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CPG : Chromatographie phase gazeuse.
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DMSO : Diméthylsulfoxyde.

DPPH : 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle.

FE : Feuille.

FR : Fleur.

FRAP : Ferric reducing antioxidant power.

HCI : Acide chlorhydrique.

HE : Huile essentielle.

IR : Indice de rétention.

Km : Kilometre.

mL : Millilitre.

MS : Matieres séches.

nm : Nanometre.

ONIPPAM : Office Nationale Interprofessionnelle des Plantes a Parfums Aromatiques et

Médicinales, France.

Qsp : Quantite suffisante pour.
UFC : Unité formant colonie.

EQ : Equivalent querceétine.
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Glossaire des termes scientifiques

Cotylédon : (nm) feuille embryonnaire de la plantule.

Feuilles opposées : (adj) qualifie deux feuilles insérées au méme niveau et se faisant face.
Feuilles simples : (adj) qui n'est ni composés ni ramifiée en plusieurs éléments.

Feuilles crénelées : (adj) une feuille pourvue de dents obtuses et arrondies.

Feuilles décussées : feuilles disposées en croix. En botanique ce terme s'applique a des paires

de feuilles opposées disposées perpendiculairement a chaque noeud.
Feuilles lancéolées : (adj) en forme de fer de lance.
Axe hypocotylé : axe placé sous les cotylédons.

Plante annuelle : (adj) qualifie un végétal réalisant son cycle biologique complet dans I'année

puis mourant au terme de celui-ci.
A port dressé : (adj) qualifie un élément plus ou moins perpendiculaire au sol.
Caulinaires : (adj) qualifie un organe naissant sur une tige.

Sessile : (adj) qualifie un organe ou une structure dépourvue de pédoncule, de pédicelle ou de

pétiole.

Verticilles : (nm) ensemble d'organes de méme nature insérés en cercle et a un méme niveau.
Bractées : (nf) feuille modifiée axillant un axe ou une fleur.

Calice : (nm) verticille externe du périanthe d'une fleur, c'est I'ensemble des sépales.

Bilabié : (adj) qualifie une structure divisée en deux levres.

Campanulé : (adj) en forme de cloche comme les fleurs de campanules.

Fruit tétrakene : cénocarpe de certaines Lamiales, formé de quatre nucules qui se dissocient a

maturité.

Ellipsoide : volume globalement sphérique présentant un aplatissement aux poles.
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Les plantes s'imposent sur la planete par leur apparence, leur exubérance et leur énigme.
Depuis la plus haute antiquité, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinale. Mais, qu’est ce qui les a guidés a employer une plante plutot

qu’une autre ? Le hasard ? La superstition ? L’expérience, certainement [1].

Ces derniéres années, une branche distincte s’est développée « la phytochimie » ou la chimie
des plantes qui est un carrefour de trois disciplines ; la chimie organique, la chimie analytique
et la biochimie [2]. Elle s’intéresse d’une part, a I’analyse, a la purification et a 1’élucidation
des substances chimiques élaborées et accumulées par les plantes par le truchement
d’instruments analytiques tels que, les techniques chromatographiques. D’autre part, a

I’estimation et au dépistage des activités biologiques.

L'Algérie par sa position biogéographique offre une tres large biodiversité floristique,
rassemblant la flore méditerranéenne et le sous-ensemble de la flore africaine, estimée a plus
de 3000 espéeces. Le genre Salvia appartenant a la famille des lamiacées (labiées) fait partie

d’une panoplie de plantes médicinales et aromatiques caractérisant la flore algérienne [3].

Malgré I’importance non négligeable du genre Salvia en termes de richesse en métabolites a
visés thérapeutiques, peu d’études ont été conduites sur I’espece endémique du Nord-Ouest

algérien « Salvia algeriensis Desf. ». Ce qui nous inspire a poser la problématique suivante ;

Quelle place occupe Salvia algeriensis Desf. dans la médecine traditionnelle algérienne ?
Quels sont les composés actifs de cette espéce ? Et quelles activités biologiques posséde-t-

elle ?

C’est dans le souci de valoriser et d’apporter de nouvelles données sur cette espéce que cette
présente étude a été réalisée. Son objectif principal est d’établir un profil phytochimique de

Salvia algeriensis Desf.

