résultats obtenus montrent que les

rendements en extraits sont variables.

Le rendement le plus élevé a été observé avec 1’extrait méthanolique avec (12 .02%0) suivi
par I’extrait éthanolique (8.2%0) et enfin I’extrait aqueux posséde le plus faible rendement avec

(2 .87%). Les extraits obtenus ont la méme couleur et le méme aspect (Tableau VI1).

Tableau VII : Aspect, couleur et pourcentage (%) du rendement des différents extraits.

Agueux Pate collante Brune 2.87%
Meéthanolique Pate collante Brune 12.02%
Ethanolique Pate collante Brune 8.20%
Huile essentielle Huileux Jaune claire 1.02%

Les résultats obtenus montrent que le rendement des extraits de trois solvants utilisés de la
plante Salvia officinalis sont plus ou moins variables et sont plus importants dans I’extrait
méthanolique par rapport aux autres solvants. Ce rendement de ’extraction varie en fonction
de I’espece végétale, 1’organe utilisé dans I’extraction, les conditions de séchage, le contenu de

chaque espéce en métabolites et de la nature du solvant.

Une étude entreprise par Kanyonga et al. (2011) un rendement de 39,2% de I’extrait brut
méthanolique a été obtenu a partir de la partie aérienne de la plante Salvia officinalis, C’est un
pourcentage clairement supérieur a celui obtenu dans notre étude.

D’une maniere générale, les rendements en extraits secs varient non seulement d’une plante
a une autre de la méme famille mais également en fonction des paramétres de I’extraction
solide-liquide des polyphénols: la température, le solvant d’extraction, la taille des particules et
le coefficient de diffusion de solvant (Lebovka et al., 2011; Penchev, 2010 ; Michel, 2011).
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II1. 2 Rendement de I’huile essentielle
L’huile essentielle a été extraite a partir de la sauge séchée par hydrodistillation sur un

appareil de Clevenger. L’échantillon d'huile essentielle est récupéré, puis conservé au

réfrigérateur.

Nous avons obtenu une quantité de I’huile essentielle de couleur jaune claire avec une
odeur agreable et un rendement égale a 1.02%. On a remarqué que ce taux est faible en
comparant aux résultats trouvé par Chalchat et al., (1998), France (2.05%), Hongrie (2.50%),
Portugal (2.90%), Roumanie (2.30%), (Fellah et al., 2006), Tunisie: Djebel ouest (2.55%) et
Algérie (0,08%) (Djeddi et al., 2012) .

Ces resultats variant considérablement entre les différents essais. Ces variations sont le
résultat de différents facteurs notamment les facteurs climatiques (chaleur, froid, stress
hydrique...). Plusieurs chercheurs ont montré que le rendement d'extraction des huiles
essentielles varie en fonction de I'origine de la plante. Les fluctuations et les variations dans les
rendements, constatées dans nos résultats et ceux des autres espéces Salvia officinalis, peuvent
étre attribuées a plusieurs facteurs. La diversité interspécifique ; la nature des organes sur
lesquelles les huiles ont été extraites, la localité ou sont récoltés les échantillons, sont autant de
parametres qui peuvent avoir une influence sur le rendement en huile (Juliani et al., 2006) .
I11. 3 Screening phytochimique

La détection des différentes familles des composés chimiques existant dans la plante est
I’un des objectifs essentiels de I'examen phytochimique. Ceci constitue la premiére étape de la

recherche des molécules actives présentes dans la plante étudiée. Les résultats sont mentionnés
dans le tableau ci- dessous:

Tableau VI1I: Les Analyses phytochimiques des différents extraits de Salvia officinalis.

Phytoconstituants Extrait Extrait Extrait
Meéthanolique Ethanolique Aqueux
Tanins + + +
Saponines + + +

Sucres réducteurs — — _
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Coumarines + + +
Protéines - — —
Quinones libres - — _
Alcaloides - — +

Anthraquinones + + +

(-) Absence, (+) Présence.

Les tests utilisés dans 1’étude phytochimique préliminaire sont des méthodes simples qui
donnent une idée générale sur les différents groupes de composés contenus dans chaque fraction
de la plante (Tiwari et al., 2011).

Les résultats cités dans le tableau montrent la présence des tanins, des saponines, des
coumarines et des anthraquinones pour les trois extraits. L’absence des sucres réducteurs, des

protéines, des quinones libres et des alcaloides a été confirmée dans la Salvia officinalis.

