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Résumé

Dans le but de la valorisation des plantes médicinales, nous avons realise une étude
Phytochimique et biologique de la plante salvia officinalis.

Salvia officinalis est une plante trés connue pour ses vertus thérapeutiques a éte récoltée au
nord-ouest algérien dans la région d’Aghlal d’Ain Témouchent. Nous nous somme intéressé a
faire une étude Phytochimique et I’évaluation de I’activité antibactérienne de 1’huile
essentielle, contre 5 souches bactériennes, qui a été testée par des essais biologiques, la
méthode de diffusion sur disque (I’aromatogramme), suivie par la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide et CMB
vis-a-vis de quelques bactéries potentiellement pathogenes. Les résultats obtenus pour les
tests Phytochimique révelent la présence des différentes familles de composés chimiques
existantes (flavonoides, les tanins, les Saponosides, les Alcaloides, les terpénoides,
coumarines, les Mucilages et les Emodols) avec une intensité variée entre les extraits étudiés.
Le rendement le plus grand dans les extraits de la plante est I’extrait aqueux 80.46%, la mise
en évidence de la présence des composées phénoliques, avec un teneur de 25%, le teneur en
sucre totaux 17%.L activité antibactérienne a révéleé un effet inhibiteur des huiles essentielles
vis-a-vis de toutes les bactéries testées avec un rendement de 1,2 %. Les diametres des zones
d’inhibition obtenues pour les souches bactériennes testées sont relativement importants vis-a-
vis de toutes les bactéries testées et principalement sur E. coli et Staphylococcus aureus. La
zone d’inhibition enregistrée pour ces souches (20 a 30mm) dépasse légérement celle
provoquée par la Gentamycine et résiste aux 1’Erythromycine et Vancomycine .Les CMI et
CMB obtenues pour ces mémes souches sont tout aussi satisfaisantes. Ces résultats sont
prometteurs et apportent une validation scientifique quant a 1’'usage massif de cette espéce.
Ainsi D’effet des substances naturelles extraites des plantes médicinales pourraient bien
rivaliser celui des antibiotiques. L huile essentielle de Salvia officinalis s’est avérée dotée de

propriétés antibactériennes incontestables.

Mots clés : étude Phytochimique - activité antibactérienne - Salvia officinalis - les huiles

essentielles - les antibiotiques



Abstract

In order to valorize medicinal plants, we have undertaken a study about phytochemical and
biological study of the plant salvia officinalis.

Sage is very famous plant for its therapeutics effects , has been harvested in northwestern
Algeria in the Aghlal area of Ain Témouchent.We were interested in doing a phytochemical
study and evaluating the antimicrobial activity of the essential oil of the officinal sage ,
against 5 bacterial strains, which was tested by biological tests, the method of diffusion on
disk (the aromatogram), followed by the determination of the minimal inhibitory
concentration (MIC) and the minimum bactericidal and fungicidal concentration (CMB and
CMF) for some potentially pathogenic bacteria.

The results obtained for phytochemical tests reveal the presence of the different families of
existing chemical compounds (flavonoids, tannins, saponosides, alkaloids, terpenoids,
coumarins, mucilages and emodols) with varying intensity between the extracts studied. The
highest yield in the extracts of the plant is the 80.46% aqueous extract, the demonstration of
the presence of phenolic compounds, with a content of 25%, the total sugar content 17%.

The antibacterial activity revealed an inhibitory effect of the essential oils for all the bacteria
tested with a yield of 1.2%. The diameters of the inhibition zones obtained for the bacterial
strains tested are relatively important for all the bacteria tested and mainly to E. coli and
Staphylococcus aureus. The zone of inhibition recorded for this strains (20 to 30mm) is
slightly greater than that caused by Gentamycin and is resistant to Erythromycin and
Vancamycin. The MICs and CMBs obtained for these strains are just as satisfactory.

These results are promising and provide scientific validation of the massive use of this
species. Thus the effect of natural substances extracted from medicinal plants could well
compete with that of antibiotics. The essential oil of salvia officinalis has been endowed with

undeniable antibacterial properties.

Keywords: Phytochemical screening -antibacterial activity - salvia officinalis - essential oils -

antibiotics
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Introduction

Depuis 1’ Antiquité, I’homme a pu compter sur la nature pour ses principaux besoins : abris,
vétements, nourritures et méme pour ses besoins médicaux. Et nos ancétres ont utilisé les
plantes pour 1’objectif de traiter et vaincre la souffrance et soigner des maladies pour garder la

santé humaine.

Actuellement, la plupart des médicaments modernes sont dérivés a partir de plantes et de leurs
produits s’obtiennent en appliquant des techniques modernes aux techniques traditionnelles
(Sucher et Carles, 2008), d’aprés ’organisation mondiale de la santé (OMS, 2013), plus de
80% des populations africaines font recours & la médecine et la pharmacopée traditionnelles
pour faire face aux problemes de santé (Mangambu et al.,2014),pour satisfaire ses besoins en
soins de santé primaire, en raison de la pauvreté dans certains pays et du mangue d'accés aux

méthodes de médecine modernes.

C’est la phytothérapie qui représente une alternative intéressante pour traiter et soigner sans

créer de nouvelles maladies (Benguella, 2009).

La plante est un organisme vivant qui existe depuis longtemps. Elle constitue un maillon trés
important et fondamental dans le cycle biologique de vie des autres organismes vivants tel
que les animaux aussi bien les étres humains (Safran et al.,2010). Plusieurs facteurs sont
derriere ce regain d’intérét tels que, le colit moins ¢élevé que les médicaments conventionnels,
la relative disponibilité surtout dans les régions éloignées, la méfiance vis-a-vis des produits
de synthése ou tout simplement 1’envie de consommer" Bio" (WHO, 2004). Les plantes
médicinales contiennent un grand nombre de molécules actives d'intérét multiple mis a profit

dans I’industrie, alimentation, cosmétologie et en dermopharmacie. (Bahorun, 1997).

Parmi ces molécules en trouvent les métabolites secondaires, qui interviennent dans la
défense contre les parasites pathogénes. On distingue plusieurs groupes de meétabolites
notamment, les alcaloides, les terpénoides, les phénols (simples phénols, acides phénoliques,
quinones, flavonoides, tannins et coumarines) (Moirand et Toure, 2015). Ces derniers ont la
capacité de synthétiser une grande variété de composés chimiques utilisés pour exécuter des
fonctions biologiques importantes. Au niveau mondial, environ 60% des produits de santé

disponibles sur les marchés sont d'origine végétale( Shravya et al.,2017).
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A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, on s’est intéressé
aux espéces de la famille des lamiacées qui est 1’'une des familles les plus utilisées comme

sources mondiales d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien (Grigorie et al, 2010).

La plante sur laquelle a porté notre choix d’étude est une espéce de la sauge (Salvia
officinalis) provenant de la région d’Ain Témouchent ; bien que relativement abondante et
largement utilisée, cette espéce a été peu étudiée. Cette plante présente de nombreux effets
bénéfiques sur la santé: antioxydant, neuro-protecteur, anti-inflammatoire, antimicrobien et
activités anticancéreuses. La sauge est également utilisée pour son effet positif effets contre

les maladies du systeme digestif. (Smach et al.,2015).

Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail de recherche, dont le but principal étude
phytochimique de partie aérienne de la plante Salvia officinalis et a évaluer les activités
antibactérienne de huile essentiel qui possédent plusieurs propriétés thérapeutiques qui
rendent cette étude intéressante de 1’huile essentielle de Salvia officinalis. Cette activité a été
évaluée sur des souches référenciées: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC43300, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Notre présente étude s’inscrit dans ces objectifs et elle est répartie en deux parties.

» La premiére partie de ce manuscrit est consacrée a une synthese bibliographique, qui
comporte un premier chapitre sur la phytothérapie.

Le deuxiéme chapitre est consacrée a 1’étude des métabolites secondaires, on distingue en
particulier les déférent composés phénoliques, du coté structure chimique, biosynthese,
classification. Dans le troisieme chapitre on développe une synthése bibliographique sur la
famillede Lamiaceae, historique, description botanique, intérét pharmacologique, et la

définition d’huile essentielle leur composition et leur utilisation.
» Le second décrit la partie experimentale qui comporte deux chapitres.

Le premier chapitre décrit le matériel végétal utilisé, les méthodes et les techniques

appliquées au laboratoire dans chaque expérimentation de 1’étude.

Le deuxiéme chapitre consiste une analyse des resultats obtenus et leurs discussions ,ce

manuscrit est en fin cléturé par une conclusion qui résume les étapes de travail.
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Chapitre | : la phytothérapie

1. Historique de la phytothérapie

Les plantes médicinales ont un aspect trés important dans I’histoire de la médecine et ont

largement contribué au développement de la medecine moderne. (Telefo et al., 2012).

Avant 60 000 ans, les humains primitifs utilisaient des plantes chamanes et jouaient un réle
important dans le groupe. Apprendre a utiliser et & transférer les connaissances des plantes au
cours de I'évolution de I'Homo sapiens, Les plantes étaient largement utilisées dans
I'alimentation, la gestion de certaines maladies et aussi pour atteindre un monde plus
spirituel.(Létard et al., 2015).

En 3000 avant JC, la civilisation a prospéré en Egypte, au Moyen-Orient, en Inde et en Chine,
et l'utilisation des usines est devenue plus complexe. Le premier groupe de plantes
médicinales, le papyrus égyptien Ebers, datant de 1500 ans av. J.-C., en est le plus ancien

exemple. (Iserin, 2001).

Au XlIXe siecle, avec lI'avancement de la chimie, de nombreux principes actifs d'origine

végétale sont isolés: morphine, quinine alcaloides de I’ergot de seigle, (R.-P. Clémen, 2005).
2. Définition d’une plante Phytothérapie

L'Organisation mondiale de la santé(OMS) définit les plantes médicinales comme "toute
plante, sauvage ou cultivée, utilisée a des fins médicales" (Arnold et Abdenour, 2004),leur
utilisation fait partie de I'expansion et du développement des medicaments traditionnels ou
non traditionnels (Robard, 2004).

Les plantes médicinales constituent un héritage précieux pour I'numanité, en particulier pour
la majorité des communautés pauvres des pays en développement sur lesquelles elles

dépendent des soins de santé primaires et des moyens de subsistance. (Bouzid et al., 2017).

La phytothérapie utilise des plantes a des fins de traitement, en tout ou en partie (fleur, feuille,
tige, racine) ou sous forme de divers extraits (décoctions, distillats, huiles essentielles).

(Laccourreye et al., 2017).
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3. La récolte et la conservation des plantes médicinales

En ce qui concerne la récolte, plusieurs facteurs se chevauchent: I’age, la période et les parties
de la plante nécessaires a la récolte. Certaines regles doivent déja étre suivies si vous voulez

obtenir les ingrédients actifs de la plante qui a été récoltée. (Iserin, 2001).

Selon Wichtl (2003), lors de la récolte, la racine doit étre forte et développée a la fin du reste
végétatif, ou I'écorce acquiert une certaine épaisseur jusqu'a se separer facilement du corps.
En hiver, pour les arbres, les arbustes et au printemps pour résineux, les feuilles avant la
floraison, les fleurs au moment de la floraison, le grain et le fruit & maturité.les plantes sont

récoltées par temps sec car les plantes humides sont difficiles a remplir. (Anonyme, 2018).