En vue de rendre compte de la démarche scientifique adoptée, ce manuscrit comportera deux

grandes parties ;

La premiére partie est une synthése bibliographique qui porte sur trois chapitres ; dans le
premier, nous décrivons la famille, le genre et I’espéce objet de cette étude point de vue
botanique, le deuxieme se porte sur les métabolites secondaires et les huiles essentielles, dans

le dernier chapitre, nous traitons les activités biologiques de quelques métabolites secondaires.
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La deuxiéme partie consacrée aux travaux expérimentaux ; il s'agit dans un premier temps de
réaliser une enquéte ethnobotanique dans le but de recenser la connaissance liée a la médecine
traditionnelle et de documenter les propriétés thérapeutiques ainsi que les différentes manieres
d’utilisation de la plante Salvia algeriensis Desf. Dans un second temps, nous essayons d’établir
un profil phytochimique de cette espece, en partant de divers extraits analyses par différentes
méthodes. Par la suite, nous évaluons ses activités antioxydantes et antimicrobiennes. Enfin,

nous cléturons notre travail par une conclusion géenérale et des perspectives.
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|.1. Apercu sur la phytothérapie et I’aromathérapie

Art et science a la fois, la phytothérapie se base sur autant des savoirs ancestraux que
sur des méthodes de recherche et de techniques analytiques. Le mot "phytothérapie™ se compose
étymologiquement de deux racines grecques : phuton et therapeia qui signifient respectivement
"plante” et "traitement”, ou proprement parler « la thérapie par les plantes ». Une thérapeutique
transmise au fil des générations, basée sur un savoir empirique. Le terme empirique n’a ici
aucune évocation péjorative, tout au contraire, c’est a partir de ces conditions qu’est née une

précieuse médecine populaire [4,5].

La plante médicinale est rarement utilisée dans son entier, il s’agit de rhizomes, de feuilles, de
tiges, de fruits. .., chaque partie peut avoir une utilisation différente décrite dans la monographie
de la plante. Prenons I’exemple des plantes aromatiques, par ces extraits riches en huiles
essentielles connues pour leurs activités antiseptiques et thérapeutiques, donnent naissance a un
néologisme crée par René-Maurice ; « aromathérapie » ; un terme venant du latin aroma, odeur

et du grec therapia, qui signifie traitement [6].

Aujourd’hui, la phytothérapie moderne se base sur des connaissances biochimiques des extraits
et des composés actifs de plantes médicinales, de les identifier, les tester cliniquement, pour

ensuite les transformer, grace a I’industrie pharmaceutique en « phyto-médicament » standard.

Ce mode de thérapie n’est en aucun cas une technique anodine ; connaitre une plante c’est étre
conscient de ses limites. Toute plante médicinale, est susceptible de faire preuve d’effets
secondaires en régle générale indésirables, et cela dans ses conditions normales d’utilisations
[7]. Les régles scientifiques de bon usage de la phytothérapie notamment 1’aromathérapie
reposent sur des connaissances des propriétés thérapeutiques de chaque extrait de plante, des

posologies prescrites et d’éducation et de surveillance des patients qui en bénéficient.

I.2. Etude botanique de Salvia algeriensis Desf.

1.2.1. Famille des Labiées/Lamiacées

Lamiaceae ou Labiatae, connue depuis I'Oligocéne, anciennement appelée Labiées, cette
famille provient du mot latin labium signifiant lévre et du grec laimos pour gueule ouverte, en

raison de la forme de la corolle [8].

Cette famille comprend environ 258 genres et pres de 6900 especes, une Lamiacée est

facilement identifiable parce qu’elle est d’'une homogénéité exceptionnelle [8].
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I1 s’agit d’une grande famille, trés typique du monde végétal, qui occupe une place importante

en phytothérapie en raison de sa richesse en huiles essentielles.

1.2.1.1. Répartition géographique
Les lamiacées sont plus ou moins cosmopolites mais particulierement répandues depuis le

bassin méditerranéen jusqu’en Asie centrale [8].

En Algérie, cette famille botanique est représentée par 184 espéces avec un pourcentage de
4.46% [9].

