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CCM : Chromatograie sur chouche mince.
EACOEt : L’extrait d’acetate d’éthyle.
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En-BuOH : L’extrait butanolique.
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mm : Millimétre.

ul: Microlitre.
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Introduction

Introduction

Depuis les temps anciens, les plantes ont constitué un élément fondamental du patrimoine naturel
et culturel de I'nhumanité, jouant un réle clé dans I'art de la guérison a travers diverses civilisations
anciennes telles que celles de la Gréce, de Rome, de I'inde, de la Chine et du monde arabe islamique.
Elles ont été utilisées pour traiter de nombreuses maladies grace a leurs propriétés médicinales
naturelles (Bousta & Enabili, 2011). Avec l'avancée des sciences modernes, notamment la chimie et
la physiologie, il est désormais possible d'identifier les composeés actifs présents dans ces plantes, et de
démontrer qu’elles possédent des activités biologiques remarquables capables de traiter diverses

pathologies et troubles fonctionnels (Abdeli, 2017).

Les plantes se distinguent par leur capacité a produire une vaste gamme de composés chimiques
bioactifs, en particulier les métabolites secondaires, qui se trouvent dans différentes parties de la plante
et sont responsables de ses effets thérapeutiques grace a leurs diverses activités biologiques (Macheix
et al., 2005). Parmi ces composés, on trouve les huiles essentielles, qui possédent des propriétés
antibactériennes, antifongiques et antivirales, en plus d'agir comme des antioxydants puissants, avec

des effets cytotoxiques et anticancéreux (Benabdellah et al., 2006).

Malgré les progrés impressionnants réalisés dans les domaines de la biologie et de la médecine, des
millions de personnes dans les pays en développement continuent de souffrir du manque d'acces a des
soins de santé adéquats en raison de la fragilité de leurs systéemes économiques et de la faiblesse de
leurs infrastructures sanitaires, rendant les ressources végeétales un recours thérapeutique crucial et
accessible (Konda et al., 2011 ; Singh & Singh, 2012 ; OMS, 2013). Cette situation a conduit a un
intérét croissant pour les composés actifs vegétaux, en particulier ceux qui possédent des propriétés
antioxydantes et antimicrobiennes, comme alternatives naturelles et slres aux traitements

conventionnels.

Dans ce contexte, cette etude se concentre sur une plante médicinale, largement reconnue depuis
les temps anciens, et reputée pour ses propriétés magiques et sa capacité a sauver des vies humaines, a
savoir la sauge ou Salvia, une plante sacrée dans les cultures antiques. Il suffit de rappeler lI'adage
médiéval : « Pourquoi I'hnomme doit-il mourir alors que la sauge pousse dans son jardin ? » (Iserin et
al., 2001).




Introduction

Le nom "Salvia" provient du mot latin Salvare, qui signifie "guérison™, ce qui refléte la croyance
populaire en ses vertus médicinales et justifie son importance dans la médecine traditionnelle a travers
difféerentes cultures (Bors et al., 2003).

En se basant sur ce constat, cette thése a pour objectif d'étudier les propriétés biologiques et chimiques
de la sauge, d'analyser ses composés actifs, et de se concentrer sur son activité antioxydante et
antibactérienne, dans le but de vérifier ses potentialités thérapeutiques et de les valoriser dans le cadre
de la médecine naturelle contemporaine
e La premiere partie se compose de trois chapitres :
1. Chapitre 1 : Etude compléte de la plante étudiée Salvia officinalis (la sauge).

2. Chapitre 2 : Description du métabolisme secondaire de la plante.

3. Chapitre 3 : Activités biologiques associées a la plante, telles que l'activité antioxydante
et I'activité antibactérienne.

o Ladeuxiéme partie est appliquée :
1. Chapitre 1 : Présentation des matéeriaux et des méthodes utilisés dans I'étude.
2. Chapitre 2 : Présentation des résultats obtenus et leur discussion.

o En conclusion, une conclusion générale sera présentée, résumant les principaux résultats
obtenus.




6)\

Premiere Partie:
Etude bibliographique




&

)

Chapitre 01 :
Présentation de la plante
Salvia officinalis




Présentation de la plante

I. Les Plantes médicinales

I.1. Généralités sur les plantes médicinales

Depuis des millénaires, 1’étre humain recourt aux plantes pour traiter une grande diversité¢ de
troubles. Le regne végétal constitue une source majeure de médicaments, et malgré les avancées des
systemes de santé modernes, les plantes médicinales continuent de répondre a des besoins thérapeutiques
importants. A ce jour, environ 35 000 espéces végétales sont utilisées a des fins médicinales a travers le
monde, représentant ainsi l'une des plus vastes biodiversités exploitées par I’homme (Farnsworth et al.,
1986).

On qualifie de plante médicinale toute espéce végeétale renfermant un ou plusieurs composants actifs
capables de prévenir, soulager ou traiter certaines pathologies (Schauenberg et Paris, 2006). Par
ailleurs, les plantes utilisées en aromathérapie trouvent des applications variées, notamment en tant que

médicaments, parfums, produits cosmétiques, ainsi que dans le domaine culinaire comme aromatisants.

I.2. Importance des plantes médicinales

Les plantes médicinales représentent une ressource naturelle précieuse, riche en substances
bioactives ayant des effets bénéfiques sur la santé humaine et animale. Depuis des siecles, elles
constituent un pilier fondamental des systemes de médecine traditionnelle et de phytothérapie, en raison
de leurs propriétés thérapeutiques souvent supérieures a celles des médicaments chimiques modernes
(Iserin, 2001).

Leur importance dans le domaine pharmaceutique réside dans leur capacité a étre utilisées directement
comme agents thérapeutiques, comme matiéres premieres pour la fabrication de médicaments, ou encore
comme modeéles pour la conception de nouvelles molécules actives (Decaux, 2002).

Cette efficacité repose sur le fait que les principes actifs d’origine végétale résultent de processus
biologiques naturels largement répandus dans le monde vivant, ce qui les rend plus compatibles avec
I’organisme humain. A I’inverse, la majorité des médicaments de synthése sont constitués de substances

exogenes, souvent responsables d’effets secondaires difficiles a maitriser (Bruneton, 2009).
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1.3 La Phytothérapie

Le terme "phytothérapie” provient de deux mots : "phyton”, signifiant "plante”, et "thérapeia”,
signifiant "traitement", ce qui fait référence a [’utilisation des plantes comme traitement. La
phytothérapie désigne I'étude des plantes médicinales et l'utilisation de leurs propriétés curatives pour
traiter ou prévenir les maladies. Cela se fait par I'emploi de préparations dites "galéniques™ issues des
plantes (Chamer, 2016).

II. La Famille des lamiacées

II.1. Généralités sur la famille

La famille des Lamiacées tire son nom du genre Lamium, connu sous le nom de "lamier”. Elle était
autrefois désignée sous le terme Labiées, dérivé du latin labia, signifiant "levres", en référence a la forme
caractéristique de leurs fleurs, généralement bilabiées (Couplan, 2012). 1l s’agit de I’une des familles
les plus vastes et les plus distinctives du régne végétal, regroupant environ 258 genres et prés de 6900
especes réparties a travers le monde (Naghibi et al., 2005). Les Lamiacées revétent une grande
importance économique, car elles comprennent de nombreuses plantes a usages médicinaux et
culinaires, et sont largement utilisées dans les domaines de la médecine traditionnelle, de la gastronomie,
de la pharmacie et de la parfumerie (Miller et al., 2006). Parmi les espéces les plus connues figurent

I’hysope, la lavande, la mélisse et la sauge officinale Salvia officinalis (Dupont et Guignard, 2015).

IT .2. Importance économique et botanique

La famille des Lamiacées regroupe une grande variété de plantes, allant des arbustes aux herbes
aromatiques, souvent odorantes, avec des tiges carrées. Ces plantes se caractérisent par des fleurs en
inflorescences en cymes axillaires ou en épis, souvent a cing pétales bilabiés, et produisent des fruits
sous forme de 4 akénes. Cette famille revét une importance particulieére dans la flore de 1’ Algérie (Quezel
et Santa, 1962).

Sur le plan économique, les Lamiacées sont essentielles pour leurs huiles essentielles, utilisées dans
divers domaines tels que la parfumerie, la pharmacie, et la cuisine. Plusieurs genres comme Mentha,
Rosmarinus, Salvia et Thymus sont particulierement valorisés pour leurs propriétés médicinales et

condimentaires. De plus, certaines espéces, comme celles du genre Stachys, produisent des tubercules
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comestibles, tandis que Tectona fournit un bois d'ccuvre précicux. En outre, cette famille abrite de

nombreuses plantes ornementales, telles que Ajuga, Callicarpa, et Salvia (Judd et al., 2002).

II1. Le Genre Salvia

III.1. Présentation générale du genre

Le genre Salvia comprend des espéces annuelles, bisannuelles ou vivaces. Les tiges sont
généralement quadrangulaires et inclinées, caractéristiques communes aux autres membres de la famille
des Lamiacées.

Les feuilles sont généralement entieres, bien que parfois dentées ou pennées. Les hampes florales portent
de petites bractées inégales (Scully R., 2008).

Le genre Salvia est I'un des genres les plus importants de la famille des Lamiacées, comptant pres de
900 espéces réparties a travers le monde. En Algérie, on recense 23 espéces du genre Salvia (Ghorbani
et Esmaeilizadeh, 2017).

IT1.2. Usages traditionnels de certaines espéces du genre Salvia

La sauge officinale est I'une des plantes médicinales les plus réputées et les plus utilisées dans la
médecine traditionnelle, en raison de ses nombreuses propriétés thérapeutiques. Elle est
traditionnellement utilisée comme tonique naturel, en particulier chez les personnes souffrant d'anémie.
Elle est également recommandée pour les individus stressés ou déprimés, et souvent conseillée aux
étudiants en période d'examens pour améliorer la concentration et la mémoire (Djerroumi et Nacef,
2004).

Sur le plan local, la sauge est utilisée en bain de bouche pour soulager les inflammations buccales, traiter
les abces, et favoriser la cicatrisation des plaies. Les infusions de sauge sont aussi employées pour apaiser
divers troubles digestifs, circulatoires et nerveux (Radulescu et al., 2004).

En cuisine, cette herbe aromatique est appréciee pour sa saveur camphrée intense et légerement amere,
qui rehausse la qualite gustative de nombreux plats (Duling, 2007).

Le thé a base de sauge est également utilisé traditionnellement pour traiter une grande variété de troubles,
notamment ceux du systéme digestif et circulatoire, la bronchite, la toux, I’asthme, 1’angine de poitrine,
ainsi que les inflammations de la bouche et de la gorge. Il est aussi employé contre la dépression,
I’hyperhidrose, les affections cutanées et bien d’autres pathologies.

Par conséquent, Salvia officinalis est reconnue pour ses bienfaits dans le traitement de maladies liées

aux systemes nerveux, circulatoire, respiratoire, digestif, métabolique et endocrinien. De plus, son huile
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essentielle posséde des propriétés antispasmodiques, carminatives, antiseptiques et astringentes
(Hamidpour et al., 2014).