Il existe de nombreuses facons d'économiser des plantes, la plus simple étant I'air ou le four.
C'est un endroit parfait, chaud et sec.et il est placé sur le journal. Une fois séchés, ils peuvent
étre stockés pendant plusieurs mois dans un récipient en verre ou un sac en papier
kraft.(Iserin, 2001).Les plantes médicinales sont maintenues a I'abri de la lumiere et de l'air et
séchées dans des récipients en porcelaine, en poterie ou en boites. Cette technique est
essentielle pour les plantes soumises a des transformations chimiques sous I’influence des
rayons UV.Les plantes riches en produits volatils rapidement oxydés sont conservées dans un

environnement confiné. (Djeddi, 2012)
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Chapitre 11 : les métabolites secondaires
I. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules qui apparaissent nécessaires pour une
croissance normale ou ne sont nécessaires que dans des conditions spécifiques, tandis que les
métabolites primaires sont impliqués dans les fonctions physiologiques.(Goyal et al.,2011).
On sait que ces molécules jouent un rdéle clé dans I’adaptation des plantes a leur
environnement, mais elles constituent également une source importante de produits

pharmaceutiques efficaces ( Bourgaud et al.,2001).
I.1.Composé phénolique

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui jouent un réle important
contre le stress (Shalaby et al., 2015).Ces composés naturels proviennent de la lignine
provenant des plantes supérieures (Bahram et Herve, 2000).Elles sont une grande classe de
métabolites secondaires de plantes, présentant une diversité de structures, a partir de
structures plutét simples, par exemple. acides phénoliques, a travers des polyphénols tels que
les flavonoides, qui comprennent plusieurs groupes, en composés polymeéres fondés sur ces

différentes classes (Cheynier,2012).

La composition des composés phénoliques dépend de la présence d'au moins un cycle
benzéne directement lié a un ou plusieurs groupes hydroxyle libres, ou jouant un réle dans

une autre fonction telle que 1'éther, l'ester, 1’hétéroside. (Bruneton, 2009)

OH

Figure01 : le phénol le plus simple des composés phénoliques(Clarke, 2008)
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1.1.1. Les polyphénols

Les polyphénols sont un groupe de composés phytochimiques présents dans les fruits, les
Iégumes et les graines qui jouent plusieurs roles, y compris la protection des plantes contre les
rayons UV et l'attaque des agents pathogenes (Kelly et al ., 2018). Ils constituent une grande
famille de métabolites secondaires naturels, composés de plusieurs milliers de molécules. I
existe de nombreuses études sur ces composés en raison de leurs effets bénéfiques sur la santé
humaine. (Richard et al., 2014).

1.1.2. les tanins

Les tanins sont des polyphénols solubles dans I'eau que I'on trouve dans presque toutes les
parties de la plante, telles que I'écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines (Ribeiro et

al.,2018).lIs sont divisés en deux groupes :
» Tanins hydrolysable

Produits par une grande variété de plantes et d’arbres, les tanins hydrolysables doivent leur
nom a leur capacité a libérer soit de 1’acide gallique (gallotanin), soit de ’acide ellagique

(ellagitanin) en milieu acide ( Liming zeng,2015).

OH
OH

HO

OH

Figure 02: Structure de base de tanins hydrolysable (Hartzfeld et al, 2002)
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O
HO
OH
HO
OH
L’acide ellagique L’acide gallique

Figure 03 : Structure d’acide gallique et ellagique (Dharmananda, 2003)

» Tanins condensés

Les tanins condensés sont constitués de flavonoides. Avec différents degrés de
polymérisation, ils sont associés a leurs précurseurs: les catéchines, leuco-anthocyanes et les

glucides, qui ont un effet plus ou moins important sur la viscosité et I’interaction des tanins

(Francisco,2017).

Figure 04: Structure de base de tanin condensé (Derbel et Ghedira, 2005)

1.1.3. Les saponosides

Les saponines sont des composés glycosidiques produits sous forme de métabolites
secondaires. 1ls sont largement distribués parmi les plantes supeérieures et chez certains
invertébrés marins du phylum Echinodermata. (ApSimon et al., 1984), ils sont classés en
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deux groupes en fonction de la nature de leurs genes, qui peuvent étre soit triterpenes, soit

stéroides (Boutaghane, 2013).

H3C_ _CHj

H

Glucosyl_ g
CH; COOH

Figure05 : structure typique des saponosides (Sekkoum Khaled,2012)

1.1.4. Les flavonoides

Les flavonoides sont une catégorie importante de produits naturels. En particulier, appartenant
a une classe de métabolites secondaires de plantes a structure de polyphénols, sont largement

présents dans les fruits, les légumes et certaines boissons.(Panche et al.,2016).

O S
C

Figure 06 : structure chimique de base des flavonoides (Babu et al., 2009)

1.1.5.Glucosides Cardiotoniques

Les glycosides cardiaques sont un groupe comprenant deux classes principales de composeés

qui différent par la structure de leur aglycone (Nagy Mahmoud,2017).

IIs sont de gros composés de stéroides et de squelettes qui ont une grande variété de sources

dans la nature (Rif et al.,2019).
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Figure 07: Structures de glycosides cardiaques.

1.1.6. Les Coumarines

La coumarine est un produit naturel présent dans diverses plantes, notamment les plantes
médicinales traditionnelles utilisées il y a 1000 ans. La coumarine a été utilisée dans de
nombreuses applications pratiques, telles que les cosmétiques, les écrans solaires, les arémes,

les colorants lasers, les produits pharmaceutiques et les anticoagulants connus. (Isak et al

,2016)

La coumarine est un produit chimique et substance phénolique constituée d'anneaux de

benzene et d'un pyrone. (Yamane et al.,2010).

O O

/

Figure 08 : structure chimique de la coumarine (Alihosseini,2016)

1.1.7. Amidon

L'amidon est, aprés la cellulose, le principal matériau glucidique fabriqué par les plantes

supérieures de I'énergie solaire (Paul et al.,2011).

Il est fabriqué de maniére vitale sous forme de granulés dont la taille, la forme et la structure

cristalline dépendent de leur origine végétale. (Buléon et al.,1998).
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1.1.8. Mucilage

Les mucilages sont des polysaccharides solubles dans I'eau que I'on trouve dans un grand
nombre de plantes, ainsi que dans certains microorganismes. (Mark et al.,1977).

La composition du mucilage varie d'une plante a l'autre. Il est généralement composé de
monosaccharides et de sucres pouvant étre utilisés comme source de carbone par différentes

bactéries telles que les Iégumineuses Rhizobium et Pseudomonas Sp. (Sun et al., 2011).

Les roles des mucilages sont extrémement divers, y compris l'exposition aux cellules
muqueuses a la surface des organes de la plante semblent indiquer leur réle protecteur. De
plus, leurs propriétés hygroscopiques et leur épaisseur couvrent tous autres fonctions
(Matthews et Endress, 2006).

1.1.9.Quinone

Les quinones sont une classe de composés naturels et synthétiques qui ont plusieurs effets
bénéfiques (EI-Najjar et al.,2011).

IIs sont des composés organiques consistant en un cycle benzénique remplacé par deux
groupes oxo en 1,2 ou 1,4 (ortho ou quinone) et souvent par des groupes cycliques ou
aliphatiques.( Laure-Estelle ,2015)

0 (@]
O
9]
Para quinone Ortho quinone

Figure 09: structures chimiques de quinones(Lumb et al.,2008)

1.1.2.Biosynthése

Selon Bruneton (2009)On distingue deux voies la voie de Shikimate et la voie de

phénylpropanoide
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11.1.2.1. La voie de Shikimate :

La voie de Shikimate est la voie métabolique de la synthése biologique des acides aminés
aromatiques qui est nécessaire a la production de nombreux composés chez les plantes, les
bactéries et les champignons (Ana Zabalzaet al., 2017) ,(Zuo et al.,2018). Elle comprend
sept réactions enzymatiques dont le produit final, le chorismate, est une introduction a la

synthése des acides aminés Phe, Tyr et Trp. (Gad Galili et al, 2012)

Ces enzymes stimulent la conversion séquentielle du I'érythrose 4-phosphate et du
phosphoénol pyruvate en chorismate. Ce dernier est utilisé comme substrat pour d’autres
voies menant a la production de folate, ubiquinone, naphtoguinones, et AAA (Roberts et al
,2002).

o OH o COOH
HO—(I:?”—_lO\/'\E/CHO Ho_f:.'J_O’J\\\
OH OH
Erythrose Phosphoenolpyruvate

4-phosphate

v

HO COOH 3_pDeoxy-p-arabino-

Q \/“?\/:L heptulosonate
HO-B-O oH

OH e 7-phosphate (DAHP)

(3 steps) ;
COOH
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HO ™ ™ OH
OH
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COOH
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o COOH

OH
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/ N
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NH Ho"‘©/\'\l|/H2
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Figure 10 : schéma géneéral de la voie de shikimate(KyoWakasa et Atsushi
Ishihara,2009)
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11.1.2.2. La voie des phénylpropanoides

Les phénylpropanoides sont des produits naturels dérivés d'acides aminés en phénylalanine
résultant de la désamination par la 1-phénylalanine ammoniacallylase (Dixon et Nancy,
1995). Cette voie commence par la phénylalanine (Phe), qui fournit en plus des acides
phénoliques principaux, la coumarine, des isoflavonoides, des flavonoides, de I'acide
salicylique, des précurseurs de la lignine, le biopolymeére le plus important aprés la cellulose.
(Hoffmann et al, 2004). Ces composeés font partie des métabolites secondaires des plantes. Ils

étaient considérés comme des déchets métaboliques (Danuta Solecka, 1997)

Les fonctions des composés phénylpropanoides dans le domaine de la défense des plantes
vont des barrieres physiques ou chimiques préformées a I’infection aux molécules de

signalisation contenues dans les signaux locaux et systémiques pour 1’induction de genes

défensifs. (Richard et al., 2003)
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Figure 11: schéma général de la voie de phénylpropanoide (Laurent Hoffmann et ., 2004)
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11.2.Classification

Parmi les composés phénoliques, on retrouve les flavonoides, les quinones phénoliques, les

lignanes, les coumarines et d’autres classes existant en un nombre considérable(Tableau 01)

Tableau N°01 : Principales classes de composés phénoliques (Macheix et al., 2006)

Squelette Classe Exemple Origine
carboné
Cé Phénols simple Catéchol Nombreuses
espéces
Ce-Cl Acide Hydroxybenzoiques | p-hydroxybenzoique Epices, fraise

Pomme de terre

Acide hydroxycinnamiques, | Acide caféique, acide
férulique Pomme, Citrus
C6-C3 Coumarines
Scopolétine
Isocoumarines
Myristicine, eugénol

Chromones
Eugenine
C6-C4 Naphtoquinones Juglone, plumbagine Noix
C6-C1 -Cé Xanthones Mangiferine
C6-C2-Ch Stilbénes Resveératrol Vigne
Anthraguinones Anthraguinones
C6-C3-Co Flavonoides, 1soflavonoides | Quercétine,cyanidine, Fruit, légumes,
daidzéine fleurs, soja, pois
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
Neolignanes Eusiderine
C6-C3-C6)2 Biflavonoides Amentoflavone
(C6-C3)n Lignines Lignane Bois, fruits 4
noyaux, raisin, kak
(C6-C3-Co) Tanins condensés Polyphénols de haut Plantes supérieures

poids moléculaire

11.2.1.Les alcaloides

W.Meisner a introduit le terme alcaloides au XIXe siecle pour déterminer les regles

d'interaction des substances naturelles telles que les alcalins (Bruneton., 2009)

Ils sont connus sous le nom de composés cycliques contenant de I'azote et dont la distribution
en médecine était limitée, ils étaient autrefois considérés comme des produits exclusifs du

regne végétal. Mais les alcaloides existent par intermittence chez un grand nombre d'animaux,
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d'invertébrés et vertébrés. (John W et al., 1986), ils constituent une gamme tres variée de
produits naturels associés uniquement a la présence d'un atome d'azote au noyau en un point

spécifique de la molécule. (Natanya Civjan. ,2012).