Abdelkader et al., (2014) et Kolac et al., (2017) ont confirmé la présence des tanins, des
saponines, des coumarines et des anthraquinones dans des extraits de Salvia officinalis et
d’autres ont constaté l'absence de sucres réducteurs, de protéines, de quinones libres et

d'alcaloides dans des extraits de Salvia officinalis (Khedher et al., 2017; Pierozan et al., 2009).

I11. 4 Dosage des polyphénols totaux et flavonoides

Afin de caractériser les extraits préparés a partir de la plantes Salvia officinalis un dosage
des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué. La raison principale pour le choix de
ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés antioxydante des plantes sont

attribués par ces métabolites secondaires.

I11. 4 .1 Teneur en polyphénols

Les polyphénols sont des molécules bioactives tres recherchées parce qu’elles sont réputées
pour leurs excellentes propriétés antioxydants et antimicrobiennes. Pour ces raisons, un dosage
de ces composés a été effectué pour la plante Salvia officinalis et ce, par la méthode
spectrophotométrie au réactif de Folin-Ciocalteu. Les teneurs obtenues sont exprimées en mg,

équivalent acide gallique par gramme de matiere végétale séche, en utilisant 1’équation de la
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régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de controle positif (acide gallique) avec un
R2 = 0,994; elle est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par gramme de matiere séche
(mg EAG/g poudre) (Annexe).

Les résultats obtenus sont représentés dans 1’histogramme ci-dessous:

Teneur en polyphénol des extrait
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Figure 20 : Teneurs en polyphénols totaux dans les trois extraits de salvia officinalis

On remarque d’apres les résultats de I’histogramme ci-dessus, tous les extraits de la plante
S. officinalis présentent une forte teneur de polyphénols.

Les dosages des extraits éthanolique de la sauge ont montré clairement la teneur la plus
élevée en polyphénols: 119,18 + 0,017 mg EAG/g de poudre par rapport a agqueux qui
possedent une teneur moins importante égale a 80, 22 + 0,027 ug EAG/g poudre, tandis que
I’extrait méthanolique présente la plus faible teneur qui est de 1’ordre de : 78,51 + 0,009 ug
EAG/g poudre.

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d'une plante a une
autre. Cela peut étre attribué a plusieurs facteurs dont nous citons les facteurs climatiques et
environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol, agressions et maladies...etc.; le
patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la plante. La
méthode d'extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer I'estimation
de la teneur des phénols totaux. Il a été prouvé que leurs teneurs et celles des flavonoides sont
élevées lorsque le milieu de vie de la plante n'est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la

synthése des métabolites secondaires afin de s'adapter et de survivre (Apak et al., 2007).
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I11. 4 .2 Dosage des flavonoides
Les flavonoides sont des molécules tres importantes en phytothérapie qui proviennent du

métabolisme végétal, on les retrouve dans les différentes parties de la plante. Le dosage des
flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium (AICI13) et 1’étalon a été
la quercétine. La teneur en flavonoides pour les différents extraits a été exprimée en mg
équivalent de quercetine par gramme de matiére végétale seche a partir de la courbe

d’étalonnage effectuée (Annexe). Les résultats obtenus sont représentés dans 1’histogramme

ci-dessous:
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Figure 21 : Teneur en flavonoides totaux dans les trois extraits de Salvia officinalis

Les résultats de la teneur en flavonoide montrent que I’extrait éthanolique présente la teneur
la plus élevé en flavonoides égale 21,09+ 0,050 mg EQ/g de poudre suivi par I’extrait aqueux
avec un taux 17,80+ 0,09 mg EQ/g de poudre, Alors que I’extrait méthanolique a présenté une
faible teneur égale 12,51+ 0,019mg EQ/g de poudre.

Selon Hammoudi, (2015) a montré le rendement des flavonoides le plus élevé chez Salvia
chudaei est celui a I'éthanol (14.80 + 0.00%) puis le méthanol (7.93 + 0.02%) et enfin le moins
important est celui de I'extrait a I'acétone (4.44 £ 0.01%) en (mg EQ/g E).