IV. L’espéce Salvia officinalis

IV.1. Définition et nomenclature

Le mot Salvia provient du latin salvare, signifiant "sauver" ou "guérir", soulignant ainsi les propriétés
médicinales attribuées a cette plante depuis I’Antiquité (Quézel & Santa, 1963).
Salvia officinalis appartient a la famille des Lamiacées ; il s'agit d'une plante aromatique sacrée, annuelle
ou bisannuelle, particulierement répandue dans les régions a climat méditerranéen (Djerroumi & Nacef,
2004).

Le genre Salvia regroupe environ 900 especes dans le monde, dont prés de 30 sont recensees en Algérie
(Maksimovic et al., 2007).

+« Nom scientifique : Salvia officinalis L.  (Figure 01)

% Noms Communs : Herbe sacrée, thé de Gréece, herbe sage (Fabre et al, 1992)

% Nom Francais : Grande sauge, thé d’Europe, herbe sacrée (Zerrouki, 2017).

+«» Nom Anglais : Sage, great sage, garden sage (Zerrouki, 2017).

+» Nom Arabe : Salma (Beloued., 2014), Souak en nebi, salmia et maramia (Baba

Aissa., 2000).

Figure 1: Salvia officinalis
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IV.2. Classification botanique de la plante Salvia officinalis (Quezel et
santa, 1963)

¢ Regne Plantae

e Embranchement Spermaphyte

¢ Sous — Embranchement Angiospermes

e Classe Dicotylédone

e Sous-classe Gamopétale

e Ordre Lamiales

e Famille Lamiaceae

e Genre Salvia

e Espéce Salvia officinalis L.

IV.3. Habitat et description botanique

Cette plante trés ramifiée peut atteindre une hauteur de 50 a 80 cm, avec une tige carrée typique
des Lamiacées, lignifiée a la base. Ses feuilles sont opposées, oblongues, veloutées, rugueuses au
toucher, avec des bords finement denticulés et des nervures saillantes sur la face inférieure. Leur couleur
est un vert pale légérement grisatre.

Ses jolies fleurs, de couleur bleu-violet a rose, apparaissent en épis vers le mois de mai et restent ouvertes
pendant tout I'été. Les fruits sont des tétrakenes.

Elle préfére les endroits ensoleillés et secs, avec des sols calcaires, caillouteux et bien aérés, et pousse
généralement a une altitude inférieure a 800 métres.

Figure 3: Les feuilles de Salvia officinalis Figure 2: les fleurs de Salvia officinalis
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IV.4. Période de cueillette

Les feuilles peuvent étre récoltées tout au long de I'année, mais le moment idéal est au printemps,

juste avant la floraison. 1l est important de les faire sécher lentement pour préserver leur ardbme unique.

IV.5. Répartition géographique de la plante Salvia officinalis

Le genre Salvia représente 1’un des genres botaniques les plus vastes et les plus diversifiés, avec
prés de 1000 especes réparties dans différentes régions du monde. On distingue trois grands centres de
répartition : I’Amérique centrale et du Sud (environ 500 espéces), 1’Asie centrale et le bassin
méditerranéen (environ 250 especes), ainsi que 1’ Asie de I’Est (pres de 90 espéces) et I’ Afrique du Sud
(environ 30 especes) (Walker et al., 2004).

Concernant Salvia officinalis, elle pousse spontanément dans plusieurs régions du bassin méditerranéen,
s’é¢tendant de 1I’Espagne a la Turquie. Elle est également largement cultivée en Afrique du Nord,
notamment en Algérie, ou elle constitue une plante médicinale et aromatique d’une grande importance,

exploitée dans divers domaines traditionnels et industriels (Baba, 2000 ; Alloun, 2013).

Figure 4: Répartition géographique du genre Salvia dans le monde (Walker et al., 2004)
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I. Généralité des métabolites secondaires

Les plantes se distinguent par leur capacité unique a produire une large gamme de composés
naturels, qui ne se limitent pas uniqguement aux metabolites primaires (tels que les sucres, les protéines,
les lipides et les acides nucléiques), mais incluent également une variété de composes appelés «
métabolites secondaires ». Bien que les fonctions physiologiques de ces composés secondaires ne soient
pas toujours clairement ¢tablies, ils jouent un role crucial dans I’adaptation des plantes a leur
environnement. De plus, ils constituent une source précieuse de substances utilisées dans divers
domaines au service de 1’homme, notamment dans 1’industrie pharmaceutique. (Attou, 2011 ;

Benayache, 2013).

Ces composés appartiennent a plusieurs familles chimiques, telles que les alcaloides, les terpénes
et les composés phénoliques, et leur distribution varie selon les espéces végétales. Bien qu’ils ne soient
pas indispensables a la survie immédiate de la plante, ils remplissent des fonctions majeures dans les
interactions avec les facteurs environnementaux, comme la défense contre les prédateurs et les agents
pathogenes, la régulation des interactions symbiotiques, ou encore I’attraction des agents de pollinisation

et de dispersion des graines (Attou, 2011 ; Benayache, 2013).

Certains chercheurs (Goyal et al., 2011) définissent les métabolites secondaires comme des
molécules qui ne sont pas nécessaires a la croissance normale de la plante, ou qui ne revétent
d’importance que dans certaines conditions environnementales, contrairement aux compos€s primaires
impliqués directement dans les fonctions vitales. D’autres auteurs (Bourgaud et al., 2001) soulignent
que ces composés jouent un role essentiel dans I’adaptation de la plante a son environnement, tout en
constituant une source importante pour le développement de médicaments efficaces utilisés dans le

traitement de nombreuses maladies.

II. Classification des métabolites secondaires

On estime actuellement que le nombre de métabolites secondaires identifiés dépasse les 100
000 composés. Ces substances peuvent étre classées, de maniere générale, en trois grandes catégories :

Les composés aromatiques ou polyphenols, incluant les acides phénoliques, les flavonoides, les
anthocyanines, les tanins, ainsi que les quinones.
Les terpenoides et leurs dérivés.

Les alcaloides (Merghem, 2009)
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II.1. Les composés aromatiques ou polyphénol

Les polyphénols sont des composeés issus du métabolisme secondaire des plantes, Synthétisés par
'ensemble des espéces végétales. Ils se caractérisent par la présence d’au moins un noyau aromatique
de type benzénique portant un ou plusieurs groupements hydroxyles, libres ou engagés dans des
fonctions chimiques telles que les éthers, esters ou hétérosides (Bruneton, 1999). Ces substances jouent
un role fondamental dans les mécanismes de défense des végétaux face a différents stress
environnementaux, qu’ils soient d’origine biotique, comme les agents pathogénes, ou abiotique, tels que

les rayonnements ultraviolets

La composition qualitative et quantitative des polyphénols varie considérablement selon I’espéce,
I’organe, le tissu ou encore le stade de développement de la plante, ce qui témoigne de leur diversité

structurale et fonctionnelle (Kuhnau, 1976).

Groupe phényle

Phenyl
ring
Anneau i
aromatique
v OH “Acidic”
e hydroxyl
Groupe -OH or
acide phenolic
group
Phenol

Figure 5: Structure des composés phénoliques (BUACHANAN, 2006)
II. .1.1. Classification des polyphénols

Les polyphénols constituent un groupe vaste et diversifié de composés chimiques. Ils peuvent
étre classes en fonction du nombre d'atomes de carbone, comme indiqué dans le tableau 1. Ces molécules

se trouvent fréquemment dans la nature sous forme conjuguée avec des sucres ou des acides organiques.

13
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Tableau 1: Principales classes de composes phénoliques (Macheix, 1996).

6 C6

7 C6-C1
9 C6-C3
10 C6-C4
13 C6-C1-C6

C6-C3-C6

15

N (C6-C3)n
N (C15)n

A. Flavonoids

Phénols simples

A. Hydroxybenzoiques

A.Hydroxycinnamiques

Coumarines
Naphthoquinones

Xanthones

Flvonoides

Isoflafovonoides
Lignines

Tanins

Catéchol

p_

Hydroxybenzoique Epices, fraise

Pomme, P. de
Aci féi .
cide Cafeique terre. Citrus
Scopoline Juglone Noix
Mangiferine Mangue
Fruits,
Quercétol, cyanidol légumes.
Soja, pois.
N Fruits
Daidzeine ruits a
noyau
Raisin rouge,
Kaki

Les flavonoides constituent un sous-groupe majeur des polyphénols, largement répandus dans les fruits,

les légumes ainsi que dans de nombreuses especes végétales. Ces composeés, reconnaissables par leur

pigmentation souvent jaune, ont suscité un intérét croissant depuis 1’isolement du chrysine en 1814,

considéré comme le premier flavonoide identifié. A ce jour, plus de 4000 flavonoides ont été extraits et
caractérisés,avec de nombreux autres encore a découvrir (Du et al., 2012).

14
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Chimiquement, les flavonoides sont des molécules de faible masse moléculaire, comprenant 15 atomes

de carbone agencés selon une structure C6-C3-C6. Cette configuration repose sur deux cycles

aromatiques, notés A et B, reliés par une chaine de trois atomes de carbone formant généralement un

noyau hétérocyclique central désigné C. Le cycle A résulté de la voie biosynthétique acétate/malonate,

tandis que le cycle B est issu de la phénylalanine via la voie du shikimate (Balasundram et al., 2006).

Par ailleurs, les flavonoides jouent un réle reconnu dans la modulation de la perméabilité capillaire et le

renforcement de la résistance vasculaire, des effets qui témoignent de leur potentiel bénéfique dans le

maintien de 1’intégrité des vaisseaux sanguins.

Tableau 2: Quelques classes des flavonoides (Narayana et al., 2001)

Groupe de
Flavonoide

Structure

Caracteristiques

&

P>

. - - J:\ )

Le groupe le plus abondant

des composés phénoliques.

s se different des flavonols
seulement par le manque

Les flavones ( ) -~ as d’un OH libre en C3. Ce qui
~ ‘ affecte ainsi leur absorption
. - aux UV, mobilité
) chromatographique et les
réactions de coloration
=3
= a
< N (W

Les flavonols

Le groupe le plus abondant
des composés phénoliques.

Les anthocyanines

Représentent le groupe le
plus important des
substances colorées. Ces
pigments hydrolysables
contribuent a la coloration
des angiospermes.
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Les
hydroxycinnamates

Sont des puissants
antioxydants, mais n‘ont pas
d'impact sensoriel sauf
lorsque oxydés, ils peuvent
former des pigments bruns
qui ont finalement précipité.

Les flavanones

Sont caracteérisés par
I’absence de la double
liaison C2 C3. Le flavanone
le plus abondant est la
naringénine, isolée pour la
premiére fois a partir des
écorces de citrus.

B. Non flavonoides

B.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés secondaires d’origine végétale caractérisés par la

présence d’une fonction acide et de plusieurs groupes phénoliques. Ils sont généralement incolores et

relativement rares dans certaines sources naturelles (Haslam, 1994). Toutefois, ils sont largement

présents dans de nombreux aliments, ou ils jouent un réle important en tant qu'antioxydants naturels
(Pandey, 2009 ; Calatayud et al., 2013)

Ces composés se répartissent en deux grandes classes selon leur structure carbonée :

1. Les acides hydroxybenzoiques (C6-C1) : Dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, ils peuvent

exister sous forme libre ou liés sous forme d’esters ou de glycosides. Parmi les exemples courants

figurent : I’acide benzoique, 1’acide p-hydroxybenzoique, 1’acide salicylique, I’acide vanillique

et I’acide gallique.