Les alcaloides doivent jouer un réle defensif contre les mauvaises herbivoreset les agents
pathogenes (Ziegler et Facchini, 2008).leur classification dépend de leurs bio-précurseurs

communs et de I'emplacement de I'atome d'azote.il y a :

Les alcaloides vrais qui représentent le plus grand nombre d'alcalins et proviennent d'acides
aminés hétérogenes du cycle de l'azote (Badiaga, 2011).Les proto-alcaloides qui sont des
amines simples ou l'azote n'est pas inclus dans un systéeme hétérogene et a une réaction
basique et détaillée in vivo des acides aminés.(Maldonado 2012). Les pseudo-alcaloides
ettoutes les propriétés des alcaloides réels sont souvent fournis, mais ce ne sont pas des
dérivés d’acides aminés (Bruneton, 2009). Dans la majorité des cas connus, il s’agit de

dérivés du métabolisme des isoprénoides et de 1’acétate (Maldonado 2012).

Exemples d’alcaloides : (Mauro, 2006)

Me— N OH
COOMe

Me~_ N C

Figure 12 : Cocaine Figurel3 : Atropine

1.2.2. Terpenes et stéroides
> Les terpénes

Les terpénes sont des hydrocarbures normaux a structure périodique ou a chaine ouverte
(Malecky, 2008).lIs consistent en la combinaison de plusieurs unités a base de 5 carbones
appelés isoprene (C5H8) (Lima et al, 2016).

Ils ont été isolés d'organismes vivants, principalement des plantes.Sur la base des unités C5,

nous pouvons classer les terpénoides en C5 (hémiterpenes), C10 (monoterpénes), C15
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(sesquiterpenes), C20 (diterpenes), C25 (sesterpenes), C30 (triterpenes), C40 (titerpenes), C40
(triterpénes), C40 (titerpénes), plus que C40 (polyterpenes) (Singh et Sharma, 2014).

7
C\C/CHZ

|
H

H,C™

Figure 14 : La molécule d’isopréne (Malecky, 2008)

» Les stéroides

Les stéroides sont des molécules structurelles ou des signaux trés importants dans les

organismes vivants et leur métabolisme est complexe. (Wudy et al., 2018)

IIs sont des molécules biologiquement actives nécessaires pour maintenir I'évolution de
divers organismes, tels que les acides biliaires, les corticostéroides, ecdystéroides, le
glycoside cardiaque, la vitamine D et les phytostérols. (Dang et al.,2018) , ils sont des bases
de croissance abondantes de bactéries dans des environnements naturels et fonctionnels

associes a I'hote (Johannes et al., 2018)

Ils jouent wun rdle crucial dans divers processus biologiques, et déterminer les cibles
potentielles des stéroides est d’une grande importance pour I’étude de leurs activités
physiologiques et biochimiques, de leurs effets secondaires et de la réutilisation des

médicaments. (Dang et al., 2018).
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Chapitre 3 : la Plante « La sauge »
I. Historique de la plante

La région méditerranéenne d’une manicre générale et I’ Algérie en particulier, avec son climat
doux et en soleillé est favorable a la culture des plantes aromatiques et médicinales. Parmi Les
familles les plus répandues dans le regne végétal on trouve les lamiacées (Nabighi et
al.,2010).

La famille des Lamiacées regroupe un grand nombre de plantes aromatiques riches en
métabolites secondaires qui sont prisés pour leur intérét économique et leurs vertus
thérapeutiques (Khedher et al.,2017). lls comprennent environ 255 espéces qui appartiennent
a 35 genres. Ces espéces contiennent divers produits phytochimiques et concéderer comme
une source riche en composés phénoliques tels que les flavonoides et les acides phénoliques

(Etsassala et al., 2019).

Le genre Salvia, communément appelé sauge, est le plus grand genre de la famille des
Lamiaceae,(Loppresti,2017)Comprend plus de 900 especes utilisées dans différentes
domaines, y compris dans les industries culinaires et cosmétiques ou dans les médicaments

traditionnels en raison de leurs avantages pour la santé (Lu et F00,2002). L’espéce de

S. officinalis est originaire du Moyen-Orient et les zones méditerranéennes. Réparties dans le
monde entier, en particulier en Europe et en Amérique du Nord(Ghorbani et
Esmaeilizadeh,2017)il est utilisé dans médecine traditionnelle pour leurs propriétés
antibactériennes (Ozcan et al., 2009), antitumoral (Cardile et al., 2009), activités
antidiabétiques (Kim et al., 2007) et antioxydantes (Khedher et al.,2017).

La sauge est un aromate réputé et une des principales plantes médicinales. Le nom
scientifique de la sauge indique clairement I’'importance de cette plante en phytothérapie,
Le nom du genre Salvia vient du latin «Salvare» qui signifie «Sauver», «Guérir» (Iserin et

al.,2001) et «se sentir bien et en bonne santé» (Kamatou et al.,2008)

Cette nominationest due aux propriétés curatives de la plante, ce qui était autre fois célébré
comme herbe médicinale.L'Algérie compte 23 espéces du genre Salvia (Quezel et Santa,
1963).
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I1. Description botanique de la plante Salvia officinalis

Cette plante vivace a tige ligneuse a la base, dessous blanchétre et vert grisatre dessus,
atteignent généralement une hauteur de 30 a 70 cm (Pereira et al.,2018),formant des rameaux
quadrangulaires dressés et velus, aux feuilles ovales assez grandes et opposées de forme ovale
et allongees, gris verdatre en raison d'une pubescence cotonneuse sur la face inférieure
(Benkherara et al.,2011).La racine de la sauge est brunatre et fibreuse. Fleurs bleu-violette
clair en épis terminaux laches, disposées par 3 a 6 en verticilles espacés (Hans, 2007),au
calice et corolle divisée en deux levres (Cutillas et al.,2017), font leur apparition vers le mois

de mai le début de I'été et restent ouvertes au debut de I'automne (Kintzios,2000).

Les fruits sont de petits akénes reposant sur des cupules ouvertes (Paris et Dillemann, 1960).
Ont une odeur aromatique caracteéristique. (Fleurentin , 2008) .Elle supporte des climats et
des sols tres variés, au pH allant de 5 a 9. La plante adulte résiste a la température de -10°C,
mais il est préférable de pailler le jeune plante (Guy Gilly, 2005), la sauge Persistent I'hiver

grace au revétement de poils laineux qui les protege.

1. Classification taxonomique

Selon (Quezel et santa, 1963) La sauge suit la classification suivante:
Regne : Plantae

Embranchement : Spermaphyte

Sous — Embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédone

Sous-classe : Asteridae

Ordre :lamiales

Famille : lamiacée

Genre : Salvia
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Espece : Salvia officinalis L

2. Nomenclature

Noms Communs : Herbe sacrée, thé de Gréece, herbe sage (Fulbert et al., 1992).
Nom scientifique : Salvia Officinalis

Nom francais : Calamenthe vulgare

Nom vernaculaire : Salmiya,Mrimia

Nom francais : Sauge

Nom anglais : Garden sage (Ghourri et al., 2013 ; Azzi, 2013)

Les fleurs de la sauge Les feuilles de la sauge

Figure 16 : les déférentes composantes de la sauge (feuilles et fleurs)

I11. Composition chimique

La sauge contient 5% de tanins, un principe amer 5,5% de résine, 6% de gomme du mucilage,
des acides phosphoriques oxaliques, des nitrates, 9% de pentosane, des traces d’aparagone et
de 1,5 % a 2 ,5 % d’huiles essentielles dite huile de sauge, renfermant de la thuyone, du
cinéole, du camphre des terpenes salive et pirosalive (Ryberg, 1991) ,avec de nombreux
polyphénols : flavonoides et acidesphénols (acide caféique, acide chlorogénique, acide
rosmarinique, etc.), et la présence de 1’acide diterpénique qui lui donne ses vertus

bactéricides, un principe amer (la picrosalvine), (Gilly, 2005).1l est également une excellente
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source de vitamine K, A et C. On y trouve en autre un peu de fibres, des folates, du

magnésium, du potassium, du calcium et du manganése (Fruleux, 2009)

Les principaux composés phytochimiques des fleurs, des feuilles et de la tige de S. officinalis
sont bien identifiés ;Le linalol est le composé phytochimique le plus présent dans la tige; dans
les fleurs ont le plus haut niveau on trouvent le pinéne et de cinéole; I’acétate de bornyle,
camphene, camphre, humulene, limonéne et la thuyone sont les composés photochimiques les
plus présent dans les feuilles, Cependant, il convient de considérer que, comme les autres
herbes, le la composition chimique de S. officinalis serait modifiée en fonction les conditions
environnementales telles que le climat, la disponibilité de I'eau, et l'altitude(Ghorbani et
Esmaeilizadeh,2017).

IV. Les huiles essentielles

1. Définition

Les huiles essentielles (essences = huiles volatiles) sont des substances huileuses contient des
métabolites secondaires lipophiles, volatiles de tres faible masse moléculaire, elles sont en
général liquides a température ambiante,inflammables, trés odorantes et ne sont que tres
rarement colorées. Leur densité est le plus souvent inférieure a 1 sauf pour les huiles
essentielles de sassafras (Sassafras. Albidum), de clou de girofle (Syzygium aromaticum) et
de cannelle (Cinnamomum, zeylanicum). Les huiles essentielles ont parfois un toucher gras
ou huileux mais ce ne sont pas des corps gras. Par évaporation, elles peuvent retourner a I'état
de vapeur sans laisser de traces, ce qui n'est pas le cas des huiles fixes (olive, tournesol...etc.)
qui ne sont pas volatiles et laissent sur le papier une trace grasse persistante (Bernadet, 2000).
Elles sont également trés altérables et s’oxydent au contact de 1’air et de la lumiere
(Bruneton, 1993), qui sont sécrétées par les plantes aromatiques, renfermant les principes
volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation
(Bruneton, 2009). En revanche, Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez
les végétaux. Parmi les 1500000 espéces végétal.es recensées, seulement 10% sont capables
de synthétiser une essence. Ces plantes sont alors dites « aromatiques » (Bruneton, 1999 ;
Degryse et al., 2008). Certaines familles se caractérisent par le grand nombre d’espéces a
essences qu’elles regroupent, en particulier les Labiées, les Ombelliféres, les Myrtacées et les

Lauracées (Baser et Buchbauer, 2010).

La recherche sur I'extraction de I'huile essentielle de S. officinalis recoit maintenant une

attention considérable en raison de son application dans l'industrie alimentaire comme
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parfums et/ou agents aromatisants. Des données récentes suggérent que I'huile essentielle
extraite des parties aériennes de cette espece végétale rassembles plus de 120
phytocomposants (langer et al., 1996; Hayouni et al., 2008; Badiee et al., 2012; Ghorbani
et Esmaeilizadeh, 2017).