Plusieurs facteurs peuvent influencer sur la teneur en composés phénoliques. Des études
récentes ont montré que la nature des solvants et les facteurs extrinseques (tels que des facteurs

géographiques et climatiques), les facteurs génétiques, mais également le degré de maturation
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de la plante et la durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphénols

(Aganga and Mosase, 2001) .
I11. 5 L’activité antioxydant la méthode de DPPH

Le radical DPPH est généralement I’un des composés le plus utilisé pour 1’évaluation
rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radical et la
simplicité de 1’analyse (Bozin et al., 2007) . Cette méthode est basée sur la réduction d’une
solution méthanolique de DPPH en présence d’un antioxydant qui donne un hydrogeéne ou un
électron. La forme non radicalaire DPPH-H est formée, d’ou 1’évaluation de 1’activité
antioxydante en fonction de I’équivalence en acide ascorbique; la méthode consiste & comparer
I’absorbance de nos échantillons a celle d’une droite d’étalonnage qui relie I’absorbance a la
concentration.

D’aprés les résultats obtenus, il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre
augmente avec I’augmentation de la concentration soit pour le standard (1I’acide ascorbique), ou
pour les trois extraits (méthanolique, éthanolique, aqueux) et pour ’huile.

11 faut savoir aussi que I’IC50 est la concentration nécessaire pour éliminer 50% des radicaux
libres, c’est le paramétre utilisé pour mesurer I’activité de ’extrait a piéger le radical
libre (Cuvelier et al., 1992) ; il est inversement li¢ a la capacité antioxydant d’un composé car
une faible valeur d’IC50 indique une forte efficacité antioxydant de 1’extrait (Babovic et al.,
2010).

Tableaux IX : activité antioxydante exprimée en IC50 de I’espéce

Acide ascorbique 0,081
Extrait méthanolique 0,307
Extrait éthanolique 0,236
Extrait aqueux 0,759
Huile 0,023

D’apreés les résultats de la sauge représentés dans le tableau XI, la valeur de I’IC50 obtenu
pour I’acide ascorbique (0,08mg /ml) qui est utilisé comme une molécule de référence, elle est

inférieur a celles des extraits et supérieur a la valeur de I’huile , et selon la définition de IC50 ,
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plus la valeur de I’IC50 est petite, plus I’extrait posséde une bonne activité antioxydante, donc
I’extrait éthanolique qui présente une IC50 d’ordre de (0, 236 mg/ml) inférieur a celle d’extrait
méthanolique (0,307 mg/ml) et I’extrait aqueux (0,759mg/ml) respectivement, en comparaison
aux autres extraits 1’huile présente la plus faible valeur de IC50 d’ordre (0,023 mg/ml) qui
possede la plus bonne activité antioxydante.

Comparant a nos extraits, Bozin et al. (2007), ont constaté que 1’huile essentielle de
S.officinalis collectée en Serbie a exercé une forte efficacité antioxydant vis-a-vis du radical
DPPH, qui s’est traduite par une IC50 de I’ordre de 1,78ul/mL.

De plus, une étude réalisee par Abdselam, (2008) sur la capacité antioxydante de 1’extrait
éthanolique issu de Salvia officinalis, rapportent que le pouvoir d’inhibition de leur extrait a
piéger le radical libre (DPPH?), est évalué a 201 pg /ml. Cependant Rasmy et al. (2012) ont
constaté une capacité de piégeage radicalaire de 1’extrait éthanolique issu de Salvia officinalis
est 149,15 pg/ml.

I11. 6 Activité antibactérienne

L’activité antimicrobienne d’huile de la sauge a été estimée en termes de diametre de la
zone d'inhibition (mm) autour des disques contenant 1’huile a tester vis-a-vis de ces germes

pathogenes qui sont: E.coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, salmonella typhimidis.

A cet effet, une échelle de mesure de I'activité antibactérienne émise par (Nebia, 2016),

répartissant les diamétres des zones d’inhibition en 04 classes :
D < 8mm Non sensible (-)

8mm < D <14mm Sensible (+)

15mm <D < 19mm Tres sensible (++)

D > 20mm Extrémement sensible (+++)

Les souches testées ont montré des sensibilités différentes a 1’antibiotique amoxicilline. Le
DMSO a été testé comme solvant (contrdle négative), les résultats montrent que le solvant est

approprié et ne présente aucun effet sur la croissance normale des toutes souches microbiennes.
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I11. 6 .1 Pouvoir antibactérien contre Escherichia coli
Les résultats obtenus sont représentés par 1’histogramme suivant (Figure29)
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Figure 22 : Effet de I’huile de Salvia sur Escherichia coli.
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Figure 23 : Effet de I’huile de Salvia sur E.coli

La lecture de ces résultats révele que I’antibiotique de références utilisée, qui présente un
fort effet antibactérien contre Escherichia coli. Par contre un effet moyen de I’huile de Salvia
officinalis de I’ordre de 12,5mm a dilution 1/4, et d’ordre 12.2 mm a dilution 1/6. Et que la
dilution 1/8 présent une minimale zone d'inhibition de I’ordre de 0 mm, par apport la dilution