2. Les acides hydroxycinnamiques (C6-C3) : Dérivés de I’acide cinnamique, ils sont plus

fréguemment rencontrés que les hydroxybenzoiques. Les principaux représentants de cette classe

incluent : I’acide caféique, I’acide p-coumarique, 1’acide férulique et I’acide sinapique. D’autres

composés, comme 1’acide o-coumarique, sont plus rares (Bruneton, 2009 ; Pandey et Rizvi,

2009).

Ces composés jouent divers roles biologiques dans les plantes et présentent un intérét particulier pour la

santé humaine grace a leurs nombreuses propriétés bioactives.

——
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B.2.Tanins

Les tanins représentent la deuxieme classe de polyphénols la plus abondante dans le regne végétal
apres la lignine. lls jouent un role fondamental dans les mécanismes de defense des plantes, en
contribuant a leur protection contre divers stress abiotiques — tels que la sécheresse, les températures
élevées et les rayonnements ultraviolets — ainsi que contre les agressions biotiques, notamment les

insectes et les champignons.

Sur le plan structural et biosynthétique, les tanins sont généralement regroupés en deux grandes
catégories : les tanins hydrolysables, produits exclusivement par les angiospermes, et les tanins
condenses, également appelés proanthocyanidines, que I'on retrouve tant chez les gymnospermes que

chez les angiospermes (Suseela V, 2019).

Les tanins condensés sont constitués de structures polyphénoliques complexes issues de
I'association d'unités de polyhydroxyflavan-3-ol, reliées entre elles principalement par des liaisons
carbone-carbone entre les positions C-4 et C-8, et plus rarement entre C-4 et C-6. En revanche, les tanins
hydrolysables sont formés par 1’association d’un sucre central — le plus souvent du D-glucose ou un

polyol analogue — avec des acides phénoliques.

Présents en quantités notables dans diverses parties des plantes (Kogel-Knabner et al., 2013),
les tanins forment un groupe de macromolécules hétérogénes, classées principalement en gallotannins
et ellagitannins. Sur le plan biosynthétique, ces composés phénoliques, qu’ils soient primaires ou
secondaires, sont produits par la voie de 1’acide shikimique, également connue sous le nom de voie des
phénylpropanoides. Ce méme itinéraire métabolique est é¢galement impliqué dans la synthése d’autres

composés phénoliques tels que les isoflavones, les coumarines et la lignine.

O~ OH

HO OH
____ OH

Figure 6: structure des tanins
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B.3. La lignine

Lalignine est I’un des biopolymeéres d’origine naturelle les plus répandus dans la biosphere. Elle
représente entre 15 et 40 % de la matiére séche des arbres et de 5 a 20 % des tiges des plantes annuelles.
Elle est également considérée comme le polymére aromatique naturel le plus commun (Privas, 2013).

Son apparition est liée a la nécessité pour les plantes de renforcer leurs parois cellulaires face aux
effets de la gravité (Cruz et al., 2001).

Au cours de I’évolution végétale, la lignine a joué un role crucial. Elle agit comme une barricre
physique, conférant une rigidité supplémentaire, un goQt peu appétissant, et réduisant la digestibilité des
sucres contenus dans la paroi cellulaire. Ainsi, elle participe a la défense des plantes contre les micro-
organismes pathogénes et les herbivores. La lignification constitue d’ailleurs une réponse fréquente face

aux agressions telles que les infections ou les blessures (Murry et al., 1982).

CHs

CHs

Figure 7: structure des lignines
I1.2. Les terpenes

Les terpénes, également appelés terpénoides, constituent 1’un des groupes les plus importants de
métabolites secondaires naturels. Ce sont des hydrocarbures a structure cyclique ou a chaine ouverte
(Hellal, 2011 ; Malecky, 2008). Ils sont formés a partir d’unités de base appelées isoprénes (CsHg), qui

constituent la base de leur classification (Lima et al., 2016).

Selon le nombre d’unités d’isopréne qu’ils contiennent, les terpenes peuvent tre classés comme
suit : hemiterpénes (Cs), monoterpénes (C4,), sesquiterpénes (C;s), diterpénes (C,o), sesterpénes (C,s),
triterpénes (Cs,), tétraterpenes (C,o), et polyterpenes (plus de C,,) (Guignard, 1996 ; Singh & Sharma,
2014).
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Ces composés sont majoritairement extraits d’organismes vivants, en particulier des plantes, et jouent

des réles biologiques et fonctionnels variés, ce qui en fait des sujets d’intérét majeur dans les domaines

/ﬁ/

de la biochimie et de la biologie végétale.

Y

Unité isopréne [sopréne
: q\/l\
NN N NP
q q
Téte a queue Queue a queue

Figure 8: les arrangements naturels les plus fréquents de 1’unité isopréne (téte a queue et
queue a queue).

I1.2.1. Les huiles essentielles
Définition

Les huiles essentielles, parfois appelées « essences végeétales », sont des composés aromatiques
volatils stockés dans diverses parties des plantes, notamment les graines, les bourgeons, les fleurs, les

brindilles, les écorces, le bois, les racines, les tiges et les fruits. Elles peuvent également étre extraites

des gommes résineuses s’écoulant des troncs d’arbres (Burt, 2004).

Elles sont obtenues a partir de matieres végétales botaniquement définies, par des procédés tels

que la distillation a la vapeur d’eau, la distillation séche ou encore des méthodes mécaniques sans

chauffage (Pengelly, 2003).

Les huiles essentielles présentent une composition chimique complexe, généralement constituée
d’un mélange de terpénes, d’alcools, d’aldéhydes, de cétones et d’esters (Padrini et Lucheroni, 1997).
Dotées de propriétés spécifiques et de modes d’utilisation particuliers, elles ont donné naissance a une

nouvelle branche de la phytothérapie : ’aromathérapie (El Haib, 2011)
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o Répartition et localisation de I’huile essentielle
Les huiles essentielles sont synthétisées par des cellules spécialisées des plantes et peuvent étre
localisées dans I’ensemble des organes végétatifs et reproducteurs, tels que les feuilles, les

fleurs, les fruits, les tiges, les racines ou encore 1’écorce.

e ROle et propriété des huiles essentielles

Le role écologique des huiles essentielles (HES) est bien établi, notamment a travers leurs propriétés
olfactives qui interviennent dans le processus de pollinisation. Elles agissent en tant qu'agents attractifs
ou répulsifs, influencant ainsi le comportement des prédateurs tels que les herbivores et certains insectes.
Gréce aux composes toxiques ou peu appétents qu'elles renferment, ces huiles peuvent perturber le

systeme masticateur des agresseurs, contribuant ainsi a la défense naturelle des plantes (Ouis, 2015).
I1.3. Les alcaloides

Les alcaloides représentent un groupe de composés naturels azotés largement répandus dans le
régne végétal. lls se caractérisent par une faible masse moléculaire et une structure chimique souvent
complexe. Principalement dérivés d’acides aminés, ils ont été identifiés dans environ 20 % des espéces
végétales (Roberts, 2013). Ces composés peuvent étre présents dans tous les organes de la plante, bien
qu’ils se rencontrent rarement a 1’état libre ; ils sont le plus souvent associés a des acides organiques ou
a des tanins (Ziegler & Facchini, 2008).

Sur le plan structural, les alcaloides sont classés selon le type de systéme cyclique qu’ils
contiennent. Parmi les structures les plus courantes figurent les systémes indolizidine, quinolizidine,
quinoléine, quinazoline et acridones, qui ont été largement étudiés (Herbert, 2003). En fonction de
leur origine biosynthétique et de la présence ou non d’un atome d’azote dans un hétérocycle, les

alcaloides peuvent étre regroupés en trois grandes catégories (Merghem, 2009) :

1. Les alcaloides vrais : dérivés directement d’acides aminés, ils contiennent un atome d’azote
dans un systeme hétérocyclique. Ils présentent une structure souvent complexe, un caractére
basique, et une activité pharmacologique significative, méme a faibles doses.

2. Les proto-alcaloides : ce sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un cycle,
mais dont la biosynthése implique des acides aminés.

3. Les pseudo-alcaloides : ils ne dérivent pas directement d’acides aminés, et I’atome d’azote

est incorporé dans la structure finale, sans étre présent dans un cycle.
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Cette diversité structurale et fonctionnelle des alcaloides constitue un fondement essentiel pour la

compréhension de leurs propriétés biochimiques et de leurs effets biologiques, ce qui en fait des

composés d’un grand intérét en pharmacologie et en biochimie
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Figure 9: structure des alcaloides
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Activites biologiques

I. Généralité

Les plantes médicinales renferment souvent un ou plusieurs principes actifs ayant la capacité de
prévenir, soulager ou guerir diverses affections. Plusieurs recherches ont demontré que les composés
naturels possédent une grande variété de structures chimiques. En outre, ces composés présentent un
large éventail d'activités biologiques, notamment des effets antioxydants, anti-inflammatoires,

anticoagulants, antiprolifératifs, antiviraux et antimicrobiens (Bakli, 2020).

I1. Activité antioxydant

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre la production de radicaux libres et les systemes
antioxydants de I'organisme. Les espéces réactives de I'oxygéne jouent un réle double : elles contribuent
a des fonctions biologiques essentielles comme la défense immunitaire, mais peuvent devenir nocives
lorsqu'elles s'accumulent en excés. L’organisme maintient cet équilibre grace a des mécanismes naturels,
en utilisant des antioxydants provenant de l'alimentation (comme les vitamines et les polyphénols) ou
produits de maniére endogene (comme le glutathion et les enzymes antioxydantes). Lorsque ce
déséquilibre survient, il entraine des dommages aux lipides, aux protéines et a I'ADN, favorisant ainsi
I’apparition de maladies chroniques telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et les troubles
neurodégénératifs comme la maladie d'Alzheimer. Pour y remédier, des stratégies thérapeutiques sont
en cours de développement, allant de I’amélioration de I’alimentation a la création de nouveaux
antioxydants naturels et synthétiques. L’objectif est de concevoir des molécules spécifiques capables de
neutraliser efficacement les radicaux libres tout en minimisant les effets indésirables sur les fonctions
biologiques essentielles (Favier A. 2003).

Les flavonoides et les polyphénols jouent un role important en tant qu’antioxydants naturels, contribuant
a protéger les huiles et les graisses contre 1’oxydation, ce qui aide a prolonger leur durée de conservation
et a améliorer leur qualité. En outre, ils participent a la stabilisation et a la préservation des aliments

pendant de plus longues périodes (Panche et al. 2016)
II.1 Stress oxydatif et radicaux libres
II.1.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre les espéces oxydantes et les mécanismes
antioxydants, ou les premiéres surpassent les défenses biologiques. Ce déséquilibre peut résulter soit

d’une production excessive d’especes réactives de 1’oxygeéne (ERO) et de radicaux libres, soit d’une
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diminution de I’efficacité du systéme antioxydant, comme cela est souvent observé chez les personnes

obeses ou chez les fumeurs (Yoshikawa & Naito, 2002 ; Migdal et al., 2011).