Bien que I’é¢tude sur la composition chimique de I'huile essentielle de sauge a été
fréquemment signalée dans le monde entier, des différences significatives ont été observées
dans sa composition basée sur la variation saisonniére, la variabilité génétique, la défense
dans les parties végetales et la différence dans les stades de développement (Hassan et
al.,2019)

2. Répartition et localisation

Les genres riches en huile essentielle sont répartis dans un nombre limité de familles a haute
teneur en matiéres odorantes tels que (les Myrtaceae, les Lauraceae, les Rutaceae, les
Lamiaceae, les Asteraceae, les Apiaceae, les Cupressaceae, les Poaceae, les Zingiberaceae,
Piperaceae, etc...) (lograda, 2010).Les essences peuvent étre localisés au niveau des :
Cellules sécrétrices (Lauracées, Magnoliacees, Pipéracees). Elles peuvent étre de deux types
(Cellules épidermiques commecelles des pétales de rose, de violettes ou de muguet et les
cellules sécrétrices internes retrouvées au niveau du parenchyme corticale, du libére et du

bois.

Les especes, les organes sécréteurs d’essence peuvent se trouver dans les fleurs (Oranger,
Rose, Lavande), les feuilles (Citronnelle, Eucalyptus, Laurier noble), les écorces (Cannelier),
les bois (Bois de rose, Campbhrier, Santal), les racines (Vétiver), les rhizomes (Curcuma,
Gingembre), séve (encens, myrte), bourgeons (pin), les fruits (Anis, Badiane), les graines
(Muscade).Si tous les organes d’une méme espece peuvent renfermer une HE, la composition
de cette derniére (qualitative et quantitative) peut varier selon sa localisation dans la plante
(DA Saliva, 2010).

3. Composition chimique

Composition chimique des HE, fortement influencé par des facteurs génétiques et

environnementaux, I'age des organes et le temps de prélévement.

Salvia officinalis contiens enivrons 1,5% d’huile essenticlle a base de feuilles séches, a un

arbme particulier comprenant un pourcentage élevé de thuyone a et P (> 50%) et un faible
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pourcentage de camphre. (<20%, ce qui est considéré comme de la plus haute qualité
(Putievsky et al, 1992).

4. Utilisations des huiles essentielles

IIs sont utilisés dans l'industrie de la parfumerie et comme thérapies naturelles en raison de
leurs effets antimicrobiens, cytotoxiques, cytotoxiques, antimutagenes et fongicides. D'autres
propriétés incluent les capacités anticancéreuses et anti-inflammatoires. Elles sont également
utilisées dans le traitement de la démence. Les activités antioxydantes des HE les rendent
utiles en tant que conservateurs naturels dans les produits alimentaires, cosmétiques et
pharmaceutiques. Ces propriétés dépendent de la composition chimique des HE, fortement
influencée par des facteurs génétiques et environnementaux, I'age des organes et le moment
du prélévement (Cutillas et al., 2017).

Les huiles essentielles de sauge sont utilisées en externe pour les inflammations et les
infections des muqueuses de la gorge et de la bouche (stomatite, gingivite et pharyngite). En
interne, I’essentiel de 1’asile est utilisé pour soulager des symptomes symptomatiques et une

respiration excessive (Abu-Darwish et al., 2013).
V. Intérét médicaux

Ces derniéres années, de nombreuses études ont €té menées pour documenter les utilisations
traditionnelles de S. officinalis et trouver de nouveaux effets biologiques pour cette
plante.(Ghorbani et Esmaeilizadeh, 2017)

La sauge (La sauge est I’herbe de la vie ) est largement utilisee comme aréme alimentaire salé
sous forme de feuilles séchées ou d'huile essentielle (Abu-Darwish et al., 2013) , Les huiles
essentielles et certains extraits de sauge sont largement adoptés dans la société moderne et
constituent un moyen naturel et non toxique efficace pour lutter contre divers agents
pathogenes menacant le pronostic vital.(Kouba et al.,2018).

Les parties aériennes de I’arbuste S. officinalis ont une large d'usages médicinaux et une
longue histoire d’utilisation dans cuisine En raison de ses arOmes et assaisonnement, cette
plante a été largement utilisée dans la préparation de nombreux aliments (Ghorbani et
Esmaeilizadeh, 2017)ettraditionnellement utilisé pour traiter plus 60 maladies de santé, y
compris les rhumes, la bronchite, la tuberculose, les hémorragies et les troubles menstruels
(Topgu, 2006).
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Les grecs, les romains et les arabes ont utilisé la sauge comme tonique, et en compresse
contre les morsures de serpent. Au 18éme siecle, les feuilles de la sauge ont été roulées
comme des cigarettes pour les fumer contre I'asthme et surtout au printemps (Anonyme 3).

La sauge a éte principalement utilisée pour traiter I'infertilité dans les anciens L'Egypte et plus
tard il a été utilisé pour traiter presque tous les types de maladies, y compris Peste. (Hassan et
al., 2019).En plus, elle a une activité antispasmodique qui utilise lors des troubles digestifs :
digestion difficile, renvois d’air, ballonnements (gaz intestinaux). Elle a une action relaxante
sur les muscles de I’estomac et des intestins En agissant sur la sécrétion de la bile, elle facilite
la digestion des aliments gras (Bougrow, 2009).Et utilisées pour traiter divers problemes,
notamment les troubles digestifs et circulatoires, la bronchite, la toux, I'asthme, les problemes
de mémoire, I'angine de poitrine, I'inflammation de la bouche et de la gorge, la dépression et
la transpiration excessive, leurs effets antioxydants et leur capacité a améliorer la fonction
«téte et cerveau», a améliorer la mémoire, a stimuler les sens et a retarder le déclin cognitif

associ¢ a 1I’age (Lopresti, 2017).

Salvia officinalis est considérée comme un stimulant pour les personnes anémiques, aussi
pour les personnes stressé et déprimé, et recommandé pour les étudiants pendant les
examens. En outre, il est appliqué comme un gargarisme contre I'inflammation de la bouche,
des abces, et pour le nettoyage et la guérison de Blessures. (Stagos et al., 2012), Cette plante
sacrée de toutes vertus Elle contient de 1’acide ursolique, dont I’action astringente des
propriétés anti-oxydantes et a un pouvoir antiseptique d’ou son efficacité dans le
développement des agents infectieux (Iserin, 2001).

Une étude clinique récente a montré que la Salvia officinal distincture réduisait la fréquence et
I’intensité des bouffées de chaleur. La présente étude avait pour objectif d'étudier le ou les
mécanismes responsables de l'activité anti-bouffées de chaleur de S. officinalis et de
déterminer son ou ses principes actifs.Cette étude suggere I’implication de flavonoides
cestrogéniques courants et omniprésents dans 1’effet anti-hotflush de Salvia officinalis, en tant
que produit médicinal a base de médicament commun au cours de la ménopause.(Rahte et al.,
2013) .
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Matériels et méthode

Ce travail a été effectue au sein du laboratoire pédagogique du Département de la nature et
des sciences de la vie - Centre universitaire Belhadj Bouchaib - Ain Témouchent pendant
deux mois (15 février au 18 avril 2019).

Chapitre | : Etude phytochimiques de la plante « Salvia officinalis »

1. Préparation des extraits
1.1 Matériels

1.1.1Matériel végétale
Le matériel végétal utilisé dans notre étude est la partie aérienne (feuilles et tiges) de Salvia

officinalis appartenant a la famille des lamiacées. La plante a été récoltée au mois janvier
2019 dans la région d’Aghlal d’Ain Témouchent.

Figure 16: La plante de Salvia officinalis
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Figure 17: Région de la récolte

1.2. Méthodes

1.2.1 Séchage de la plante

La plante « Salvia officinalis » a été séchée a la température ambiante et a I'abri de la
lumiere du soleil pendant un mois, afin de préserver autant que possible l'intégrité des
particules. Une fois que la plante est séche, elle est soumise a une extraction.

1.2.2 Préparation des extraits

Les extraits utilisés au cours de notre étude sont préparés selon le mode d'extraction en
maceération.

Echantillons séchés de Salvia officinalis sont broyés a 1’aide d’un moulin a café
¢lectrique jusqu’a leur réduction en poudre. Apres broyage, les extraits préparés sont :

I'extrait organique (Ethérique,acétonique, et extrait aqueux).
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Figure 18: Broyage de la plante « Salvia officinalis » séche

2.2.1.1. Extraction par les solvants organiques a polarité croissante

Selon le protocole d'extraction décrit par (Bialo et al., 2004, Falleh et al., 2008), une prise
d'essai de 40 g de poudre de matiere végétale a été préparée dans 200 ml de solvant (acétone,
di éthyle éther) avec 24 heures d'agitation magnétique. A la température ambiante. Les taches

sont ensuite filtrées.
Extrait acétonique : E. AC
Extrait Ethérique : E.D.E

1.2.1.2 Extraction aqueuse

50 g de matiére végétale en poudre ont été réintroduits dans 500 ml d'eau distillée et
conditionnés a température ambiante pendant 24 heures sous agitation. (Falleh et al, 2008 ;
Moro et al, 2008).

Extrait aqueux : E. Aqueux
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1-Macération sous agitation

2-Filtration sous vide (solvants)

3-Filtration sous vide (aqueux)

Figurel9 : Extraction par les solvants organiques et extraction aqueuse
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Figure 20 : Les trois extraits de « Salvia officinalis »

1.3. Screening photochimique
1.3.1. Etude qualitative

L’¢étude phytochimique qualitative permet de détecter différentes familles chimiques
présentes dans notre plantes par des réactions de coloration et de précipitation. Et ces tests
réalisés soit sur la poudre végétale, soit sur I’infusé. Les résultats des tests phytochimiques

sont notés dans le tableau suivant :
1. Tanins (Karumi et al., 2004)

A 2ml de la solution a tester, on ajoute 2 a 3 gouttes de solution Fecl3 a 2%, un résultat positif
est réveélé par I’apparition d’une coloration bleu noir et un précipité obtenu quelques minutes

apres.
2. Saponosides (Karumi et al., 2004)
5 ml de trois extraits aqueux, acétone, éthérique bien mélangés avec 10ml d’eau distillée.

La présence des saponosides est confirmée par la formation d’une mousse persistance

15minutes apres
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3. Flavonoides (Karumi et al., 2004)

5ml de chaque extrait sont traités avec quelques gouttes de HCL concentrée auxquels on
ajoute une quantité de tournure de magnésium qu’on laisse agir. L apparition d’une couleur

rouge confirme la présence de flavone aglycone.
4. Glucosides cardiotoniques (Edeoga, 2005)

5ml d’acide acétique contenant des traces de Fecl3 et Sml de d’acide sulfurique contenant les

traces de Fecl3 pour 1ml de chaque extrait. La réaction de Killer-Kilani est basée sur ce test.

La formation de deux phase, une colorée en brun rouge (acide acétique) et 1’autre en bleu —

vert (acide sulfurique) confirme la présence de glucosides cardiotoniques.
5. coumarine (Bruneton, 1999)

A 1 ml de chaque extrait, on ajoute 1 ml d'eau chaude. La solution obtenue est divisée en deux
parties égales dont la premiére représente un témoin et la deuxieme est traitée avec 0.5 m de
NH40H a 10%.

L'examen est réalisé sous la lumiére ultraviolette et I'apparition d'une fluorescence intense

révele la présence de coumarines.

6. Alcaloides (Bruneton, 1999)

Le réactif de Mayer et le réactif de Wagner sont utilisés et préparés comme suit :
Réactif de Mayer : 5g de KI et 1.358g de HgCI2 solubilisés dans 100ml d’eau distillée.
Réactif de Wagner : 2g de Kl et 1.27g d’I2 solubilisé dans 100ml distillée.

Pour 2ml de chaque extrait, on ajoute 1ml de reactif de Wagner ou Mayer. Cette expérience
donne lieu a la présence de turbidité ou de précipitation confirme la présence des alcaloides.