1.2.1.2. Description botanique

- Appareil végétatif
La famille des Lamiacées regroupe des herbes annuelles, vivaces formant des arbustes
(Caryopteris x clandonensis) ou encore des sous-arbrisseaux (Salvia officinalis), et plus rarement
des arbres (Hyptis suaveolens). Elles possedent des tiges a section carrée, leurs feuilles sont
toujours simples et opposées-décussées sans stipules, ou verticillées, velues, elles ont un limbe

a surface reduite, épais et souvent enroulés par dessous [10].

Les Lamiacées ont un épiderme trés riche en poils tecteurs non glanduleux ayant une fonction

de protection et en poils sécréteurs d’huile essentielle.

- Appareil reproducteur
Les fleurs sont zygomorphes, bilabiées, hermaphrodites, adaptées a la pollinisation
entomophile. Elles se regroupent généeralement en faux verticilles, elles possedent 5 sépales
soudées en un ensemble régulier a bilabié et 5 pétales soudées en une corolle le plus souvent

bilabiée, avec comme formule florale : 5S + (2+3) P + (2+2) E+ 2 C.

Figure 1: Calice des Lamiacées. 1. Lavandula ; 2. Thymus ; 3. Mentha ; 4. Teucrium ;
5.Calamintha, tube tordu ; 6. Galeopsis, dents longuement spinescentes [11].
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Figure 2 : Corolle des Lamiacées. 1. Mentha, corolle subréguliere ; 2. Thymus, corolle bilabiée
2/3 ; 3. Salvia, corolle bilabiée 2/3, lévre supérieure droite ; 4. Stachys, corolle bilabiee 2/3 ; 5.
Ajuga, corolle unilabiée 0/3, la levre supérieure est presque avortée ; 6. Teucrium, corolle
unilabiée 0/5 [11].

Les cymes sont unipares scorpioides contractées en glomérules, parfois elles peuvent se réduire
en 3 fleurs ; c’est le cas du genre Salvia. Le fruit est tétrakene, les graines sont exalbuminées
[12].

1.2.2. Genre Salvia

« Pour quelle raison un homme devrait ’il mourir alors que la sauge pousse dans son jardin ? », un
dicton médiéval [1]. Ainsi, son nom indique clairement le rdle primordial qu’il occupe en
phytothérapie ; Salvia vient de salvare qui, en latin, signifie guérir, il a été transcrit en Sauge en

frangais et en « Sawge » en ancien anglais puis en Sage aujourd’hui [1].

Les sauges constituent un groupe trés diversifié qui rassemble entre 900 et 1000 especes, dont

23 especes existent en Algérie, y compris Salvia algeriensis Desf. objet de notre étude [13].

1.2.2.1. Répartition géographique
Les sauges manifestent des variations morphologiques et génétiques selon leurs origines

géographiques, elles sont aussi bien répandues dans les zones tempérées que subtropicales [14].

Ce genre est distribué dans trois régions principales dans le monde : 530 espéces en Amérique
centrale et latine, 250 especes en Asie centrale et en régions méditerranéennes, 30 en Afrique
du Sud et 90 espéces en Asie de I’Est (figure 3) [15].


https://www.promessedefleurs.com/vivaces/vivaces-par-variete/sauges.html
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30 esp = If“

Figure 3 : Répartition géographique du genre Salvia dans le monde

selon WALKER et al. (2004).

1.2.2.2. Description botanique
- Appareil végétatif
Les sauges sont des arbustes ou des plantes herbacées, elles peuvent étre annuelles bisannuelles

ou vivaces selon ’espece.

Les tiges quadrangulaires, inclinées comme les autres membres de la famille des lamiacees,
pourvues de trichomes, portant des feuilles opposées et décussées, ces derniéres sont

généralement entieres, mais parfois dentées ou pennées [13].

- Appareil reproducteur
Les fleurs des sauges n’ont que deux étamines, elles se regroupent en inflorescences de type
grappes ou panicules, le calice nettement bilabié, en forme de cloche, la corolle pentameére,
comprend a sa base un tube un peu arqué, Iégerement plus long que le calice, terminé par deux

lobes élargis, I'inférieur en lévre a trois lobes, le supérieur en casque recourbé [16].

Les fruits ovoides lisses et dans de nombreuses especes ils ont un revétement mucilagineux
[17].