Ce deséquilibre permet aux molécules oxydantes d’attaquer les membranes cellulaires et les tissus
biologiques, favorisant ainsi ’apparition de diverses pathologies. Toutefois, ces molécules jouent
également un réle bénéfique en activant certaines cellules immunitaires impliquées dans la destruction
des agents pathogenes, ainsi qu’en stimulant les muscles lisses, lesquels participent a la régulation du
fonctionnement normal des vaisseaux sanguins et des organes internes (Halliwell & Gutteridge, 1999
; Yoshikawa & Naito, 2002)

I1.1.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules ou des fragments moléculaires possédant un ou plusieurs
électrons non appariés dans leurs orbitales atomiques, ce qui accroit leur réactivité chimique et augmente
la probabilité d'interactions avec d'autres atomes ou molécules (Halliwell & Gutteridge,1999).

Les radicaux libres primaires jouent un réle essentiel dans la physiologie, parmi lesquels on
retrouve 1’anion superoxyde (O, ~ *), le radical hydroxyle (OHe¢) et le monoxyde d’azote (NOe¢). Les
radicaux libres secondaires, quant a eux, résultent des réactions entre les radicaux primaires et divers

composés biochimiques présents dans la cellule (Favier, 2006)

A/ Principaux radicaux libres et leurs origines

Parmi I’ensemble des espéces radicalaires susceptibles de se former au sein des cellules, on peut
identifier un groupe restreint de radicaux jouant un réle important en physiologie, communément appelés
radicaux libres primaires. Les autres radicaux, dits radicaux secondaires, résultent des réactions entre

ces radicaux primaires et divers composes biochimiques présents dans la cellule (Favier, 2003)

B/ Réles des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres en biologie réside dans le fait qu’ils sont a la fois des espéces
extrémement dangereuses, capables de provoquer un grand nombre de maladies, et des éléments
essentiels au bon fonctionnement de I’organisme.

Au-dela de leur role bien connu dans la phagocytose, de nombreuses fonctions biologiques leur ont
récemment €té attribuées.

Les radicaux libres interviennent dans I’activité de certaines enzymes, dans la transmission des signaux
cellulaires, dans la défense immunitaire contre les agents pathogenes, ainsi que dans 1’élimination des
cellules tumorales par apoptose.

IIs jouent également un réle dans la régulation de la vasodilatation, le fonctionnement de certains
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neurones — notamment ceux impliqués dans la mémoire , la fécondation de 1’ovule et la régulation de

I’expression génique (Favier, 2003).
I1.2. Types d’antioxydants

I1.2.1. Antioxydants de synthése

Les antioxydants synthétiques renforcent la résistance de I'huile & I'oxydation, mais avec une
efficacité variable. Le TBHQ s'est révélé plus efficace que le BHT, tandis que le BHA et le propyl gallate

(PG) ont montré une meilleure capacité a ameéliorer la stabilité oxydative. (Bouhadjra, 2011).

I.2.2. Antioxydants naturels

Les antioxydants naturels se trouvent dans toutes les parties des plantes supérieures. lls
comprennent le béta-caroténe, I'albumine, les vitamines (E, C, P..) ainsi que les composés phénoliques.
Ces antioxydants jouent un réle essentiel dans la stabilisation des membranes cellulaires en réduisant
leur perméabilité et possédent également la capacité de se lier aux acides gras libres, contribuant ainsi a
leur protection contre 1’oxydation. (Amina & Hadjer, 2015).

I1.3. Quelques méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant

I1.3.1. Evaluation de 1'activité de piégeage des radicaux libres par le test

DPPH

Le test DPPH repose sur la capacité des composés antioxydants a réduire le radical libre DPPH
(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), qui se caractérise par sa couleur violette intense. Lorsqu’il entre en
contact avec une molécule capable de donner un atome d’hydrogene, il subit une réduction, entrainant
un changement de couleur du violet au jaune. Cette décoloration est mesurable par spectrophotométrie
UV (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). Ainsi, lorsqu’une solution de DPPH est mélangée a celle d’un
substrat (AH) susceptible de céder un atome d’hydrogene, une réaction de réduction a lieu, se traduisant
par la disparition progressive de la couleur violette, signe de I’activité antioxydante du composé testé
(Gouveia et Castilho, 2012).

N—N

O,N

Figure 10: Structure du 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). (Site web)
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Le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPHe¢) est I’un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la
relation entre la structure moléculaire et 1’activité antioxydante des composés phénoliques. Ce composé possede
un électron non apparié localisé sur un atome d’azote, ce qui permet une délocalisation électronique favorisant sa
stabilité. Grace a cette délocalisation, les molécules de DPPHe conservent leur forme monomérique sans former
de diméres, ce qui rend le radical relativement stable a température ambiante. Cette configuration électronique est
¢galement responsable de la couleur violette intense caractéristique de la solution de DPPHe. L’efficacité d’un
antioxydant est évaluée par la diminution de cette coloration violette, résultant de la réduction du radical libre en
sa forme non active. Ce changement est mesurable par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 517 nm.

(Foti, M.C., 2004)
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Figure 11: Mécanisme de réaction
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Figure 12: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH
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I1.3.2. Le test de réduction du fer (FRAP)

Cette méthode consiste a convertir le complexe ferrique [Fe (I11) - (TPTZ), ] 3* en complexe ferreux
[Fe (I) - (TPTZ), ]%" , qui présente une coloration bleue a faible pH. L’objectif de ce test est d’évaluer
la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique en fer ferreux. Cette réaction est suivie par la mesure

du changement d’absorbance a une longueur d’onde de 700 nm, selon (Oyaizu 1986)
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Figure 13: Principe réactionnel du test FRAP

I1.3.3 Test ABTS (acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-

sulfonique))
e Principe

Le test ABTS repose sur I’évaluation de ’activité¢ antioxydante par la capacité des composés a
réduire le radical cationique ABTS+* , en utilisant une méthode spectrophotométrique, selon le protocole
décrit par Re et al. (1999) [137].

Le radical ABTS<" est un radical libre synthétique de couleur bleu-vert, qui peut étre réduit en une
forme non radicalaire incolore en présence d’antioxydants. Il est généré par réaction de 7 mM d’ABTS
avec 2,45 mM de persulfate de potassium (K, S, Og ), le mélange étant incubé a température ambiante
dans I’obscurité pendant 16 heures afin d’obtenir une solution colorée bleu-vert.

L’absorbance de la solution ainsi obtenue est ensuite ajustée a 0,7 £ 0,02 & 734 nm a I’aide de méthanol,

ce qui permet de mesurer la diminution de I’absorbance comme indicateur de 1’activité¢ antioxydante de

I’échantillon testé
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Figure 14: Chemical reaction involved in the ABTS spectrophotometric test

II1. Activité antibactérienne

II1.1. Généralité

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires ubiquitaires, dépourvus de noyau
(procaryotes). Leur génome est constitué d’ADN formant un seul chromosome, et elles peuvent parfois
contenir des plasmides, qui sont de petits fragments circulaires d’ADN. L’ensemble des bactéries
constitue le régne des Eubactéries (Eubacteria). Le traitement des infections bactériennes repose
principalement sur I’utilisation d’antibiotiques. Cependant, I’usage excessif et parfois inapproprié de ces
médicaments peut conduire a I’apparition de souches multi-résistantes, ce qui rend nécessaire
I’orientation des recherches vers de nouvelles voies, notamment la découverte de médicaments a base
de plantes (Jurgen et al., 2009). Les bactéries présentent une grande diversité de formes et de tailles :
elles peuvent étre grandes ou petites, ovales ou longues, fines ou épaisses. Elles sont classées en deux
groupes principaux, les bactéries Gram-positives (+) et Gram-négatives (-), en fonction des différences

dans la structure et la composition chimique de leur paroi cellulaire

II1.2. Description des bactéries étudieés
II1.2.1. Bactéries a Gram positif

1. Staphylococcus aureus

C'est une bactérie a Gram positif appartenant au genre Staphylococcus et a la famille des
Staphylococcaceae. La distinction entre Staphylococcus et Micrococcus repose sur leur métabolisme

anaérobie facultatif. S. aureus est capable de perdre sa capsule aprés culture et présente une croissance
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optimale a 37°C pendant 18 a 24 heures. Les colonies de S. aureus mesurent entre 1 et 3 mm de diamétre,
sont lisses, arrondies, bombées et opaques. Cette bactérie est responsable d'une variété de maladies
infectieuses, telles que des infections cutanées, la bactériémie, I'endocardite, la pneumonie et
I'intoxication alimentaire (Le loir et Gantier, 2009 ; Gnanamani et al., 2017).

Staphylococcus aureus

Figure 15: L’espece bactérienne Staphylococcus aureus

2. Bacillus cereus

Le genre Bacillus comprend des bacilles a Gram positif, aérobie ou anaérobie facultatif, mobiles et
sporulés, appartenant a la famille des Bacillaceae. Ces bactéries peuvent se développer dans divers
environnements tels que le sol, I'eau et les intestins (Earl et al., 2008 ; Tanada et Kaya, 2012).
Bacillus cereus est une cause fréquente d'intoxications alimentaires. Les symptdémes apparaissent
généralement entre 8 et 16 heures apres la contamination et incluent des crampes abdominales et des
diarrhées aqueuses, similaires a celles observées avec B. subtilis (Kotiranta et al., 2000 ; Dierick et al.,
2005).
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Figure 16: L’espece bactérienne Bacillus cereus

II1.2.2. Bactéries a Gram négatif

1. Escherichia coli

Escherichia coli est une bactérie unicellulaire capable de vivre dans divers environnements tels que le
sol, l'eau et les organismes vivants, principalement les plantes, les humains et les animaux. Elle
appartient a la famille des Enterococcaceae, et se caractérise par une forme de bacille & Gram négatif,
court et droit, non sporulé, aérobie-anaérobie facultatif, et mobile gréce a des flagelles péritriches. Bien
que généralement commensale chez I'nomme, cette bactérie peut devenir pathogene dans certaines

situations, provoquant diverses maladies humaines (Sussman, 1997 ; Denis, 2002 ; Manning, 2010).

Figure 17: L’espéce bactérienne Escherichia coli
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2.Salmonella thyphimurium

La bactérie Salmonella enterica sérovar Typhimurium est une bactérie bacillaire a Gram négatif,
considérée comme 1’'un des principaux agents responsables des intoxications alimentaires et des
infections intestinales chez I’homme et les animaux. Cette bactérie se distingue par sa capacité a envahir
les cellules hotes et a y survivre grace aux systémes de sécrétion de type III, qui lui permettent d’injecter
des protéines modulant les fonctions cellulaires de I’hote, entrainant ainsi une forte réponse
inflammatoire au niveau de I’intestin. Elle posséde également des Tlots de pathogénicité (Pathogenicity
Islands) ainsi qu’un plasmide pSLT qui renforcent sa capacité a provoquer des maladies plus séveres et
plus étendues. L’émergence de souches résistantes aux antibiotiques a complexifié la lutte contre cette
infection, faisant de cette bactérie un défi sanitaire mondial nécessitant davantage de recherches et de

développements dans les domaines de la prévention et du traitement (Fabrega & Vila, 2013).