7. Amidon : (Benmehdi,2000)
Réactif d’amidon : 1.2g d’12 et 2.05g de KI solubilisés dans 500ml d’eau distillée.

On traite I’extrait aqueux avec le réactif d’amidon, la présence d’amidon est confirmée par

I’apparition d’une coloration bleu violacée.
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8. Mucilage

Un test positif est révélé par un précipité floconneux a la suite d’un mélange de 1ml d’extrait

aqueux et Sml d’alcool absolu.
9. Emodols

Faire évaporer 3ml de I’extrait éthérique auquel on ajoute 1 ml de NH4OH ce test fait
apparaitre une teinte vive variant de I’orangé rouge au violet pourpre qui indique la présence

des emodols
10. Quinone libre (Oloyede, 2005)

A un volume de 1 ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH a 1%.
L'apparition d'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones

libres

11. Stérol (réaction de Libermann-Burchard)

On traite 1 ml d'extrait avec 2.5 ml d'anhydre acétique et 10 gouttes d'H 2SO4 concentrée.
Les stéroides donnent avec cette réaction une coloration violacée virant au vert.

1.3.2. Etude quantitative

I. Humidité : selon [AFNOR, 1990]
I.1.Principe

Cette méthode analytique est basée sur le séchage complet du matériel végétal frais a une
température de 80°C jusqu’a obtention d’un poids stable. L’Humidité est le pourcentage en

eau perdue apres séchage par rapport a la matiere fraiche.
1.2. Mode opératoire

Dans un papier aluminium, introduire 100g de 1’échantillon a analyser. Porter 1’échantillon
emballé dans le papier d’aluminium dans I’é¢tuve a 80°C. Refroidir au dessiccateur, peser

jusqu’a un poids constant.
La teneur en humidité est calculée par la relation suivante :
1.3. Expression des résultats

Le taux d’humidité est exprimé en % selon la formule suivante :

Page 31



Matériels et méthode

H%= (M2- M3) / (M2-M1)] X 100

M1 : la masse du papier aluminium vide en gramme.

M2 : la masse du papier aluminium + la prise d’essai avant le séchage.
M3 : la masse du papier aluminium + la prise d’essai prés le séchage.
H : humidité.

2. Sucre totaux

Principe (Arvamov, 2006)

La méthode de DUBIOS et al (1956) permet de doser les oses en utilisant le phénol et ’acide
sulfurique concentré, en présence de ses deux réactifs, les oses donnent une couleur jaune-
orange dont I’intensité est proportionnelle a la concentration des glucides, la densité optique

est déterminée entre 450 a 550nm.
Dosage

Prendre 5 ml du filtrat, les faire diluer dans 50ml de 1’eau distillée, et a partir de cette solution
prendre 1ml et faire introduire dans un tube a essai, ajouter 1ml de solution de phénol a 5%,
agiter énergiquement puis verser Sml de ’acide sulfurique concentrée, agiter, laisser refroidir

a ’obscurité pendant 30 minutes, lire la densité optique a 490 nm.

Expression des résultats %TS (%MS)= [(C X50) P] X 100
C : concentration en sucre de I’extrait en « mg/ml »

50 : volume de I’eau distillée en « ml »

P : la prise d’essais (50mg)

TS: Sucre totaux %TS (% MF) = [TS (% MS) X% MS] /100

9% MS : la teneur en matiére seche en %
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I1. Composés phénolique (Martin et Larry, 1977)
» Principe (méthode de bleu au Prusse)

Dans une premicre étape, I’échantillon est distillé. Dans la seconde étape, I’échantillon est
mélangé avec un tampon alcalin (pH a proximité de 10.3), du ferricyanure de potassium et
avec une solution d’amino-4-antipyrine pour former un complexe coloré. L’absorbance a 505

nm est mesurée et comparée a une courbe d’étalonnage obtenue avec le phénol (C6H5OH)
» Mode opératoire

On introduire 1 ml d’extrait végétal et 3ml de la solution de Fecl3 (0.1M) dans Hcl (0.1N)

dans des tubes a essai stériles aux quel on ajoute 3ml de K3Fe(CN) 6 a 0.008N.
Les mesures d’absorbance DO sont effectuées a 720 nm pendant 1 min a T°C ambiante.
La DO obtenue est corrigée en éliminant I’absorbance de I’extrait.

Remarque : le calibrage du spectrophotomeétre se fait avec blanc contenant 1ml d’eau

distillée, 3ml de FeCl3 et 3ml de K3Fe(CN) 6.
Extraction

Le mode d’extraction consiste a peser 50mg de matériel végétal sec a mettre dans 50ml d’eau

distillée et laisser agir pendant 24 heures a T°C ambiante pour étre filtrer a son tour.
Expression des résultats
Une courbe d’étalonnage a été tracée par différentes concentrations d’acide tannique.

A partir de cette courbe on détermine la concentration de notre échantillon en composés

phenoliques par rapport a la matiere séche. CP (%MS) = [C X50/P] X100

C : concentration de 1’extrait en « mg/ml ».

50 : volume d’eau distillée en « ml ».

P : la prise d’essai en « mg ». %CP (%MF) =%CP (%MS) X %MS

CP : composé phénolique 100

% MS : la teneur en matiere seche en %
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Chapitre II : Etude de I’activité antimicrobienne
1. Extraction d'huile essentielle

Dans notre travail, l'extraction était réalisée sans prétraitement de la distillation (pas de

broyage ni de recyclage du matériel végétal).
2. Extraction par I’hydro distillation

L'huile essentielle de la plante Salvia officinalis est extraite par la méthode d’hydro-
distillation, grace a un montage d'extraction qui est constitué d’une chauffe ballon, un ballon
en verre pyrex ou I’on place la matieére végétale séchée et I’eau distillée et une colonne de

condensation de la vapeur (réfrigérant) plus un Dean Stark.

="k

Figure 21: Le montage utilisé pour I’extraction d’huile essentielle « salvia officinalis »
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2. Protocole opératoire d*hydro distillation

On a mis 34 g des parties aériennes séchées de notre plante, finement découpées
dans un ballon Bicol de 1L, additionnés de 500 ml d’eau pour éviter les débordements lors de

I’ébullition , le mélange est porté a ébullition a I’aide de la chauffe ballon pendant 2 h.

Les vapeurs chargées d'huiles essentielles et d'eau passent par le tube vertical puis dans le
serpentin de refroidissement ou se produisent la condensation et la séparation, ce qui entraine

I'apparition de deux phases, I'une organique (huile essentielle) et aqueux.
3. Conservation de I’huile essentielle

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 lumiére (Ayoughi et al.,
2011), enveloppée dans du papier aluminium, méme en l'utilisant pour éviter toute

dégradation.
4. Analyse des propriétés organoleptiques

Les huiles essentielles sont généralement liquides a la température ambiante et sont volatiles,
plus ou moins colorées (AFSSAPS, 2008).
Chague huile essentielle est caractérisée par des propriétés organiques telles que: odeur,

apparence physique et couleur.
5. Détermination de rendement en huile essentielle

Selon la norme (AFNOR, 1986), RHE est défini comme le rapport entre la masse des huiles
essentielles obtenues aprés extraction (MHE) et la masse végétale utilisee (MS). Le

rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la formule suivante :

[ RHE = MHE / Ms .100 ]

RHE : rendement de I’huile essentielle (%).
MHE : masse d’huile essentielle récupérée en g

Ms: Quantité de la matiére végétale séche utilisée pour I'extraction exprimeée en (Q)
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6. Détermination de la densité

Pour déterminer la densité de notre huile, nous avons calculé le rapport entre un certain

volume d'huiles essentielles et la masse de ce méme volume. La densité est obtenue en (g /

SRR

d : la densité par (g /cm3).

cm3).

m : masse d’huile en (g).

V : volume d’huile en (cm3).
Il Matériel
Matériel biologique

a. Souches microbiennes pathogenes
L'activité antimicrobienne sera testée dans les extraits de Salvia Officinalis sur les souches
ATCC, qui ont tous été fournis par le laboratoire de microbiologie de I'université d'Ain

Témouchent.

Tableau04 : les déférentes souches utilisées dans notre étude

Référence
Les souches Code génétique Type
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Gram positive
Staphylococcus aureus ATCC 43300. Gram positive
Escherichia coli ATCC 25922 Gram négative
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram négative

b. huile essentiel : HE de la sauge « Salvia Officinalis »
c. milieu de culture

» milieu PDA.
» Gélose Mueller Hinton (MH).
» Bouillon Muller-Hinton (BMH).
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» Bouillon PDA.
d. réactifs chimiques et autres matériel

Antibiotiques :

» Gentamycine « GEN »
» Erythromycine « ER »
» Vancomycine « VANCO »

I11. Méthodes

1. Technique de diffusion sur gélose Muller Hinton (méthode des disques/

Aromatogramme)

Pour la préparation de 1’inoculum, chaque culture bactérienne est répartie sur de la gélose
nutritive afin d'obtenir des colonies bien isolées.Aprés incubation a 37 ° C pendant 24 h,
quelgues colonies avec un anneau en platine sont transférées dans un tube a essai contenant

une solution physiologique.

La densité optique est déterminée a l'aide du spectrophotomeétre « SPECORD 200 plus »avec
une longueur d'onde de 625 nm. La DO doit &tre comprise entre 0,08 et 0,1, équivalant & 10°
UFC / ml (CLSI, 2006).

L’inoculum réduit la concentration de 1/10 dans une solution saline physiologique. La DO

finale obtenue a partir du I’inoculum doit étre égale & 10° UFC / mll. .

Les boites de Pétri contenant le milieu Muller Hinton gélosésont ensemencées par
écouvillonnage [(EUCAST, 2003) ; (Joffin et Leyral, 2006).

Les disques de 6 mm de diameétre sont préparés a lI'extérieur a partir de papier filtre stérile,
puis infusés avec I'huile essentielle a tester (20 pl par disque). Les boites sont incubées a 37 °

C pendant 24 heures.

L'activité antibactérienne est déterminée en mesurant le diamétre des zones d'inhibition(DZI)
autour des disques. L'activité antibactérienne se traduit par un halo transparent autour du

disque, mesurée en diamétre et exprimée en millimétres. (Joffin et Leyral, 2006).

Page 37



Matériels et méthode

{ Figure 22: Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme) ]

1.1. Lecture des resultats
Les diamétres des zones d’inhibition (DZI) mesurée sont appréciés comme suit :

Tableau 05 : Les diamétres des zones d’inhibition (DZI) (Djabou et al.,2013).

Pas sensible(-) Moyennement sensible (++) Extrémement
sensible(+) sensible (+++)
D <ou= 8mm 8-14mm 14-20mm 20mm

Les bactéries montrent une sensibilité au I’huile essentielle, sont sélectionnées pour

déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Derwich et al., 2010).
2. L’interaction synergique de I’huile avec quelque antibiotique

L’objectif de ce test est d’obtenir la gamme antibactérienne la plus large possible sur les

souches bactériennes contre 1’antibiotique testé.

La Salvia officinalis est évaluée par la méthode de propagation du disque aux quatre souches
bactériennes. Quatre boites pétries ont été collé par la gélose MH. Aprés I'ensemencent de ces
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boites parl’inoculum standardisé de chaque souche deux disques d’antibiotique ont été

déposés sur lasurface de gélose de chaque boite et on ajoute 20 pl par disque comme suite :

Figure 23: L’interaction synergique de 1’huile avec quelque antibiotique

3. Méthode des micro-dilutions en milieu liquide

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 1’activité antimicrobienne de

I’huile essentielle : bactériostatique ou bactéricide.
3.1. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Des microplaques a fond en U sont utilisables pour la détermination des CMI. Une plaque

de 96 puits permet la determination de la CMI des souches vis-a-vis d’un extrait.