1.2.3. Espéce Salvia algeriensis Desf.
Salvia algeriensis Desf. appelée dans le langage commun Merymia (43 a) 4a Il en arabe)
et Sauge algérienne en francais. C’est une plante aromatique, annuelle, a port dressé, dégageant

au moindre froissement de la feuille une lIégere odeur de thym [18].



CHAPITRE | : PRESENTATION DE L’ESPECE Salvia algeriensis Desf.

La position de Salvia algeriensis Desf. dans la systématique des Angiospermes est mentionnée
dans le tableau I et 1l [19]. Cette espéce donne par distillation une huile essentielle camphrée,

pouvant contenir un certain nombre de vertus.

Tableau | : Position de Salvia algeriensis Desf. selon la classification de Cronquist [19].

Régne Plantae
Sous-régne Viridaeplantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Astéridées
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Salvia

Tableau 11 : Classification phylogénétique APG Il de Salvia algeriensis Desf. [19].

Régne Archéplastides
Clade Angiospermes
Clade Dicotylédones vraies
Clade Noyau des Dicotylédones vraies
Clade Astéridees

Clade Lamiidées

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées
Sous-famille Népetoidees

Genre Salvia

Espéce Algeriensis
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1.2.3.1. Répartition géographique
Salvia algeriensis Desf. est une espece originaire du Maroc, endémique des régions du nord-
est marocain et nord-ouest algérien, elle est commune dans le secteur phytogéographique

oranais de I’ Algérie ; oranais 1 (O1), oranais 2 (02), oranais3 (O3) (figure 4) [13].

.
v

MER MEDITERRANEE

Figure 4 : Localisation de I’espéce (Salvia algeriensis Desf.) en Algérie selon Quézel et
Santa.

1.2.3.2. Ecologie et nature du terrain

En Algérie, Salvia algeriensis Desf. est une “mauvaise herbe” mineure, peu fréquente et peu
abondante, elle ne constitue généralement pas une géne pour la culture. Cependant, elle peut
parfois étre nuisible de facon localisée en cas de présence par taches de forte densité. Elle a une
preférence pour les sols lourds profonds plus ou moins tirsifiés des collines argilo marneuses

du tell occidental [18].

1.2.3.3. Description botanique
- Appareil végétatif

Les tiges sont caractéristiques des Lamiacées, droites, simples, de section quadrangulaire,
velues a poils tecteurs couchés et glanduleux capités dressés de 1-2 mm, tres visibles [18,13].

10
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Les feuilles sont simples et grandes, elles sont toutes opposées, décussées et lancéolées, a marge
plus ou moins crénelée, les inférieures longuement pétiolées, caulinaires subsessiles [18], elles

peuvent avoir pres de 8 cm de longueur [17].

Dans son habitat naturel, I’espéce pousse jusqu’a atteindre des tailles d’environ 20-50 cm de
hauteur [13].

L) ) @)

Figure 5 : (1) : Feuille de Salvia algeriensis Desf. ; (2) : Tige quadrangulaire a poils tecteurs

glanduleux de Salvia algeriensis Desf. ; (3) : Feuille simple et opposées de Salvia algeriensis

Desf. (photo originale).

- Appareil reproducteur

Salvia algeriensis Desf. produit 3 a 4 inflorescences, allant jusqu’a 15cm de long, composées

de verticilles de 4-6 fleurs, des bractées ovales-lancéolées [18].

Fleurs zygomorphes, bilabiées & deux lévres ; supérieure et inférieure, possédant deux dents de

2-3 mm de long, epineuses disposées en verticilles au sommet des rameaux (Figure 6) [17, 18].

11
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-

1) ) ©)
Figure 6 : (1) : Corolle a poils glanduleux de Salvia algeriensis Desf. (2) : Inflorescence de

Salvia algeriensis Desf. (3) : Fleur de Salvia algeriensis Desf. (photo originale).

Elles ont une couleur bleu violacé, concolores, atteignant 28 mm de long , munies d’un calice
bilabié, campanulé, pendant la fructification (Figure 7), a 5 dents, et d’un style plus long que la

corolle couverte dans sa moitié inférieure de poils glanduleux, capités, visibles, longs de 1-2

mm [13, 18, 17].

Figure 7 : Calice bilabié, campanulé, a 5 dents de Salvia algeriensis Desf. (photo originale).