Figure 18: L’espece bactérienne Salmonella

II1 .3. Autres activités

La sauge Salvia officinalis est une plante médicinale bien connue dans la médecine traditionnelle
palestinienne, grace a ses propriétés antimicrobiennes et anti-inflammatoires. Elle est traditionnellement
utilisée pour traiter les infections cutanées, les problémes oculaires et les maladies respiratoires. (EI Asta
Z.Y etal., 2005)
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Matériels et méthodes

I. Matériel végétal

e Recolte de la plante

Dans le cadre de cette étude, les parties aériennes de la plante Salvia officinalis ont été utilisées
comme matériel végetal de base. La plante entiére a été récoltée dans la wilaya de Batna au cours du
mois de mars 2025. Apres la récolte, les échantillons ont été séchés a température ambiante, a 1’abri de
la lumiére directe, afin de préserver leurs constituants. Une fois le séchage acheve, la plante a été broyée
dans son intégralité, sans séparation des différentes parties, puis la poudre obtenue a été soigneusement

conservée dans un endroit sec en vue des analyses ultérieures.

Figure 19 : Carte géographique de la station de récolte Batna, Algérie.

II. Caractérisation quantitative des extraits

Les flavonoides ont été extraits des feuilles et des tiges de la plante Salvia officinalis par la

méthode de macération dans le méthanol aqueux.

II.1. Principe de la macération

La macération est un procéde qui consiste a laisser une substance solide dans un liquide froid
pendant une période déterminée afin d'en extraire les composes solubles. Elle peut également permettre
a la substance solide d'absorber le liquide pour en obtenir les arémes ou les saveurs souhaitées, ou encore
pour conserver la matiére ou favoriser sa décomposition. Les solvants alcooliques jouent un réle clé en
augmentant la perméabilité des membranes cellulaires, facilitant ainsi I'extraction d'un plus grand

nombre de molécules polaires, ainsi que de molécules de polarité moyenne et faible.
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A. Extraction type solide/liquide (Extraction par macération dans le méthanol

aqueux)
+« Préparation des extraits
Aprés séchage de la matiere végétale a température ambiante, les tiges et les feuilles ont été
broyées ensemble pour obtenir une poudre fine. Ensuite, 50 grammes de cette poudre ont été
placés dans un mélange de méthanol et d'eau distillée (80/20 : v/v) pour I'extraction méthanolique
et brute, avec agitation périodique pour assurer une homogénéisation complete. Cette opération
a été répétee trois fois successivement sur une période de 24 a 48 heures, avec renouvellement
du solvant a chaque fois pour augmenter la quantité d'extrait. Apres filtration sur papier filtre, le
filtrat a été concentré a l'aide d'un évaporateur rotatif. Ainsi, I'extrait brut a été obtenu, transféré

dans des boites de Petri et laissé de c6té pour un séchage complet.

Figure 20: La filtration Figure 21 : Appareil du rotavapeur

B. Extraction type liquide /liquid

L’extrait méthanoiques sec de la plante a été utilisé comme base pour une extraction de type liquide-
liquide, puis 20 ml d’acétate d’éthyle ont été ajoutés dans une ampoule a décanter. Le mélange a été
vigoureusement agité, puis laissé au repos pendant au moins 24 heures jusqu’a séparation des deux
phases : une phase organique (en haut) et une phase aqueuse (en bas). La phase organique a été récupérée
dans un récipient en verre propre, et ’opération a été répétée trois fois successivement afin d’optimiser

I’extraction.
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Concernant 1’utilisation du solvant n-butanol, les mémes étapes que pour I’acétate d’éthyle ont été

suivies. Au terme de cette procédure, deux extraits organiques ont été obtenus : I'un a base d’acétate
d’¢éthyle et ’autre a base de n-butanol.

‘!.u‘;,f: -

Acétate
d’éthyl

Figure 22 : Extraction liquide-liquide par D’acétate d’éthyle

Figure23 : Extraction liquide-liquide par N-butanol
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Figure24 : Méthode d’extraction des flavonoides (Ciulei, 1983).
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I1.2. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction correspond au rapport entre la masse de 1’extrait sec obtenu et celle
du matériel végétal initialement utilise. 1l permet d’évaluer I’efficacité du procédé d’extraction. Ce
rendement est exprimé en pourcentage selon la formule suivante : R (%) = 100 Mext/Méch.
+» R :estlerendementen % ;

% Mext : la masse de 1’extrait aprés évaporation du solvanten g ;

+«» Méch : la masse seche en g ; de la Matiere végétal

II1. Extraction de I’huile essentielle

L’extraction de I’huile essentielle de Salvia officinalis a été réalisée par hydrodistillation a I’aide
d’un appareil de type Clevenger. Aprés la récolte des parties aériennes de la plante, notamment les
feuilles, celles-ci ont été soigneusement nettoyées pour éliminer toute trace de terre ou de végétation
étrangére.

II1.1. Procédé d’extraction

L’hydrodistillation est I’une des méthodes les plus simples et les plus anciennes utilisées pour I’extraction
des huiles essentielles. Elle consiste a immerger le matériel végétal dans un ballon rempli d’eau, que I’on porte
ensuite a ébullition afin de libérer les composés volatils sous forme de vapeur.

Dans le cadre de cette étude, I’extraction a été effectuée a I’aide d’un appareil de Clevenger, comprenant :

e Un ballon chauffant en verre résistant a la chaleur,
e Un condenseur pour la condensation des vapeurs,
e Etun tube de collecte permettant la séparation de I’huile aprés refroidissement.

Avant utilisation, I’appareil a été soigneusement nettoyé a I’acétone puis rincé a I’eau distillée pour éviter toute
contamination. Ensuite, 100 g de feuilles séchées ont été placées dans le ballon avec 1000 ml d’eau distillée.
L’ensemble a été chauffé pendant environ 3 heures. La vapeur entrainant 1’huile essenticlle a été condensée, puis
recueillie sous forme d’un distillat constitué de deux phases : une fine couche d’huile essentielle en surface,

séparée délicatement apres décantation.

Figure 25: Appareil de Clevenger
1 [ |
L %)
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II1 .2. Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le poids de la plante

a traiter. Le rendement, exprimeé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

RHE (%) = (MHE / MS) x 100

e RHE : rendement en huile essentielle de la partie aérienne de la plante ;
e MHE : le poids de I’huile extraite (mg) ;

e MS: le poids de la matiere végétale seche (mg).

IV. Caractérisation qualitative des extraits

IV.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode d’analyse simple, rapide et
économique, reposant sur le principe de 1’adsorption. Elle s’applique a divers types d’échantillons, qu’il
s’agisse de composés purs, d’extraits complexes de métabolites ou encore de matrices biologiques.
Cette technique permet d’avoir une vue d’ensemble sur la composition métabolique d’un extrait ou d’une
fraction, facilitant ainsi I’identification qualitative des substances présentes. Lorsqu’elle est mise en
ceuvre dans des conditions opératoires bien maitrisées, elle constitue également un outil fiable pour
évaluer la pureté d’un composé. En plus de cela, la CCM est couramment utilisée pour le suivi de
réactions chimiques, grace a sa capacité a détecter le nombre de constituants d’un mélange réactionnel
(Bengrba, 2008).

» Principe
La chromatographie sur couche mince repose sur le déplacement d’un échantillon dissous par une
phase mobile & travers une phase stationnaire. Aprés application de 1’échantillon sur la phase
stationnaire, les constituants migrent a des vitesses différentes, en fonction de leurs propriétés
physico-chimiques ainsi que de la nature du solvant utilisé (Antonot et al., 1998).
» Mise en ceuvre pratique
% Préparation des plaques CCM
Dans le cadre de ce travail, des plaques de chromatographie sur couche mince en gel de silice G 60
ont été utilisées comme phase stationnaire.

+« Préparation de la phase mobile
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La phase mobile est constituée d’un mélange de solvants organiques. A cette fin, plusieurs systémes

de solvants ont été testés afin d’identifier ceux permettant une séparation optimale des constituants

Tableau 3: Les différents systémes solvants utilisés pour la CCM de gel de silice

Systemes solvent N Proportion
Chloroforme/Hexane 1 (2:1)
Heptane/ acétate d’éthyle 5 (1:3)
CH.Cl, /Hexane 6 (1:1)
s Dépot

@
0’0

Les extraits de la plante sont dissous dans du chloroforme, puis déposés sur la plaque a 1’aide d’une pipette
Pasteur a des points repéres situés a 1 cm du bord inférieur de la plaque. Il est possible de réaliser plusieurs
dépots successifs du méme analyte au méme endroit, ce qui permet de concentrer I’analyte (Sine, 2003).
Développement des plaques

Chaque plaque est placée en position verticale ou légérement inclinée dans un bécher préalablement saturé
par les vapeurs du solvant approprié. Au fur et a mesure que la phase mobile progresse par capillarité,

1’échantillon étudié est entrainé progressivement vers le haut de la plaque (Sine, 2003)

\

Figure 26: Lampe Ultra-violet 254-365nm

< Reévélation

Une fois le développement du chromatogramme terminé, la plaque est séchée a température
ambiante, puis examinée sous UV a une longueur d'onde de 365 nm. Le comportement d'une
molécule dans un systéme donneé est exprimé par son facteur de front Rf, calculé selon la formule

suivante :

40

——
| —



Matériels et méthodes

d : la distance parcourue par la molécule ;
D : la distance parcourue par la phase mobile (front du solvant).
Rf=d/D

V. Teste des activités biologiques

V.1. Evaluation du pouvoir antioxydant

De nombreux tests sont utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante des extraits. La plupart de ces tests

reposent sur 1’observation du changement de couleur d’un réactif dans le milieu réactionnel. Dans le

cadre de notre étude, nous avons utilisé le test DPPH pour évaluer 1’activité antioxydante.

s Test DPPH
L’activit¢ antioxydante des extraits a ¢été évaluée a I’aide du test DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle), ou le DPPH est un radical libre stable de couleur violette, mesurable
photométriquement a 517 nm. La réduction de ce radical par un donneur d'atomes d'hydrogene
conduit a la formation de 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine, qui présente une couleur jaune-verte.
L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans

I’échantillon a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002).

+ Antioxvdant-OH + Antioxvdant-O’

DiphénylpicrylhydrazylDPPH (violet) DiphénylpicrylhydrazineDPPHH (jaune)

Figure 27 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Lounis et khalfalah, 2015).

++» Mise en ceuvre pratique

Une solution mére de I’extrait a été préparée dans le méthanol a une concentration de 2000 ug/mL, puis
des dilutions ont été realisees pour obtenir des concentrations finales de 10, 25, 50 et 100 pg/mL. Chaque
concentration a été mélangée avec une quantité appropriée de méthanol et de solution de DPPH, afin
d’atteindre un volume final constant. Les mélanges ont ensuite été incubés a 1’obscurité pendant 30

minutes a température ambiante. Les solutions ont été réparties dans une plaque ELISA (Microplaque),
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ou les trois répétitions pour chaque concentration ont été placées dans des puits adjacents au sein de la
méme plague.

D’autre part, un témoin négatif a été préparé, constitué uniquement d’une solution de DPPH et de méthanol.
L’absorbance a été mesurée a une longueur d’onde de 517 nm a 1’aide d’un spectrophotometre.

L’activité antioxydante a été calculée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH selon la formule suivante

% Inhibition= Abs Control — Abs échantillon x 100/Abscontrol

e Abs control : Absorbance du blanc (contenant tous les réactifs excepté le composé d'essai) ;
e  Abs échantillon : Absorbance du composé d'essai. Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité

antioxydant d’un compose, les Résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence
dans notre expérience Est BHT.