Dans les cupules d’une méme ligne, 100 pl de Bouillon « BMH pour les bactéries a été
déposé, puis 100 pl de dilutions successives a raison de %2 de HE a tester, sont ajoutés a
chacun des puits. Chaque puits est ensuite ensemencé par 10 pl d’une suspension microbienne
410 ° cellules/ml. (Eloff ,1998).

Incuber les plagues inoculées a 37°C pendant 16 a 20h, la CMI est la concentration

minimale de HE qui inhibe complétement la croissance des microorganismes dans les puits

de micro-dilution telles que détectées par 1’ceil nu (Clsi, 2012)
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Figure 24: Méthode des micro-dilutions

3.2. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB)

La détermination du CMB et du CMF nécessite I'ensemencement successif du contenu des
puits de concentration supérieure ou égale a la CMI dans la série de dilutions prédéterminées
sur gelose M-H. Ainsi, le CMB est déterminée aprés 24 h d'incubation a 37 ° C. C'est la plus

petite concentration qui empéche totalement la croissance. (Ennadir et al ., 2014)

5ul de la suspension bactérienne sont repiqués a partir des puits montrant une absence

compléte de la croissance bactérienne puis déposés en strie sur gélose.
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Chapitre | : Etude phytochimiques de la plante « Salvia officinalis »

I. Etudes qualitatives
1. Rendements des extraits

La préparation des extraits a partir de Salvia officinalis a été effectuée par des solvants a
polarité croissante il s’agit de éther di éthyle , acétone, aqueux ,Cette extraction a permis
d’obtenir des extraits de chaque solvant. 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 sont représentés dans la figure 25

90
80
70
60
50
40 H aqueux

30 .
20 M acetone

le rendement en %

10 H di éthyle éther

aqueux acétone di éthyle
éther

Extraits

Figure 25 : Rendement des extraits des feuilles de la
plante Salvia officinalis

Les résultats obtenus montrent que les rendements en extraits sont variables dans les
différents solvants utilisés, nous remarquons que 1’extrait aqueux représente le rendement le
plus élevé, avec un pourcentage de (80.46%), suivi par 1’extrait acétonique avec (67.9%0), et
I’extrait éther di éthylique avec le plus faible pourcentage (51.57%).D’une maniére générale,
les différents rendements illustrés dans la figure viennent confirmer les intensités des
résultats des tests photochimiques, ’extrait aqueux présente le rendement le plus élevé et
révelés la majorités des composés bio actif suivie par I’extrait acétonique puis 1’extrait éther

di éthylique.

les rendements des extraits varient non seulement d’une plante a une autre mais également en
fonction des paramétres d’extraction des métabolites secondaires, dépondraient de la polarité

du solvant, de I’espéce de la plante, le type de matériel végétal, et la technique d’extraction
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appliquée(Stojanovi et Veljkovi.,2007).La méthode d’extraction est une opération importante
qu’il faut mener avec soin. Par ailleurs, la collecte, le séchage, le stockage-tributaires
al’extraction-influencent largement sur le rendement ainsi que la qualité des extraits
(Benjilali, 2005). Selon Balansard (2007), la date de récolte de la plante a une grande

influence sur sa composition chimique et par conséquent sur son activité biologique.
2. Les tests phytochimiques

Les tests phytochimiques sont des méthodes et des techniques de préparation et d'analyse qui
consistent a détecter les groupes de métabolites secondaires responsables des effets
thérapeutiques ont été réalisés sur différents extraits préparés a partir des feuilles de Salvia
officinalis par la mise en place d’un ensemble de réactions de caractérisation de différents
composés chimiques. Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou de
coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés (Bentabet et al.,2014).
En utilisant des différents solvants a polarité différente pour permettre de séparer des
composés selon leur degré de solubilité¢ dans le solvant d’extraction, Les résultats des tests
phytochimiques détectés par un changement de couleur spécifique ou un examen sous la
lumiere ultraviolette pour donner un résultat. Les tests ont été réalisés sur 1’extrait aqueux,

acétonique et éther di éthylique préparés a partir de feuilles de Salvia officinalis.
Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau NO5 : Tests phytochimiques réalisés sur les feuilles de Salvia Officinalis

Composés Résultats obtenus sur
E. aqueux E.acétonique E.ether diethylique

Tanin ++ + -
Saponoside ++ ++ -
Flavonoide + - -
Glucoside - - -
Alcaloide + + -
Terpénoide + + -
Coumarine - - +
Sterol - - -
Quinone libre - - -
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Mucilage +
Amidon -
Emodol +

Signification des symboles : + : Présence (Réaction faiblement positive) ; + + : Abondamment
présent (Réaction fortement positive) ; - : Absence (Réaction négative)

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés sur les feuilles de Salvia
officinalis, mentionnés dans le tableau ; montré que cette plante effectivement contient, six
groupes de composés bioactifs : les flavonoides, les tanins, les Saponoside, les Alcaloide, les
terpénoides, coumarines, les Mucilage et les Emodol. En revanche les composés, les stérols,
les Quinone libre, I’Amidon et les glycosides ne sont révélés dans aucun extrait de la plante
étudiée. Ces résultats varient d’un extrait a I’autre la plupart de ces composés sont présent
dans D’extrait aqueux et acétonique avec des intensités variables sauf les flavonoides sont
présent juste dans 1’extrait aqueuX, les coumarines sont présents uniquement dans 1’extrait
éther diéthylique, ces variation reposent sur les propriétés des solvants et leur degrés de

polarités.

La nature du solvant C’est une évidence de dire que 1’activité pharmacologique dépend de la
nature du solvant d’extraction. Cependant, des variations d’action importantes peuvent étre
démontrées sur des extraits de plantes traitées par des solvants présentant des caractéres tres
polaires (Mortier, 1991).La macération par trois solvants a polarité déférente, permettre de
séparer les composants qui se trouvent dans les feuilles de notre plante, selon leur degré de
solubilité dans le solvant approprié (Hagerman, 2002). Les métabolites secondaires vont étre
extraits en fonction de leur affinité pour un solvant. Les composés tres polaires sont solubles

dans I’eau (polaires, hydrosolubles) et dans les solvants polaires.

L’extrait aqueux tres polaire et les métabolites secondaires vont étre solubilisés facilement et
révelent en quantités importantes, d’aprés Feknous et al.,(2014) I’analyse des extrait des
végétaux ,réveles que la fraction polaire est tres riche en métabolites secondaires. Ce qui
confirme les travaux de Taiba et al., (2017) qui a été révélé la présence des tanins,
saponosides, flavonoides, alcaloides dans I’extrait aqueux de Salvia officinalis, et méme
Ciulei, (1981) montre la présence de Flavonoides, terpénes, tanins en quantités importantes

dans I’extrait aqueux.
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L’acétone, porte la capacité de recueillir plus des composés bio actif ,I’¢tude réaliséepar (Sy
et al,2011) montre que L’acétone étant un solvant polaire, il est susceptible aprés extraction,
de recueillir de la poudre de feuilles de Salvia officinalis des composés de nature polaire
comme des tanins, des flavonoides et des alcaloides et d’aprés(Yinrong Lu et
al.,2000)L'analyse HPLC de I'extrait acétonique aqueux a 70% de S. officinalis a révéler la
présence de plusieurs acides phénoliques et de flavonoides, et méme 1’étude menus par (Sy et
al., 2011) qui montre que L’acétone étant un solvant polaire, il est susceptible aprés
extraction, de recueillir de la poudre de feuilles de Salvia officinalis des composes de nature
polaire comme des tanins, des flavonoides et des alcaloides. Au contraire L'éther di éthylique,
il est faiblement soluble dans I’eau, solvant organique peu polaire, et la solubilité des
composés présent dans la matiére végétal vont étre plus difficile, ce qui confirme 1’absence

des métabolites secondaire dans cette extrait (Hunter Stockton,s.d)

Les composes qui ne sont révélés dans aucun extrait indique que notre plante probablement
pauvre en ces composes ou cette résultat elle a une relation avec le choix du solvant et leur
nature Mamyrbekova-Bekro et al.,(2013),montre que ces résultats serait due au mode
d’extraction de matiére végétale utilisé dans I’extraction, les conditions de séchage, le contenu

de chaque espéce en métabolites.
I1. Etudes quantitatives
1. Humidité

Les végétaux sont riches en eau, nos résultats révelent la teneur en eau de Salvia officinalis

est de 75.03 %ce qui indique que cette espece est riche en eau.

Nous constatons que notre plante a un taux d’humidité correspond a 75,03%.

‘ 0/0 Taux d'humidité
\ ’ M matiére séche

; Figure 26: Représentation graphique de taux d’humidité de la l
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La comparaison de notre résultat avec d’autres travaux sur la méme espéce, nous a amené de
trouver que notre reésultat est supérieur a celle rapportée par Djelili(2007) dans la région de
Bejaia estimé a 64,50% et supérieur a celle trouvée par Munné-Bosch et Alegre (2003) qui
est de58,9 %o, et la résultat présentée par Touafek (2010) dans la région Tiaret 80,3%oet par

Bounihi (2016) dans la région de Annaba estime & 78%.

Cette forte teneur en humidité signifie que plus de trois quarts du poids de notre plante fraiche

est constitué d’eau.

Lorsque le milieu de vie de la plante n’est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la
synthese des métabolites secondaires afin de s’adapter et survivre qui va augmenter
I’humidité de la plante (Tim et al 2005).

2. Sucre totaux

Le teneur en sucres totaux exprimée par rapport a la matiere seche de la plante Salvia

officinalis correspond a 17%.

Notre résultat est en accord avec celui reporté par Seager et ces collaborateurs (1993) qui

estdel6, 5%o,et inferieur de celle trouvée par Hammoudi(2015) qui est de 34,3%.

Selon nombreux auteurs, dont Munier (1973), Sawaya et al. (1983), convient que les sucres

varient en fonction de la diversité, du climat et du stade de maturation.

L’étude réalise par Diop et al ., (2010) montre que le saccharose est le principal sucre
majoritaire, le glucose et le fructose étant présents en faible quantité dans la plante de Salvia

officinalis.
3. Composés phénolique

Composés phénolique sont des molécules bioactives treés recherchées parce qu’elles sont
réputées pour leurs excellentes propriétés antioxydants et antimicrobiennes. Pour ces raisons,
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué pour la plante Salvia officinalis par la
méthode spectrophotométrique avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont
exprimés en g/l d’acide gallique par gramme de la matiére végétale seche, en utilisant la

courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique.

Nous constatons que notre plante a un taux de polyphénol correspond a 25%.
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Les résultats obtenus confirment ceux présenté par Graige et Ahmed (1988), qui ont montrés
que les lamiacées possedent une activité antibactérienne et antifongique grace a la multitude

de composés phénoliques qu’ils contiennent.

La comparaison de notre résultat avec d’autres travaux sur la méme espece, nous a amen¢é a
dire que notre résultat est inférieur a celle rapportée par Rili et Korichi(2017) qui est de

30,1%0, et supérieur de celle trouvée par Fadili et ces collaborateurs(2015) qui est de 21,7%.