12
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Fruit sous forme de tétrakéne, ellispoidal-subglobulaire, d’environ 3 mm de long, brunatres.

Salvia algeriensis Desf. est une espece clithochore (dissemination & trés courte distance) [18].

Figure 8 : Fruit tétrakene de Salvia algeriensis Desf. (photo originale).

13
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Kossel est le premier a employer le terme de " métabolite secondaire” qu'il definit alors
en ses termes : « (...) alors que les métabolites primaires (sucres, lipides, protéines, acides
nucléiques) existent dans toutes les cellules végétales capables de se diviser, les métabolites
secondaires ne sont présents que de fagon "accidentelle” et ne sont pas essentiels a la vie de la
plante » [20].

Aujourd’hui, on estime a plusieurs centaines de milliers les métabolites secondaires, possédant
des structures et des fonctions différentes, ce qui fait qu’il existe un grand nombre de
classification selon les sources. 1l ressort que la classification la plus élémentaire des

métabolites secondaires inclue trois groupes :

Les terpenes (par exemple : les substances volatiles des plantes, les glycosides, les

caroténoides, les stérols, ...).

Les composés phénoliques (par exemple : les acides phénoligues, les coumarines, les lignanes,

les stilbénes, les flavonoides, les tanins, la lignine, ...).

Les composeés contenant de I'azote (par exemple : les alcaloides, les glucosinolates, ...) [21].

11.1. Métabolites secondaires
11.1.1. Composes phénoliques et terpéniques

11.1.1.1. Composés phénoliques

IIs ont une vaste variabilité structurale allant de simples molécules telles que 1’acide phénolique
a des gros composés hautement polymérisés comme les tanins. L’élément structural
fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est
directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther,

ester, hétéroside [22].

11.1.1.1.1. Acides phénoliques
Parmi les acides phénoliques on distingue les dérivés de I’acide benzoique (C6-C1, 2), ceux de

I’acide cinnamique (+leurs derivés estérifiés), et des coumarines, tous possédant une structure
du type (C6 - C3) [23].

15
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- Dérivés de I’acide benzoique : Acides hydroxybenzoiques

Les structures des acides hydroxybenzoiques varient suivant les hydroxylations et les
méthoxylations sur le cycle phénolique aromatique avec une structure de base de type C6 - C1.

Ces hydroxyles phénoliques OH peuvent ensuite étre méthylés [23, 24].

Acide hydroxybenzoique.
- Dérivés de I’acide cinnamique : Acides hydroxycinnamiques

Les dérivés de I’acide cinnamique ont une structure de base de type C6 - C3. lls sont
aussi qualifiés de I'appellation de phénylpropanoides. Les hydroxyles phénoliques OH™ de
ces dérives peuvent aussi étre méthylés (-O-CH3).

OH

R ~
=0

R,

RS
Acide hydroxycinnamique.
Alors que les acides hydroxybenzoiques se présentent majoritairement sous forme libre, les

acides hydroxycinnamiques peuvent exister sous une forme estérifiée par I’acide quinique [24].

HO_ CO,H

OH
OH

Exemple d’un acide chlorogénique (acide 5’ caféoylquinique).
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- Coumarines

Les coumarines possedent un noyau de base de type 2H-1-benzopyran-2-ones, a ce noyau
peuvent s’ajouter différents groupements chimiques a 1’origine de quatre types de

coumarines différents :

R6_ 2 !
AN
R7 o~ ~o
R8

Structure de base des coumarines.
Les coumarines simples (benzo-a-pyrones).

Les furocoumarines (furobenzo-a-pyrones) qui résultent de la fusion d’un cycle furane en
position 6 et 7 (furocoumarines linéaires) ou en position 7 et 8 (furocoumarines angulaires) sur

un noyau coumarine simple.

Les pyranocoumarines (benzodipyran-2-ones) qui résultent de la fusion d’un cycle pyrane sur

un noyau coumarine simple, formant alors aussi des pyranocoumarines linéaires et angulaires.

Les phénylcoumarines (benzo-benzo-pyrones) qui résultent de la fusion d’un cycle phényl sur

un noyau coumarine simple [25].