Figure 28 : Microplate Reader

V.2. Evaluation de I'activité antibactérienne

L’activité antibactérienne est évaluée par la méthode de 1’aromatogramme, qui équivaut a un
antibiogramme (une technique utilisée en bactériologie médicale ou les antibiotiques sont remplacés
par des extraits). Cette méthode repose sur la diffusion en milieu gélosé ou sur ’utilisation de

disques, et sert a tester la sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis d’un ou plusieurs
antibiotiques.

K/
L X4

Préparation des disques

Les disques sont préparés a partir de papier Whatman avec un diamétre de 6 mm. Ils sont ensuite

placés dans un tube a essai, stérilisés a I’autoclave et conservés jusqu’a leur utilisation.

——
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% Milieu de culture
On utilise la gélose nutritive Mueller Hinton pour évaluer la sensibilité des souches bactériennes a
différentes concentrations d’extraits méthanoiques

% Souches bactériennes testées
Dans le cadre de cette étude, 1’évaluation de 1’activité antibactérienne de Salvia officinalis a été
réalisée a 1’aide de souches bactériennes de référence, incluant a la fois des bactéries a Gram positif
et a Gram négatif. Ces souches ont été aimablement fournies par le laboratoire de microbiologie de
I’Université de M’sila. Afin d’assurer leur viabilité jusqu’a l’expérimentation, elles ont été

conservées au réfrigérateur dans des tubes hermétiques contenant un milieu nutritif approprié.

Tableau 4: Les souches bactériennes utilisées

Bacillus cereus Gram positive
Staphylococcus aureus Gram positive
Escherichia coli Gram negatif
Salmonella typhimurium Gram négatif

= Préparation des dilutions des extraits (concentration)

Selon (ciulel, 1983) ; nous avons préparé dilutions des extraits.

Tableau 5: La différente concentration des extraits.

C1 16
Cc2 8
C3 4
C4 2

= Préparation de I’'inoculum
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L’inoculum a été préparé a partir d’une culture pure de la bactérie a tester. Des colonies bien
isolées, présentant une morphologie homogeéne, ont été prélevées a I’aide d’une anse de platine
stérile.

Ces colonies ont ensuite été transférées dans un tube contenant 8 ml de solution physiologique
stérile a 0,9 %, puis soigneusement homogénéisées afin d’obtenir une suspension bactérienne

homogeéne.

» Ensemencement bactérien sur gélose (étapes)
Préparation de ’environnement de travail

Travailler dans des conditions stériles, a proximit¢é d’un bec Bunsen pour limiter les
contaminations environnementales.
v Préparation de I’écouvillon
Plonger un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne préalablement préparée.
v' Elimination de ’excés de liquide
Presser doucement 1’écouvillon contre la paroi interne du tube pour en retirer I’exces de liquide.
v' Ensemencement de la gélose
Etaler I’écouvillon sur toute la surface de la gélose séche en effectuant un mouvement vertical
régulier (de haut en bas).
v' Répétition du geste
Répéter I’opération deux fois, en tournant la boite de Petri d’environ 60° a chaque passage pour
assurer une couverture uniforme.
v Finition
Terminer en passant délicatement 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose pour homogénéiser

I’ensemencement.

“ Incubation et Interprétation des Résultats
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A la fin de la période d'incubation, la lecture des résultats est effectuée en mesurant le diamétre de
la zone d'inhibition autour de chaque disque a I’aide d’une régle millimétrée ou d’un pied a coulisse.
Ce diamétre permet d’évaluer I’efficacité des extraits polyphénoliques a inhiber la croissance des
souches bactériennes testées. L’interprétation se fait selon la classification suivante, basée sur la

sensibilité des bactéries (Ponce, 2003)

e Non sensible (-): diametre <8 mm
e Sensible (+) : diamétre compris entre 9 et 14 mm
e Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 et 19 mm

e Extrémement sensible (+++): diamétre > 20 mm

45

——
| —



&)

Chapitre 02 :

Resultats

Et discussions




Résultats Et discussions

I. Evaluation des techniques d’extraction

Des analyses phytochimiques ont été effectuées sur des extraits obtenus a partir de de la plante
Salvia officinalis, Ces analyses ont reposé sur une série de réactions chimiques visant a identifier les
composés bioactifs présents.
Une variété de solvants de polarités différentes a été utilisée afin de permettre la séparation des
composés en fonction de leur solubilité¢ dans chaque solvant d’extraction.
La détection de ces composés a été réalisée a travers des analyses qualitatives et quantitatives, incluant
la détermination des teneurs totales en polyphénols et flavonoides, 'utilisation de la chromatographie

sur couche mince (CCM), ainsi que la spectrophotométrie UV, en complément d'autres techniques

analytiques

I.1. Rendement des extraits

Une extraction des composés de Salvia officinalis a été réalisee en utilisant une série de solvants de
polarit¢ ~ croissante, a savoir : le méthanol, [lacétate d'éthyle et le n-butanol.

Cette méthode a permis d'isoler différents extraits a partir des parties de la plante, notamment :

e Dextrait brut (EBr.),
o L’extrait a ’acétate d’éthyle (EACOE),
e Et ’extrait au n-butanol (En-BuOH)

25
20.98

20 16.8
15
5 10
£ 5.6
[ 5
©
: [ ]
o 0

EBr En-BuOH EAcOEt
Type d'extrait
Figure 29 : Rendement des différents extraits de 1’espece Salvia officinalis.

Les résultats de I’extraction de la plante Salvia ont montré une variation significative des rendements

selon le type de solvant utilis¢. Comme 1’indique la figure (%), le rendement de 1’extrait brut (EBr) était
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d’environ 21%, suivi de 1’extrait au n-butanol (En-BuOH) avec un rendement proche de 17%, tandis que
I’extrait a ’acétate d’éthyle (EAcOE?t) a présenté le rendement le plus faible, estimé a 7%. Ces résultats

soulignent I’influence du solvant sur la quantité de composés extraits.

Ces résultats sont proches de celui trouvé par Dans cette étude, I’extrait a 1’acétate d’éthyle avait
atteint un rendement de 24,4%, surpassant celui du butanol qui n’était que de 5,2% (Okorie et al., 2023).
Cette divergence peut étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment la composition chimique spécifique
a chaque espece, les caractéristiques des tissus végétaux, ainsi que les conditions d’extraction telles que
latempérature, le temps de macération et la concentration du solvant. Cette comparaison met en évidence
le role crucial jou¢ a la fois par le type de plante et par le solvant utilisé dans I’efficacité de 1’extraction

et la qualité des composés bioactifs obtenu

I.2.Rendement en huiles essentielles de Salvia officinalis

Dans cette étude, nous avons extrait 1’huile essentielle de la sauge Salvia officinalis a I’aide de
I’appareil de Clevenger, obtenant un rendement de 0,20 %. Ce résultat est trés proche de ceux rapportés
dans d’autres études : par exemple, Saqgour (2020) a I’Université de Tichreen en Syrie a obtenu un
rendement de 0,18 % par distillation a la vapeur, tandis que Rahmani-Zanou (2020) a 1’Université
d’Ouargla a enregistré un rendement de 0,22 % avec le méme appareil. De plus, Dradji-Krama et ses
collaborateurs (2022) ont observé un rendement de 0,15 %, ce qui refléte la variation naturelle du
rendement selon les conditions expérimentales. Ces valeurs proches confirment que le rendement obtenu
dans notre ¢tude se situe dans la fourchette attendue pour I’extraction de 1’huile essentielle de sauge avec
I’appareil de Clevenger, témoignant de la qualité de la matiere premicre et de 1’efficacité de la méthode

utilisée
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II. Analyses qualitative des extraits

II.1. Chromatographique sur couche mince CCM

La technique de chromatographie sur couche mince (CCM) a été utilisée afin d’évaluer
qualitativement les composés phénoliques présents dans les différents extraits (acétate d’éthyle, n-
butanol et extrait brut) issus des de Salvia officinalis.

Cette méthode constitue 1’une des approches classiques et efficaces pour la séparation et la
purification des constituants végétaux, en raison de sa simplicité de mise en ceuvre et de sa capacité a

révéler la diversité des composés chimiques dans les extraits.

e Révélation (visualisation des taches)
Dans le cadre de cette étude, la séparation des extraits végétaux a été réalisée a I’aide de quatre systémes
de solvants de polarité intermédiaire.

Pour la détection des composés séparés, les plaques chromatographiques ont été exposées a la
lumiere ultraviolette (UV), ce qui a permis de visualiser et de localiser clairement les différentes taches.
Les couleurs des spots ainsi que leurs valeurs de facteur de rétention (Rf) ont été enregistrées suite a
’analyse par chromatographie sur couche mince (CCM).

Les résultats obtenus ont été présentés sous forme de figures illustratives et de tableaux :

n . n . n .
butano] | Acctate EX brut butanol | acetate EX brut butano]  Acctate EX brut

Figure30 : Révélation de plaque CCM de gel de silice de E Brt, E AcOEt et EnBuOHde Salvia
officinalis, sous lampeUV365 nm de S1, S5 S6.
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Une chromatographie analytique sur couche mince a été réalisée en utilisant trois systémes de
solvants de polarité moyenne. Les différentes taches des produits apparues sur les chromatogrammes ont
¢té délimitées sous lumiere UV a une longueur d’onde de 365 nm.

Les couleurs des taches et leurs valeurs de Rf ont été observées sous UV aprés 1’analyse
chromatographique sur couche mince. Les extraits provenant des différentes parties de la plante Salvia
officinalis (tige et feuille) ont révélé plusieurs taches avec des couleurs différentes dans les trois systemes
de solvants.

Ces couleurs variées observées sur les chromatogrammes sous UV/365 nm peuvent correspondre

a plusieurs classes de métabolites secondaires.
Ces différences dans la composition phytochimique reflétent I’influence des facteurs biotiques et
abiotiques sur la synthése des métabolites secondaires par les plantes. En effet, plusieurs facteurs
externes peuvent influencer la composition chimique de ces métabolites, tels que le sol, la température
et la lumiere (Bourgaud, 2012).

Tableau 6: Résultats de chromatographie sur couche mince 1’extrait brut de plante Salvia officinalis.

N°des Systémes Extrait brut

de solvants N° des Spots RF (cm)

0,41
0,43
0,74
0,88
0,96
0,2
0,26
0,30
0,52
0,75
0,32
0,36
0,48
0,53
0,63
0,73

|
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Tableau 7: Résultats de chromatographie sur couche mince 1’extrait d’acétate d’éthyle de Salvia
officinalis

N°des Systemes Extrait d’acétate d’éthyle
de solvants N° des Spots RF (cm)

[

0,27
0,39
0,58
0,70
0,86
0,96

o O B WD

0,15
0,21
0,26
0,36
0,46
0,55
0,64
0,73
0,8

o1
O© 00 ~NO O~ WD -

0,2
0,4
0,8
0,9

A WO DN

Les résultats de la chromatographie pour I’extrait brut et 1’extrait d’acétate d’éthyle ont montré
une diversité notable dans le nombre de taches et les valeurs de RF selon le systeme de solvant utilisé,
tandis que ’extrait de n-butanol n’a donné aucun résultat, aucune tache n’ayant été détectée dans tous
les systémes testés, ce qui indique 1’absence ou la faible concentration de composés détectables dans cet
extrait.