Le contenu poly-phénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a autre,
cela peut étre attribué a plusieurs facteurs : facteurs climatiques et environnementaux, la
sécheresse, sol, agressions et maladies...etc. (Ebrahimi et al 2008),le patrimoine génétique,
la période de la récolte et le stade de développement de la plante le teneur en composés
phénoliques totaux est influencée par les saisons de 1’année, ou ces composés prennent leurs
valeurs maximales en été, et minimale en printemps, la température élevée induit
I’accumulation des produits phénoliques comme réponse de stresse de la plante(Miliauskas et
al 2004),la méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également

influencer 1’estimation de la teneur des phénols totaux (Lee et al 2003).
Chapitre II : Etude de P’activité antimicrobienne
I. Evaluation de activité antibactérienne de I’huile essentiel de Salvia officinalis

L’activité antimicrobienne de huile essentielle de plantes médicinales testées In vitro vis-a-vis
des micro-organismes a été qualitativement et quantitativement évaluée par la présence ou
I’absence des zone d’inhibition et par la CMI (Bouajaj et al., 2013).C’est dans cette raison
que, nous avons étudié In vitro le pouvoir antibactérien de huile isolés de Salvia officinalis par
la méthode de diffusion des disque sur un milieu gélosé semi-solide ainsi que par la méthode
de la concentration minimale inhibitrice (CMI) vis-a-vis des quatre souches (Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300 et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), fréquentes en pathologie humaine, appartenant a

deux différentes catégories (Gram positif et Gram négatif).
1. Rendement en huile essentielle

Dans 35 g de maticre végétale seche, une teneur moyenne de 0.42 g d’huiles essentielles est

obtenue. Cette teneur correspond & un taux de 0,82% .Ces huiles sont de densité plus
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importante que celle de 1’eau, d’un aspect liquide limpide fluide et mobile, de couleur jaune

pale et d’odeur agréable.

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 obtenu en huile essentielle de la sauge récoltée dans la région d’aghlal (Ain
témouchent) est del.2 %, par comparaison avec d’autres recherches, réalisé par Brieskorn et
al., (1991)des résultats plus ou moins similaires ont été obtenus sur la méme espece végétale
dont les rendements d’huiles essentielles varient entre 1 et 2,5 %(Benkherara et al., 2011)

La comparaison de notre résultat avec d’autres travaux nationaux et internationaux sur la
méme espece, nous a amené a dire que notre résultat est similaire avec la résultat réalise par
Rasmy et al., (2012) en Egypte : le rendement a atteint 1.2%et supérieur a celle rapportée
par Méhalaine, (2017) dans la région de Constantine estimé a 0, 65%, et par Bouzaoui et
Haridi (2013) dans la région de Guelma estimé & 0,8%.Et pour I’espéce de Salvia
officinalis de Tunisie notre résultat est supérieur a celui rapporté par Yangui et al.,(2009)
estimé a 0,72%.Par contre, notre rendement est inférieur a celui rapporté parBordjiba et
al.,(2015) dans la région de Annaba, par Mattazi et al.,(2015) au Maroc (Aghadir), et par

Damjanovic et al.,(2014) au Monténégro estimé a 1,52%, 1,97% et 2,4% respectivement.

Ces résultats variant considérablement entre les différents essais et cette variation base sur
les résultats de différents facteurs ,Rodolfo et al., (2006) ont montré que le rendement
d'extraction des huiles essentielles varie en fonction de I'origine de la plante, notamment les
facteurs climatiques (chaleur, froid, stress hydrique...), la diversité interspécifique ; la nature
des organes sur lesquelles les huiles ont été extraites, la localité ou sont récoltés les
échantillons, la température de séchage ,sont autant des parametres qui peuvent avoir une
influence sur le rendement en huile et également a la période de la récolte de la matiere
végetale, de cycle végétatif et de la nature de 1’organe végétal (Fellah, 2001), dans cette
concept Laouer, (2004) indique que le taux de thujone de Salvia officinalis varier pour une

récolte de printemps 26%et de 51 % pour une récolte d’automne.
2. Détermination de la densité

La détermination de la densité de I'huile essentielle indique sa pureté. Nous constatons que

notre plante a une valeur de densité correspond a 0, 380 g/cm3.
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Notre résultat est inferieur celui trouvé par Djermane (2007) dans la région de Bejaia

estimé a 0, 840 g/cma3.

Karlskind, (1992) montre que ladensitédépend de la composition chimique des huiles,la
température,et les facteurs environnementaux et climatiques qui jouent un réle important dans

la qualité et la pureté des huiles végétales.
3. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

L’aromatogramme est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles
essentielles. C’est I’équivalent d’un antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par les

huiles essentielles (Benkherara et al., 2011).

Lors de cette étude, nous avons testé I’action de I’huile essentielle de Salvia officinalis vis-a-
vis de quelques souches bactériennes par la méthode de diffusion des disques sur un milieu
gélosés solide MH,I'effet antibactérien se traduit par I'apparition d'une zone d'inhibition autour

du disque saturé avec I’huile, les résultats obtenus étant exprimés dans les figures suivantes :

Figure 27 : Représentation photographique de 1’effet de I’huile essentielle de
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La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque a

I’aide une régle en (mm). Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition.

Tableau 06 : Transcription des valeurs des diamétres d’inhibition(Ponce, 2003).

[t

D<8mm Reésistante
Imm=>D<14 Sensible
15mm>D<19mm Assez sensible
D>20mm Tres sensible

Les résultats présentés dans la figure, révelent que I'huile essentielle de Salvia officinalis a
une grande activité antibactérienne enregistrée pour toutes les souches testées avec des

meilleures zones d’inhibition comprises entre 12 et 30 mm de diamétre.

De I’ensemble des résultats obtenus, on cite que la souche Saureus ATCC 43300 semble la
plus sensible par rapport aux autres souches aux différentes dilutions des huiles essentielles
¢tudiées, avec une zone d’inhibition de 20mm a 30mm de diameétre, D’autre part, une
efficacité non négligeable de ces huiles essentielles est observée contre la souche bactérienne
E. coli ATCC25922 avec des zones d’inhibition varier de 15 a 30mm de diamétre. Ces
chiffres sont de loin plus important qui signifie que ces souches sont extrémement sensible
(trés sensible) (+++) : diametre > 20 mm, suivi parla souche S.aureus ATCC 25923 qui
présenteune activité lemoinesensible, avec des zones d’inhibition de 15mm a 20mm de

diametre, cette bactérie est assez sensible.

Dans le cas deP. aeruginosa ATCC 27853 on trouveune faible activitécontre HE de notre
plante par rapportaux autres souches testéesavec des zones d’inhibitions variées entre 12 a 20

mm de diamétre.
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Figure 28: Représentation graphique de 1’activité antibactérienne d’huile essentielle

Nos résultats montre que les bactéries a Gram positif comme les souches bactériennes
Staphylococcus aureus 43 et 25 sont des bactéries les plus sensibles aux huiles essentielles
étudié qui exercent la plus grande sensibilité vis-a-vis I’HE testé. Dans ce contexte, le
camphre, l'a-thujone et le 1,8-cinéole (composants majeurs présents dans HE de Salvia
officinalis) sont des produits chimiques responsable de cette activité qu’ayant un potentiel
antimicrobien (Khedher et al.,2017).

L’étude deKhedher et al 2017 trouve qu’HE de Salvia officinalisa montré une activité
intéressante contre S. aureus, et selon Khalil R, et al (2011) montre que les HE de la sauge
officinale de la région de Syrie ont présenté une bonne activité inhibitrice sur les souches

Staphylococcus aureus.

Par contre Delamare Longaray et al., (2007) montre que HE de Salvia officinalis cultive

dans le sud du Brésil n'a montré aucune activité contre plusieurs souches de Staphylococcus .

Des études antérieures ont montré qu'il existait une relation entre composants les plus
abondants dans HE et I'activité antimicrobienne (Deans et Sbodova, 1990), Dans ce contexte,
Les activités antimicrobiennes de Salvia officinalis peuvent étre attribuées a la présence de
fortes concentrations du camphre, 1'a-thujone et le 1,8-cinéole (les composés majeurs présents

dans HE de (Salvia officinalis).
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Les bactéries a Gram positif exercent la plus grande sensibilité par apport aux bactéries a
Gram négatif, car ces derniers sont les plus protégées aux actions des huiles essentielles, en
raison de leur membrane externe de lipopolysaccharide entourant la paroi cellulaire du
peptidoglycane qui limite la diffusion des composés hydrophobes a travers son revétement
polysaccharidique dans la membrane cellulaire cible (Wan, 1998). L’absence de cette barriére
chez les bactéries & Gram positif permet le contact direct des constituants hydrophobes des
huiles essentielles avec la bicouche phospholipidique du membrane cellulaire, ou ils
produisent leur effet, provoquant soit une augmentation de la perméabilité aux ions, soit une

fuite de constituants intracellulaires bactériens (Delamare et al.,2007)

Dans le cas d’E.Coli et P. aeruginosa ATCC 27853 la grande sensibilité a I’HE de Salvia
officinalis due a I’interaction de ses composés mineur présents dans HE de Salvia officinalis
comme L'a-pinene, le 2-B-pinéne et le limonene. Ce qui confirme par les travaux deKhedher
et al.,2017 montre que l'a-pinéne, le 2-B-pinene et le limonene(les composés mineurs)
avaient également une forte activité antibactérienne. Ces composants chimiques ont exercé
leurs effets toxiques sur les bactéries telles que la souche bactérienne E. Coli, en perturbant
leur membrane externe.

Nos résultats sont similaire aussi avec, Bouajaj et al., (2013) ont constaté que 1’huile
essentielle de la sauge a exerceé une forte inhibition vis-a-vis d’Escherichia coli avec des
grandes zones d’inhibitions. On a méme une étude qui réalisée par Lakhal H, et al (2013)sur
les HE de Salvia officinalis L de la région de Batna (Est-algérien), a signalé un pouvoir
inhibiteur sur des bactéries Escherichia coli ATCC25922 qui a été trés sensible face aux
différentes concentrations des HE des feuilles de 1’espéce végétale Salvia officinalis.

Le cas d’E. Coli et P. aeruginosa ATCC 27853 sont totalement différents par rapport a I’autre
bactérie a Gram négatif. ces souches bactériennes sont sensible a HE de Salvia officinalis, ce
qui confirmer par Zhiri et al., (2010) qui montre que I’activité des HE dépend aussi de
I’espéce bactérienne, que ce soit la bactérie Gram+ ou Gram- et aussi dépend 1’activité
antimicrobienne de HE et principalement la fonction de leur composition chimique et en
particulier de la nature de leurs composes volatils majeurs (Daroui-Mokaddem, 2012).

les activités antibactériennes obtenues étaient liées aux effets synergiques entre differents
composants majeurs et mineurs du HE de Salvia officinalis, ce qui suggére que HE de Salvia
officinalis pourrait étre potentiellement utile dans la conservation des aliments et la lutte
antiparasitaire (Khedher et al.,2017).
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4. L’interaction synergique de I’huile avec quelque antibiotique

Nous avons réalisé le test synergétique d’huile essentielle de Salvia officinalis par la méthode

de diffusion sur disque d’antibiotique (GEN,VAC, ER)sur les souches bactériennes étudiés.

De I’ensemble des résultats obtenus, la souche Escherichia coli a montré une grande
sensibilité sous 1’action des huiles essentielles (D=20) et de I’antibiotique avec la méme zone
d’inhibition de ’ordre de 20mm de diametre, alors qu’elles sont complétement résistantes a
I’antibiotique ER et VAC, dans le cas de [’association d’huile avec ces antibiotiques, il
montre une activité synergique avec GEN le diamétre augmente de 20 & 21 et avec ER une
effet antagoniste de HE et ATB a cause de la diminution de la zone d’inhibition de 20 a 10.