1/2 qui présentent un effet antibactériennes puissant avec des zone d'inhibitions de 17.2 mm.
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I11. 6 .2 Pouvoir antibactérienne contre Bacillus subtilis

Les résultats obtenus sont représentés par 1’histogramme suivant (Figure31)
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Figure 24 : Effet de I’huile de Salvia sur Bacillus subtilis

Figure 25 : Effet de I’huile de Salvia Bacillus subtilis

Aprés I’observation de ces résultats, on trouve un effet remarquable de I’huile de Salvia
officinalis sur Bacillus subtilis avec une zone maximale d'inhibition égale a 33,7mm a
concentration 0,5 mg/ml, par contre 1’antibiotique amoxicilline qui présente un effet

antibactérien puissant avec des zones d'inhibitions maximales égale a 35 mm

I11. 6 .3 Pouvoir antibactérien contre Staphylococcus aureus

Les résultats obtenus sont représentés par 1’histogramme suivant (Figure33)
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Figure 26: Effet de I’huile de Salvia sur Staphylococcus aureus

Figure 27 : Effet de I’huile de Salvia sur Staphylococcus aureus

D’aprés la figure 34, I’antibiotique amoxicilline présente des effets antibactériens

puissants.

L’effet de I’huile de Salvia officinalis contre Staphylococcus aureus 1’absance de les zones
d’inhibitions pour les concentrations 0,166 mg/ml et 0,125 par contre des zones d’inhibitions

puissantes de 14,3mm et 11,9 mm pour les concentrations 0.5 et 0.25.
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I11. 6 .4 Pouvoir antibactérien contre salmonella typhimidis
Les résultats obtenus sont représentés par 1’histogramme suivant (Figure35)
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Figure 28 : Effet de I’huile de Salvia officinalis sur salmonella typhimidis
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Figure 29 : Effet de I’huile de Salvia sur salmonella typhimidis

D'aprés ces résultats, on observe un effet moyen de notre 1’huile de Salvia officinalis sur
la souche bactérienne Salmonella typhimidis avec une d’inhibition égale 18 mm a concentration
0,5 mg/ml, et que la concentration 0.25 mg/ml, 0.166 mg/ml et 0.125 absence une nihiliste zone
d'inhibition, par apport 1’antibiotiques amoxicilline qui présentent des effets antibactériennes

puissants avec des zones d'inhibitions de 52 ,8 mm respectivement.
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D’apres le classement effectué par Nebia, (2016), nous remarquons que Bacillus subtilis est
la souche la plus sensible dans les différentes concentrations de 1’huile essentielle par rapport
aux autre souches bactériennes, avec des zones d’inhibition comprises entre 33.7et 17.6mm de

diametre.

Staphylococcus aureus souche le moine sensible dans les concentrations %, ¥4 avec des
zones d’inhibition comprises entre 14.3 et 11.9mm de diametre respectivement, et avec une
grande sensibilité de I’antibiotique, et la souche E.coli moins sensible dans les concentrations
1/4. 1/6 avec des zones d’inhibition comprises entre 12.5 et 12.2mm de diamétre

respectivement.

Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus et E.coli sont des souches résistantes a

différentes concentrations.

Pour la souche S.typhimurium résiste dans les concentrations 1/4, 1/6 et 1/8, et la souche
S.aureus résiste dans les concentrations 1/6 .1/8, et la souche E.coli résiste dans la concentration

1/8 d’huile essentielle avec des moyennes d’inhibitions de 1’ordre 0.00mm.

Parmi toutes les concentrations utilisées, 1’huile diluée au %2 semble plus efficiente par
rapport aux autres concentrations vis-a-vis aux germes ¢étudiés avec des zones d’inhibition

comprises entre 14.3 et 33.7mm de diametre.

Tableau X : les résultats de la méthode de I’aromatogramme

Escherichiacoli ~ 17,6mm 125mm 122mm 00mm 51,8 mm Omm

Salmonella 18,0 mm O mm 0 mm 0 mm 528 mm 0 mm
typhimurium

Staphylococcus 143 mm 11,9 mm Omm 0 mm 543mm O0mm
aureus

Bacillus subtilis ~ 33,7mm 21,9mm 20,6mm 17,6mm 53,0mm 0 mm

D’aprés Benkherara et al. (2011), I’inhibition de la croissance varie en fonction de
I’espece bactérienne et de la concentration du produit testé.