Pour I’extrait brut, le premier systéme a révélé cinqg taches avec des valeurs de RF relativement
élevées (de 0,41 a 0,96), ce qui indique la présence de composés moins polaires. Le cinquiéme systeme

a montré également cing taches, mais avec des valeurs de RF plus faibles (de 0,2 a 0,75), traduisant la

51

——
| —



Résultats Et discussions

présence de composés plus polaires. Quant au sixiéme systéme, il a révélé six taches avec des valeurs

de RF étalées (de 0,32 a 0,73), témoignant d’une bonne diversité chimique.

Pour I’extrait d’acétate d’éthyle, le cinquiéme systéme s’est avéré le plus efficace, avec neuf
taches et des valeurs de RF allant de 0,15 a 0,80, reflétant une grande capacité a separer divers composés
végétaux de polarités différentes. Le premier systeme a réveélé six taches avec des valeurs de RF allant
de 0,27 a 0,96, tandis que le sixiéme systéme n’a montré que quatre taches, indiquant une efficacité
moindre

Ces résultats sont en accord avec la littérature scientifique, ou de nombreuses études ont montré
que I’utilisation de systemes de solvants mixtes et de polarité intermédiaire (comme ’acétate d’éthyle)
augmente 1’efficacité de la séparation et révéle une plus grande diversité chimique dans les extraits
végétaux (Djahra, 2014 ; Bougandoura & Bendimerad, 2011 ; Markham, 1982). Les travaux de
Lana & Alaadin (2012) ont également montré que les extraits a 1’acétate d’éthyle produisent
généralement un plus grand nombre de taches et une diversité chimique plus large que d’autres solvants.
L’absence de résultats avec 1’extrait de n-butanol a également été signalée dans certaines études, car
certains composés végétaux peuvent ne pas étre solubles ou détectables dans les systemes
chromatographiques utilisant le butanol comme solvant (Benamar et al., 2010).

Les faibles valeurs de RF indiquent la séparation de composés polaires tels que les flavonoides
et les tanins, tandis que les valeurs élevées de RF reflétent la présence de composés moins polaires
comme les terpénes et les stérols, ce qui a été confirmé par la littérature scientifique (Markham, 1982 ;
Benamar et al., 2010) En conclusion, le cinquiéme systéme avec 1’extrait d’acétate d’éthyle s’avére le
plus approprié pour la séparation qualitative des composés de la plante étudiée, puisqu’il a montré le
plus grand nombre de taches et une large distribution des valeurs de RF, traduisant la richesse de
I’échantillon en composés phénoliques et flavonoidiques, alors que I’extrait de n-butanol n’a montré

aucune efficacité dans cette analyse.
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III. Résultats des tests biologiques

IIL.1. Activité antioxydant

<

e Détermination de ’activité anti-radicalaire des extraits de Salvia officinalis par 1a méthode
DPPH

L’activité anti-radicalaire des différents extraits de la plante Salvia officinalis a été testée par la
méthode du radical libre DPPH. Pour chaque extrait et pour chaque concentration, Les résultats obtenus
sont représentés sous forme de droits dont les équations sont les suivants :

Extrait méthanolique brut

80
60
40
20

Absorbance (1 %)

0 50 100 150
Concentration (pg/ml)

Figure3l : Courbe d’étalon d’activité antioxydant de 1’extrait méthanolique brut de la plante Salvia
officinalis

Extrait d’acétate d’éthyle

20

Absorbance (I %)

0 20 40 60 80 100 120
Concentration (pug/ml)

Figure 32 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant de I’extrait d’acétate d’éthyle de la plante Salvia
officinalis
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Extrait n- butanolique
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Figure 33 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant de 1’extrait n- butanolique de la plante Salvia

officinalis
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Figure 34 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant de I’extrait Huile Essentielle de la plante Salvia
officinalis
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Figure 35 : Courbe d’étalon d’activité antioxydant de 1’extrait BHT de la plante Salvia officinalis
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Figure 36 : Représentation de I’Inhibition du radical DPPH par I’estimation des valeurs d’ICso des
différents extraits de Salvia officinalis
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L’activité antioxydant a été évaluée par le spectrophotometre suivant la rédaction de ce radical
qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune, mesurable a 517nm, cette
capacité de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances anti-
radicalaires (Hamidi, 2011). Calcul des ICsoll faut savoir aussi que 1’ICsoest la concentration nécessaire
pour ¢éliminer 50% des radicaux libres, c’est le parameétre utilis€é pour mesurer 1’activité de 1’extrait a
piéger le radical libre (Cuvelier et al., 1992) ; il est inversement lié a la capacité antioxydant d’un
compose car une faible valeur d’ICsp indique une forte efficacité antioxydant de I’extrait (Babovic et
al., 2010).

Dans cette étude, ’activité antioxydante des différents extraits de Salvia officinalis a été évaluée
a ’aide d’un lecteur de microplaques, révélant une variation nette des valeurs de 1Cso selon le type de
solvant utilisé. L’extrait butanolique a présenté la plus forte activité antioxydante avec une valeur ICsode
13,75 ng/ml, suivi du standard BHT avec une valeur de 17,37 pg/ml, puis de I’extrait brut (59,46 pg/ml),
ensuite de I’extrait d’acétate d’éthyle (69,34 ng/ml), tandis que les huiles essentielles ont montré la plus
faible activité avec une ICsode 77,91 pug/ml. Cette variation refléte I’influence de la polarité des solvants,
les solvants polaires comme le butanol favorisant 1’extraction de composés phénoliques et flavonoides
reconnus pour leur forte activité antioxydante (Tzanova et al., 2019)

Ces résultats sont en accord avec des études antérieures qui ont démontré que les extraits polaires
de Salvia officinalis, tels que les extraits aqueux et méthanoliques, possédent une activité antioxydante
variable selon la méthode d’extraction et la concentration en composés phénoliques (DZami¢ et al.,
2016). Par ailleurs, une autre étude a montré que I’utilisation de solvants hydroéthanoliques augmente
la concentration des composés actifs et améliore ’activité antioxydante par rapport aux extraits
traditionnels (Lopez et al., 2020). En revanche, les huiles essentielles ont présenté une activité moindre,
ce qui est conforme aux résultats d’études indiquant que leur composition contient des composés avec
une activité antioxydante inférieure comparée aux extraits polaires (Bozin et al., 2007).

De plus, I’activité antioxydante est positivement corrélée a la teneur en composés phénoliques
tels que 1’acide rosmarinique et 1’acide carnosique présents dans la sauge, qui jouent un rdle clé dans
I’inhibition des radicaux libres (Neagu et al., 2022). Sur la base de ces résultats et comparaisons, il est
possible de conclure que les extraits polaires de Salvia officinalis, notamment 1’extrait butanolique,
constituent des sources naturelles efficaces d’antioxydants, avec un potentiel d’application dans les
domaines médical et alimentaire, tandis que les huiles essentielles demeurent moins efficaces dans ce

context.
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II1.2. Activité antibactérienne

II1.2.1. Activité antibactérienne des polyphénols

Tableau 8: Diamétre de zone d’inhibition de différents extraits de plante Salvia officinalis sur la
croissance de Souche bactérienne Extraite Brt

Extrait Brt

Les Concentration mg/ml

Souche bactérienne -
16 8 4 5 Sensibility

Diamétre de zone d’inhibition en mm

Staphylococcus aureus 9 8 7 7 +
Salmonella thyphimurium 9 10 6 9 +
Escherichia coli 6 6 6 6 —
Bacillus cereus 6 6 6 6 —

Les résultats du test d’activité antibactérienne de 1’extrait brut de Salvia officinalis contre quatre
souches bactériennes ont montré une variation notable selon le type de bactérie et la concentration de
I’extrait. L’extrait brut a présenté une activité significative contre Staphylococcus aureus, avec un
diamétre de zone d’inhibition de 9 mm a la concentration de 16 mg/ml, diminuant progressivement
jusqu’a 7 mm a 2 mg/ml, ce qui indique une relation positive entre la concentration et 1’efficacité. Une
bonne activité a également été observée contre Salmonella typhimurium, avec des diametres variants
entre 9 mm et 10 mm aux concentrations les plus élevées, et une diminution a 6 mm a 4 mg/ml, puis une
remontée a 9 mm a la plus faible concentration. En revanche, aucune activité inhibitrice n’a été notée
contre Escherichia coli et Bacillus cereus, le diamétre de la zone d’inhibition restant constant a 6 mm
pour toutes les concentrations, ce qui correspond généralement au diametre du disque lui-méme,
indiquant 1’absence d’effet antibactérien. Ainsi, 1’extrait brut de sauge présente une activité sélective
envers certaines souches bactériennes, notamment les bactéries a Gram positif comme Staphylococcus

aureus et certaines a Gram négatif telles que Salmonella typhimurium
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Tableau 9: Diamétre de zone d’inhibition de différents extraits de plante Salvia officinalis sur la
croissance de bactérienne Extraite AcOEt

Les Extrait AcOEt
Souche bactérienne i C‘m;ent‘rat;on r‘ng/mlz Sensibility
Diametre de zone d’inhibition en mm
Staphylococcus aureus 8 7 6 6 +
Salmonella thyphimurium 9 8 7 6 +
Escherichia coli 6 6 6 6 —
Bacillus cereus 12 6 6 6 +

Les résultats obtenus montrent que I’extrait d’acétate d’éthyle de Salvia officinalis présente une
activité antibactérienne variable selon la souche testée et la concentration utilisée. Un effet inhibiteur
notable a été observé contre Staphylococcus aureus, avec un diamétre de zone d’inhibition de 8 mm a la
concentration la plus élevée (16 mg/ml), diminuant progressivement a 6 mm a la concentration la plus
faible (2 mg/ml). Une activité similaire a été notée contre Salmonella typhimurium, ou le diamétre de la
zone d’inhibition varie de 9 mm a 6 mm selon la concentration. En revanche, aucune activité n’a été
détectée contre Escherichia coli, le diametre restant constant a 6 mm quelle que soit la concentration, ce
qui indique une absence d’effet inhibiteur. Pour Bacillus cereus, 1’extrait a montré la plus grande
efficacité a la concentration de 16 mg/ml (12 mm), puis une diminution marquée a des concentrations
plus faibles. Ces résultats mettent en évidence le caractére sélectif de 1’extrait vis-a-vis des différentes
souches bactériennes, avec une efficacité maximale contre Bacillus cereus et Staphylococcus aureus, et

aucune activité contre Escherichia coli.
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Tableau 10: Diamétre de zone d’inhibition de différents extraits de plante Salvia officinalis sur la
croissance de bactérienne Extrait BuOH

Les Extrait BuOH
Souche bactérienne Concentration mg/ml Sensibility
16 | 8 | 4 | 2

Diameétre de zone d’inhibition en mm

Staphylococcus aureus 6 6 6 6 —
Salmonella thyphimurium 6 6 6 6 —
Escherichia coli 6 6 6 6 —
Bacillus cereus 6 6 6 6 —_

Les résultats du test d'activité antibactérienne de I'extrait de butanol (BuOH) sur les souches
bactériennes étudiées ont montré I'absence d'effet inhibiteur de croissance, puisque le diamétre de la
zone d'inhibition est resté constant a 6 mm pour toutes les concentrations testées (16, 8, 4, 2 mg/ml) et
pour toutes les souches examinées, sans observer de différences ni d'augmentations dans les diamétres.
Cela indigue une absence d'activité antibactérienne de cet extrait dans les conditions et concentrations

utilisées dans cette étude.
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Tableau 11: : Diamétre de zone d’inhibition de différents extraits de plante Salvia officinalis sur la
croissance de bactérienne Extrait Les HE

Les HE
Les C trati /ml
Souche bactérienne oncentration mg/m Sensibility

16 | 8 | 4 | 2

Diameétre de zone d’inhibition en mm
Staphylococcus aureus 6 6 6 6 —
Salmonella thyphimurium 7 6 8 7 +
Escherichia coli 6 6 6 6 —_
Bacillus cereus 6 6 6 6 —

A la lumiére des résultats présentés dans le tableau, il apparait que I’huile essentielle étudiée n’a
montré aucune activité inhibitrice sur la croissance de la plupart des souches bactériennes testées,
puisque le diamétre de la zone d’inhibition est resté constant & 6 mm pour toutes les concentrations,
concernant les souches Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Bacillus cereus, ce qui indique
I’absence d’effet antibactérien dans ces cas. En revanche, la souche Salmonella typhimurium a présenté
une réponse différente, caractérisée par une légére augmentation du diamétre de la zone d’inhibition en
fonction des concentrations, suggérant une sensibilité relative a cette huile essentielle uniquement pour
cette souche. Ces résultats refletent la selectivite de 1’effet antibactérien de I’huile essentielle et
soulignent la nécessité de mener davantage d’études afin de déterminer son mécanisme d’action et
d’évaluer son efficacité sur un éventail plus large de souches bactériennes.