11.1.1.1.2. Flavonoides
Les flavonoides lato sensu sont des pigments quasiment universels des végétaux, souvent
responsables de la coloration des fleurs (dont le pouvoir attracteur conditionne la pollinisation

entomophile), la coloration des fruits et parfois des feuilles [22].

Tous les flavonoides (plusieurs milliers ont été décrits) ont une origine biosynthétique
commune et de ce fait, possedent le méme élément structural de base notamment

I’enchainement 2- phénylchromane [22].

17
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L
2-phénylchromane
)L ‘ .
[ l
© @

X
o
OH

0
Flavones flavonols flavanones Flavan-3-ols isoflavones anthocyanidines

Figure 9 : Principales classes des flavonoides (photo originale).

11.1.1.1.3. Polymeres
- Tanins hydrolysables

Ce sont des esters d’acides phénoliques ; soit de 1’acide gallique dans le cas des tanins galliques
soit de 1’acide hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés d’oxydation dans le cas des
tanins ellagiques, associés a un polyol (habituellement le glucose), divisés en gallotanins et

ellagitanins [23].

O~_OH 0 '
HO O o .L 0“ ?UH
HO Q O OH I To \/wg‘z/ﬂa - vm
HO OH T o=
OH 4 0 OH [ l { :E}—EIH

Fa
HO 0O

Acide gallique Acide ellagique Tanin hydrolysable penta-O-galloylglucose

- Tanins condensés

Ils ont une structure voisine a celle des flavonoides ; ils sont constitués d’unités de flavan-3-ols

liees entre elles par des liaisons carbone-carbone le plus souvent 4—8 ou 4—6 [26].
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Structure chimique des Tanins condensés

Les unités flavan-3-ols les plus courantes trouvées dans les tanins condensés comprennent la

catéchine, I’epicatéchine, la gallocatéchine et I’épigallocatéchine [27].

OH OH

Catéchine Epicatéchine

OH OH
OH OH
HO O HO SN

- OH OH

mOH “OH

OH

Gallocatéchine

Epigallocatéchine

11.1.1.1.4. Lignanes
Ce sont des composés dont les noyaux phénoliques se trouvent reliés par quatre atomes de

carbone, au lieu de trois dans les flavonoides [28].

Lignanes
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11.1.1.1.5. Stilbénoides

Les stilbénes forment la famille des stilbénoides. L unité de base des stilbénes est le (E)-3, 5,4’-
hydroxystilbene ou (E)-resvératrol. Les dérivés du resvératrol varient en fonction du nombre
de groupements hydroxyle, des substitutions par les sucres, les groupements méethoxy, par la

conformation (Z) ou (E) et par le degré d’oligomérisation, etc.... [29].

R,
OH O
OH
trans-reswveratrol cis-resveratrol

(E)- et (Z2)-resvératrol

11.1.1.2. Composés terpéniques
Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, ils peuvent étre cyclique (mono, bi ou
tricyclique), ou acyclique. L’élément structural qui les caractérise est la présence dans leur

squelette d’unités isoprénique (2-methyl-1,3-butadiene) a cing atomes de carbone (C5H8).

P

[soprene
Et suivant le nombre entier de ces unités penta carbonées (C5) » ramifiées, on peut classer les
terpénes en : Monoterpenes, Sesquiterpénes, Diterpenes, Sesterpenes, Triterpenes,

Tetraterpenes, Polyterpénes (Tableau I11) [30].

Tableau 111 : Classification des terpenes.
Classe Unité Nombre d’atomes de
isopréne carbone

Monoterpénes 2 10
Sesquiterpenes 3 15
Diterpénes 4 20
Sesterpénes 5 25
Triterpenes 6 30
Tetraterpenes 8 40
Polyterpénes >8 >40
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Selon la structure des composés terpéniques, on peut les classer en [30] :

- Terpenes acycliques

Alcool Aldéhyde
CHsy CHa
x =~
g%\OH ?0
HaC”™ “CHa H,C™ CHy
Géraniol Citral

- Terpénes monocycliques

Cétone Alcool
O \J: "OH
Menthone Menthol

- Terpénes bicycliques

N

a-Pinéne B-Pinene

11.1.2. Principaux meétabolites secondaires du genre Salvia

Les métabolites secondaires chez le genre Salvia sont principalement présents sous forme
d’acides phénoliques et de flavonoides. Ces composés phénoliques comprennent l'acide
caféique et ses dérivés, l'acide rosmarinique, les acides salvianoliques, les acides

lithospermiques, I'acide sagerinique et les acides yunnanéiques [31].
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HO

HO

Acide caféique

Acide rosmarinique Acide salvianolique B

Parmi les composés coumariniques identifiés chez le genre Salvia, la sagecoumarine C,;H.,0..