La différence de sensibilité entre les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif

est une matiere a controverse. Il a été remarqué que I’huile essentielle testée dans cette étude a

produit globalement une action similaire sur les deux types de bactéries. Ces résultats sont
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confirmés par les observations rapportées par Marino et al. (2001) qui ont montré que les huiles
essentielles agissent aussi bien sur les bactéries a Gram positif et les bactéries & Gram négatif.

De plus Bozin et al. (2007) et Nebia (2016) ont montré que les huiles essentielles de la
sauge posseédent une forte efficacité antimicrobienne vis-a-vis aux différentes souches
bactériennes testées. Enfin, I’activité antimicrobienne est dépendante des caractéres physico-

chimiques des composes phytobiotiques et des souches employées (This et al., 2006) .
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Conclusion

Aujourd’hui, les plantes médicinales réintégrent notre vie quotidienne et ont constamment
joué un réle essentiel dans le domaine médical. Les diverses recherches se concentrent sur la
valeur significative de ces plantes pour la médecine.

L’objectif de ce travail a été consacré pour la détermination du rendement de trois extraits
de la Salvia officinalis (extrait méthanolique, éthanolique et aqueux) et ainsi la teneur de ces
extraits en polyphénols et flavonoides, activité antioxydante et 1’activité antibactérienne de
I’huile essentielle.

La détermination du rendement des extraits a montré que le bon rendement est enregistré
dans I’extrait méthanolique avec un pourcentage de 12.02%, suivi par 1’extrait éthanolique
8.2% et finalement I’extrait aqueux avec un rendement 2 .87%o, respectivement .Notons que le

rendement d’huile essentielle est le plus faible rendement avec 1.02%.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux, par le réactif de Folin-Ciocalteu a révélé que
le Salvia officinalis est riche en polyphénols. Les teneurs de ces derniers sont comprises entre
119,18 (extrait éthanolique), 78,51 (extrait méthanolique), et 80,22 (ug EAG/mg poudre) pour
I’extrait aqueux. L’analyse quantitative des flavonoides par la méthode d’AICI3 a révélé que la
plante Salvia officinalis contient une quantité importante de flavonoides avec des teneurs de

21,09 éthanolique, et 17,80 Aqueux, 12,51 a méthanolique (ug EQ/mg poudre).

L’activité antioxydante des différents extraits et de 1’huile essentielle de la plante étudie est
évaluée par la méthode de DPPH. Les résultats obtenus ont montré que 1’huile est douée d’un
pouvoir antioxydant trés important avec une IC50 de 0,023mg/ml et pour I’extrait éthanolique
qui présente une IC50 (d’ordre de 0, 236 mg /ml) inférieur a celle d’extrait méthanolique (0,307
mg/ml), tandis que le plus faible est celui de I’extrait aqueux faible (0,759mg/ml).

L’étude screening phytochimique montre la présence des tanins, des saponines, des
coumarines et des anthraquinones pour les trois extraites, tandis que I’absence des sucres

réducteurs, des protéines, des quinones libres et des alcaloides.

Les résultats de l'activité antimicrobienne indiquent que 1’huile essentielle de Salvia
officinalis posséde une activité antimicrobienne remarquable sur les souches ciblés
(Escherichia coli ; Staphylococcus aureus ; Bacillus subtilis et salmonella typhimidis), avec la
souche Bacillus subtilis le plus sensible de zone de d’inhibition 33,7 mm, et la souche
Escherichia coli montre une sensibilité moyenne, et les souches Salmonella typhimurium, et
Staphylococcus aureus qui ont étaient moyennement résistantes aux différentes concentrations

d’huile essentielle avec absence d’inhibitions.
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Figure 19 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 21 : Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Acide ascorbique
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Figure23 : Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique pour le test DPPH
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Figure 24 : Pourcentage d’inhibions de I’extrait méthanoliques e de Salvia officinalis
contre le radical libre DPPH
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Extrait éthanolique
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Figure 25 : Pourcentage d’inhibions de I’extrait éthanolique de Salvia officinalis contre
le radical libre DPPH
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Figure 26 : Pourcentage d’inhibions de I’extrait Aqueux de Salvia officinalis contre le radical
libre DPPH
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Figure 27 : Pourcentage d’inhibions de I’huile de Salvia officinalis contre le radical libre
DPPH

Figure 30 : les résultats de bactéries E.coli
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Figure34 : Staphylococcus aureus
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Figure36 : salmonella typhimidis
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