A la fin de cette présentation des résultats figurant dans les tableaux et les images, on peut
résumer que le pouvoir antibactérien varie d’un extrait a un autre. Le diametre de la zone d’inhibition
de I’extrait étudié différe selon la bactérie testée ainsi que selon le type d’extrait. Cette variation de
I’activité antimicrobienne des extraits vis-a-vis d’une méme bactérie est principalement due aux
differences dans leur composition chimique (Boudjouref, 2011 ; Ben Sassi et al., 2007 ; Naili et al.,
2010).
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De plus, Hayouni et al. (2007) ont montré que la méthode d’extraction et la nature du solvant
peuvent influencer D’activité antibactérienne des composés phénoliques des plantes. L’activité
antibactérienne des flavonoides peut s’expliquer par des mécanismes de toxicité envers les
microorganismes, incluant des interactions non spécifiques telles que la formation de ponts hydrogene
avec les protéines des parois cellulaires ou les enzymes, la chélation des ions métalliques, 1’inhibition
du métabolisme bactérien, ainsi que la séquestration des substances nécessaires a la croissance

bactérienne (Karou et al., 2005).

Les extraits de la plante Salvia officinalis sont reconnus comme une source naturelle dotée d’une activité
antibactérienne, principalement due a leur composition chimique riche en composés phénoliques, acides
organiques et huiles essentielles possédant des propriétés inhibitrices sur la croissance de plusieurs
souches bactériennes. Des études ont montré que 1’huile essentielle de la sauge exerce une forte activité
contre les bactéries a Gram positif, notamment Staphylococcus aureus, avec des zones d’inhibition
significatives témoignant d’une grande efficacité (Bakhouch et al., 2005). Des analyses chimiques
récentes indiquent que des composés actifs tels que les monoterpénes cétones, les tanins et les acides
phénoliques (acide rosmarinique et caféique) jouent un réle important dans cette activité antibactérienne
(Dhouib & Souaker, 2023).

En ce qui concerne les bactéries a Gram négatif comme Escherichia coli et Salmonella typhimurium,
certaines ¢tudes ont rapporté une activité modérée des extraits, ce qui s’explique par la structure
complexe de leur paroi cellulaire qui réduit la perméabilité des composés actifs (Maatouq &
Nagishbandi, 2012). De plus, la méthode d’extraction et la concentration de I’extrait influencent
significativement D’intensité de ’activité antibactérienne, les extraits alcooliques et chloroformiques
montrant une activité variable selon la concentration utilisée (Maatoug & Nagishbandi, 2012). Par
ailleurs, 1’activité antibactérienne est liée a la concentration des substances actives dans I’huile
essentielle, qui varie selon le lieu et la période de récolte de la plante (Dhouib & Souaker, 2023).

Ces études démontrent I’importance de la sauge comme source naturelle de composés antibactériens,
particulierement contre les bactéries a Gram positif telles que Staphylococcus aureus, ce qui en fait un
candidat prometteur pour des applications médicales et pharmaceutiques dans la lutte contre les
infections (Bakhouch et al., 2005 ; Maatouq & Nagishbandi, 2012).
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Figure 37 : Leffet de I’extrait brut de la plante Salvia officinalis sur les souches bactériennes testée en
présence différent concentration d’extraits.

Figure 38 : Leffet de I’extrait Acétat de la plante Salvia officinalis sur les souches bactériennes testée
en présence différent concentration d’extraits.
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Figure 39 : L’effet de I’extrait brut de la plante Salvia officinalis sur les souches bactériennes testée en
présence différent concentration d’extraits.

Figure 40 : L’effet de I’extrait les huiles essentielles de la plante Salvia officinalis sur les souches
bactériennes testée en présence différent concentration d’extraits.
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Figure 41 : L’effet de I’extrait brut de la plante Salvia officinalis sur les souches bactériennes testée en
présence différent concentration d’extraits.

Figure 42: L’effet de I’extrait Acétat de la plante Salvia officinalis sur les souches bactériennes testée
en présence différent concentration d’extraits.
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Figure 43 : L’effet de I’extrait Acétat de la plante Salvia officinalis sur les souches bactériennes testée
en présence différent concentration d’extraits.
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Conclusion

Les résultats de cette étude soulignent l'importance capitale de tester le type de solvant pour
l'extraction des composés actifs de la sauge (Salvia officinalis), car il apparait clairement que le type de
solvant influence directement le rendement d'extraction, la composition chimique des extraits, ainsi que

leur activité biologique.

L'extrait brut (EBr) a donné le rendement le plus élevé, soit 20,98 %, et présente une activité
antioxydante modérée avec une valeur ICso de 59,46 pg/mL, ce qui indique la présence de composés
chimiques extractibles contribuant a cette activité. Vient ensuite l'extrait au n-butanol (En-BuOH), qui a
montré une activité antioxydante plus forte avec une ICso de 13,75 pg/mL, surpassant le standard BHT
(17,37 pg/mL). L'extrait a 'acétate d'éthyle (EAcOE?t) a présenté un rendement relativement faible de
6,56 % avec une activité¢ antioxydante moindre (ICso = 69,34 pg/mL). Quant a I'huile essentielle de la
sauge, elle a eu le rendement le plus bas (0,20 %) et la plus faible activité¢ antioxydante (ICso= 77,91
pg/mL), ce qui est naturel compte tenu de sa composition volatile et de sa faible concentration en

principes actifs.

L'analyse chromatographique de I'extrait a 'acétate d'éthyle a révélé une diversité de composés
phénoliques et flavonoides connus pour leur activité biologique, tandis que 1'extrait au butanol n'a pas

montré de différences significatives dans les composés extraits selon le solvant utilisé.

Concernant l'activité antibactérienne, 1'extrait brut et l'extrait a 1'éthanol éthyle ont démontré une
efficacité l1étale contre certaines souches telles que Salmonella typhimurium et Staphylococcus aureus,
avec des diameétres d'inhibition variant entre 6 mm et 10 mm selon la concentration. En revanche, 1'extrait
au butanol n'a montré aucune activité antibactérienne, et 'huile essentielle de la sauge a présenté une

activité tres faible.

Ces résultats mettent en lumiere le role crucial du choix du solvant dans la qualité et 1'efficacité
des extraits végétaux, soulignant la nécessité d'adapter le solvant en fonction de l'objectif de I'extraction,
qu'il s'agisse d'activité antioxydante ou antibactérienne. Cette étude ouvre également des perspectives
pour le développement d'extraits de sauge efficaces a des fins pharmaceutiques et alimentaires, tout en
insistant sur la nécessité de recherches complémentaires pour identifier précisément les composés actifs

et améliorer les méthodes d'extraction.
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Résumé
a sauge officinale (Salvia officinalis) est un sous-arbrisseau aromatique appartenant a la famille des Lamiacées
(Lamiaceae), une famille riche en plantes médicinales et aromatiques. Originaire du bassin méditerranéen, cette plante
L est largement cultivée pour ses feuilles reconnues pour leurs propriétés médicinales et culinaires.

La sauge est mondialement reconnue pour ses nombreux bienfaits pour la santé, notamment ses activités antioxydantes
et antimicrobiennes. Traditionnellement, elle est utilisée pour traiter les inflammations, renforcer le systtme immunitaire et
améliorer les fonctions cognitives.

Dans cette étude, I’activité biologique de différents extraits de sauge a été évaluée en utilisant des solvants de polarités
variées (méthanol, acétate d’éthyle, butanol) ainsi que 1’extraction des huiles essentielles. Les résultats ont montré que le
rendement d’extraction dépend fortement du solvant utilisé : I’extrait brut a présenté le rendement le plus élevé (20,98 %), suivi
de I’extrait au butanol (16,8 %) et de celui a ’acétate d’éthyle (5,6 %), tandis que les huiles essentielles ont affiché un rendement
faible (0,20 %).

Concernant I’activité antioxydante, 1’extrait au butanol s’est révélé le plus efficace avec une valeur IC50 de 13,75 pg/mL,
surpassant les autres extraits et les huiles essentielles. En ce qui concerne 1’activité antibactérienne, les extraits bruts et a I’acétate
d’éthyle ont montré une efficacité sélective contre certaines souches bactériennes telles que Staphylococcus aureus et Bacillus
cereus. En revanche, I’huile essentielle a présenté une faible activité antibactérienne, tandis que 1’extrait au butanol n’a révélé
aucune activité dans ce domaine.

Mots clés: Salvia officinalis, activité antioxydant, activité antibactérienne, IC50.

Abstract

Salvia officinalis, commonly known as sage, is an aromatic sub-shrub belonging to the Lamiaceae family, which is
rich in medicinal and aromatic plants. Native to the Mediterranean basin, sage is widely cultivated for its leaves,
valued for both medicinal and culinary uses. It is globally recognized for its health benefits, particularly its antioxidant
and antimicrobial properties. Traditionally, sage has been used to treat inflammation, boost the immune system, and
enhance cognitive functions

This study evaluated the biological activities of various sage extracts obtained using solvents of different polarities
methanol, ethyl acetate, and butanol as well as essential oil extraction. Extraction yield varied significantly with the
solvent: the crude extract had the highest yield (20.98%), followed by the butanol extract (16.8%) and ethyl acetate
extract (5.6%), while essential oils had a low yield (0.20%).

Regarding antioxidant activity, the butanol extract demonstrated the strongest effect with an 1C50 value of 13.75
pg/mL, outperforming other extracts and essential oils. In terms of antibacterial activity, the crude and ethyl acetate
extracts showed selective efficacy against bacterial strains such as Staphylococcus aureus and Bacillus cereus.
Conversely, the essential oil exhibited weak antibacterial activity, and the butanol extract showed no antibacterial
effect.

These findings highlight the potential of specific Salvia officinalis extracts, particularly butanol and ethyl acetate
fractions, as sources of bioactive compounds with antioxidant and selective antibacterial properties.

Key words: Salvia officinalis, antioxidant activity, antibacterial activity, IC50. :uale\
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