Pour VAC aucune effet s’exerce sur E. Coli parce qu’il est résistante au cette antibiotique.

Concernant la souche Saureus ATCC 43300, présente une grande sensibilité sous I’action des
huiles essentielles de I’ordre de 30 mm et de 1’antibiotique GEN avec un diameétre de 29 mm,
dans le cas de I’association d’huile avec GEN, montre une action synergique par
I’augmentation de la zone d’inhibition 31mm. La souche Saureus ATCC43300 resistantes
aux antibiotiques ER et VAC, et I’association d’huile avec ER exerce un effet antagoniste, a
cause de la diminution de la zone d’inhibition de 30 & 17 et le méme effet avec VAC, un effet

antagoniste et la zone d’inhibition de 30 a 11.

La méme chose pour la souche Saureus ATCC 25923, I’huiles essentielles de Salvia
officinalis exerce une activité synergique avec GEN et antagoniste avec ER, mais S.aureus
ATCC 25923 sont completement résistantes a I’antibiotique VAC et méme dans 1’association

avec 1’huile.

Cependant, la souche Pa ont réagi de facon plus ou moins sensible vis-a-vis des huiles
essentielles de 16 mm de diamétre au contraire avec 1’antibiotique GEN montre un effet
important de diamétre de 24, I’augmentation de diamétre de 24 a 25 mm dans ’association

avec I’huile indique son activité synergique.

La souche P. aeruginosa ATCC 27853avec I’antibiotique ER réalise un effet antagoniste
grace a la diminution de zone d’inhibition de 16 al1lmm, le méme effet antagoniste est exercé
avec VAC diamétre 16 a 10.

Les résultats montre que 1’association d’huile avec les trois antibiotiques agit sur tous les

souches bactériennes, de fagon synergique avec 1’antibiotique GEN, don on constate que les
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diamétres des zones d’inhibitions de mélange est plus important par rapport a 1’antibiotique,

et antagoniste avec les antibiotique ER et VAC.

L’association des huiles essentielles aux antibiotiques peut étre employée pour augmenter le
spectre antimicrobien (Fadli et al., 2012), empécher l'apparition des mutants résistants,
réduire au minimum la toxicité et minimiser les effets secondaires de I'antibiotique (Lv et al.,
2011), ce qui pourrait étre une alternative a la monothérapie pour des patients présentant des
infections envahissantes difficile a traiter, comme ceux dues aux especes multi-
résistantes(Aiyegoro et Okoh, 2009).

De nombreuses bactéries ont récemment développé une résistance a la plupart des
antibiotiques. De ce fait, les chercheurs pensent que les principes actifs isolés de diverses
plantes médicinales pourraient présenter une alternative intéressante a I’utilisation des

antibiotiques (Benkherara et al.,2011).

L’huiles essentielles de Salvia officinalis agit comme agents antimicrobiens présentent deux
caractéristiques principales: la premiére est leur origine naturelle, ce qui signifie plus de
sécurité pour les consommateurs et la seconde est qu'ils sont considérés comme présentant un
faible risque de résistance développement par des microorganismes pathogénes. (Cardile et
al.,2009)

5. Essais de sensibilité a la dilution

Afin de confirmer les résultats trouvés précédemment dans 1’étude qualitative de 1’activité
antibactérienne, nous avons procédé a la détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) des HE de Salvia officinalis, ainsi que la détermination des concentrations

minimales bactéricides (CMB).

Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI).Les valeurs de CMI de HE

testées vis-a-vis des souches bactériennes utilisées sont représentées dans les tableaux:

+: croissance bactérienne, - : absence de croissance.
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Tableau 07 : résultats des CMI relative aux quatre souches bactériennes

- - - s + + + + + + + - +

CMI + + + + + + + + + = +
50

- - -CMmI + + + + + + + - +
12.5

-CMI + + + + + + + + - +
25
60
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0
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Figure 29 : Représentation graphique des CMI de I’huile essentielle de Salvia

officinalis relative aux souches bactériennes.

De fagon générale, nos résultats montrent que I’huile essentielle de Salvia officinalis
présente un effet inhibiteur remarquable. En effet, pour les 4souches étudiées, la gamme
des CMI varie de 12.5 a 25 mg/ml.

Nous avons constaté que les valeurs de CMI les moins élevées (12.5 mg/ml) sont
obtenues par les bactéries E.Coli et S.aureusn ATTC 43300 qui sont les souches plus

sensible vis-a-vis des HE étudiées, alors que Pseudomonas aeruginosa et Saureus ATCC
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25923 & des valeurs de CMI plus élevées (50 et25 mg/ml) respectivement, ce que nous

amené a dire que ce sont les bactéries les moins sensibles vis-a-vis de HE.

Nos résultats des CMI confirment également les résultats que nous avons obtenus

auparavant par la méthode de diffusion sur les disques.

L’étude de Bouaziz et al., 2009, démontre que les huiles essentielles de Salvia
officinalis, montrent des effets antimicrobiens sur les bactéries, les levures et les
moisissures. Ces effets étaient visibles par les faibles CMI, et la forte réduction de la
viabilité des microorganismes testés.

6. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La détermination de (CMB) en milieu solide c’est le paramétre qui nous permet de déterminer
I’effet bactéricide ou bactériostatique de notre huile essentielle étudiée. Les résultats des
concentrations minimales bactéricides d’HE vis-a-vis les souches bactériennes sont présentées

dans la (figure30).

100 -

80 1 i Ecoli
g 60 1 M Pa
© 40 - W5a43

20 M Sa25

0 |
Ecoli Pa Sa43 Sa25
Souches bactérieenes

Figure 30 : Représentation graphique des CMB de I’huile esse
officinalis relative aux souches bactériennes.

La CMB est égale a la CMI dans le cas de Saureus ATCC 25923 CMB=25 et CMB de
P.aeruginosa = 50, alors que pour E.coli et S.aureus ATCC 43300 la valeur de CMB =100

mg/ml.

On a remarqué que I’huile essentielle de Salvia officinalis présente une activité bactéricide

sur certains souches étudiées et une activité bactériostatique dans les autres , avec des valeurs
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variables d’une souche bactérienne a une autre, notre huile essentielle a été juste inhibés des
souches bactériennes en particulier S.aureus ATCC 25923 et P. aeruginosa ATCC 27853 qui
sont présentés une valeur de CMB (25 mg/ml) donc ces deux espéces sont présentés une
valeur de CMB= CMI vis-a-vis d’HE .

7.Le rapport CMB/CMI

Le rapport CMB/CMI permet de definir le caractere bactériostatique ou bactéricide d’une
huile essentielle. Lorsque ce rapport est inférieur a 4 , ’huile essentielle est considérée
comme bactéricide(Chebaibi et al.,2016). Dans cette étude, les rapports CMB/CMI des huiles
de Salvia officinalis sont de valeur del pour les souches P. aeruginosa ATCC 27853 et
Saureus ATCC 25923. Ces huiles essentielles semblent donc exercer une action bactéricide
contre les souches bactériennes S.aureus ATCC 25923 et P. aeruginosa ATCC 27853
testées, par contre le rapport de CMB/CMI égale a 8 pour E. Coli et S.aureus ATCC 43300

donc Ces huiles essentielles semblent donc exercer une action bactériostatique.
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Conclusion

En guise de conclusion, il est important de signaler que la sauge officinale ou Salvia
officinalis de la région du Nord-Ouest algérienne est une espece aromatique riche en
métabolites secondaires et 1’activité thérapeutique antibactérienne évaluée, il ressort que les
huiles essentielles de la sauge officinale de cette région pourraient posseder un pouvoir

antibactérien important sur les germes multi-résistants étudies.

La valorisation de cette espéce constitue le but ultime de ce travail, qui englobe plusieurs
aspects dont une étude phytochimiques et une étude biologique antibactérienne,nous ont

permis de conclure que :

Notre plante est riche en métabolites secondaires, ou nous avons constaté la présence des
flavonoides, les tanins, les Saponosides, les Alcaloides, les terpénoides, coumarines, les
Mucilages et les Emodols, Ces groupes chimiques sont connus pour leurs activités
antimicrobiennes et leurs propriétés pharmacologiques. L'épuisement de la partie aérienne de
la plante a permis d’obtenir des rendements variables en fonction d’extraction par des solvants
a polarité différente. Le rendement le plus élevé est celui de 1’extrait aqueux, tandis que le
plus faible est I’extrait d’éther di éthylique, le rendement comprit entre 80,46% et 51,57% et
le rendement de I’huile essentielle obtenue a été de 1.2%.

Nous avons évaluer in vitro ’activité antibactérienne de I’huile essentielle des feuilles de
Salvia officinalis vis-a-vis des quatre souches suivantes Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853),toutes les souches testées , sont montrées la sensibilité face aux
huiles essentielles obtenues, parmi ces bactéries ,S.aureus 43300 et E. Coli semble étre les
plus sensible et méme l'action synergique de I'HE mélangé avec I'antibiogramme sur les
bactéries étudies sont légerement supérieure a celle des antibiotiques ( la Vancomycine ,

I'Erythromycine et Gentamycine).

Il ressort de cette étude que les résultats obtenus in-vitro constituent une premiere étape dans
la recherche de substances naturelles biologiquement actives. Il serait toutefois intéressent
d’approfondir les investigations phytochimiques et biologiques de cette plante afin d’isoler les
molécules responsables des activités observées, ce qui permettra d’¢largir 1’arsenal
thérapeutique des médicaments a base de plantes. Ces produits ont I’avantage d’avoir un
faible co(t pour des populations a faible pouvoir économique et qui, de surcroit, sont trés

sensibles a la valorisation de sa médecine traditionnelle.
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Perspectives

Il serait donc intéressant d’approfondir cette études et confirmer les résultats de 1’effet

antibactérien de la sauge officinale par :
-Elargir I’échantillonnage c'est-a-dire utilisé un nombre élevé des souches bactériennes.
- L’aromatogramme doit étre refait plusieurs fois.

-Fractionnement et isolement des différents constituants de I’huile essentielle afin de
connaitre la ou les molécules a I'origine des effets antibactériens et 1’éventuelle synergie

entre elles.

-Détermination du mécanisme d’action exact de 1’huile essentielle en identifiant sa cible

cellulaire.

- Faire une extraction et tester individuellement I’effet antibactérien des composés actifs de

I’huile essentielle et leur synergie.

- Faire une étude de I’activité antifongique de Salvia officinalis vis-a-vis des souches de

champignons et moisissures.

-Tester les différentes molécules isolées in-vivo afin de trouver des applications
thérapeutiques de ces molécules actives.
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Annexe 1 : La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des composés
phénoliques.

y =10,207x - 0,0218
R?=0,9988

0 T T T T 1
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

concentrations du glucose (g/1)

Annexe 2 : La courbe d’étalonnage du glucose pour le dosage des sucres totaux.

Ingrédients Les mesures
Peptone de caséine 17,5 ¢
Extrait de viande 20 ¢
Amidon 1,5¢
Eau distillée 1 L
pH 7,4

Annexe 3 : Composition de bouillon Muller-Hinton (BMH).

Ingrédients Les mesures
Milieu déshydraté 38,0 ¢g
Eau distillée I L

Annexe 4 : Composition de gelose Muller-Hinton (MH).



Annexe

Ingrédients Les mesures
Pomme de terre 200 g
Dextrose/Glucose 15.0g
Agar - agar 20,0 g
Eau distillée 1L
pH 5.6

Annexe 5 : Composition de Gélose dextrose de pomme de terre (PDA).

Annexe 7 : Les résultats de CMB