(dérivé des 6 ,7 dihydroxycoumarine) [32].

Sagecoumarine

Des composés flavonoiques de type : lutéoline, apigénine, quercétine, hispiduline, kaempférol,

ont été identifiés chez ce genre [31].

Hispiduline

kaempférol
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Des stérols tels que le B-sitostérol et le stigmastérol, des triterpenes dérivant du squelette de
base de I’oléanane, dammarane, ursane, des diterpénes du type labdane, clérodane, pimarane,

abiétane, isolés de ce genre, sont utilisés comme des marqueurs taxonomiques a différents

niveaux [33].

[-Sitostérol Labdane Oléanane

11.1.3. Techniques d’extraction des métabolites secondaires

11.1.3.1. Extraction des composés phénoliques

L’extraction des métabolites secondaires notamment les polyphénols, représente une étape trés
importante dans 1’isolement autant que dans 1’identification de ces composés phénoliques. Le
choix des conditions d’extraction ; type de solvant, ratio solide/solvant, la durée et la
température d’extraction influencent le rendement des composés extraits du matériel végétal
[34]. En outre, la diversité structurale de ces composés est responsable de la grande variabilité
de leurs propriétés physicochimiques particulierement leur solubilité, qui rend tres difficile de
développer une méthode appropriée a I’extraction de tous les composés phénoliques de la

plante.

11.1.3.1.1. Procédés traditionnels d’extraction — Extraction par solvant

- Macération

L'extraction par maceération est réalisée selon le principe de diffusion des polyphénols dans un
milieu d'extraction approprié, d'apres des études récentes, les polyphénols de plantes
aromatiques sont préférentiellement extraits avec un mélange d'alcool et d'eau par macération,

en particulier lorsqu'ils sont sous forme glycoside [34].
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En termes de conditions opératoires, la macération est réalisée a température ambiante dans des
récipients en verre avec brassage continu pendant 10-30 minutes ou plusieurs heures, selon les

caractéristiques de la matrice végétale.

Molécules
d’intéréts

CORPS SOLIDE :
matiére premiére
végétale

solvant

SEPARATION
SOLIDE / LIQUIDE

Résidus solides

du végétal ° Extrait

Figure 10 : Macération des plantes [35].

- Extraction assistée par la chaleur

L’extraction est réalisée dans des récipients en verre et a températures hautes et controlées,
I’énergie thermique produite augmente la perméabilité de la membrane cellulaire du matériel
végétal, ce qui entraine une amélioration de la solubilité des polyphénols, et donc une

amélioration de I’efficacité de 1’extraction.

Selon la littérature, la température élevée diminue la polarité du solvant, ce qui fait de I'eau et
de I'éthanol des solvants appropriés pour extraire les constituants organiques polaires,

modérément polaires et non polaires [34].

11.1.3.1.2. Procédés innovants d’extraction — d’intensification de I’extraction

Les conditions d’extraction des polyphénols par les méthodes conventionnelles ont favorisé
I’apparition de nouvelles méthodes qui s’averent plus rapide et moins consommable de solvant
telles que les ultrasons, les microondes, 1’extraction par fluide supercritique, les hautes-

pressions...etc.
- Extraction assistée par ultrasons

Le mécanisme d'extraction assistée par ultrasons comprend la destruction des tissus végetaux

par des ondes ultrasonores, qui se déplacent a I'intérieur des cellules végétales et induisent
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I’apparition de deux cycles : cycle de compression a haute pression et un cycle de dépression a
basse pression, un phénomeéne appelé « cavitation ultrasonore » se produit suite a I’implosion
de bulles de vapeur produites lors du cycle de dépression, qui par des micro-jets de liquide
provoquent la dégradation des parois cellulaires. Ces effets mécaniques et thermiques
améliorent I’extraction des polyphénols en augmentant la pénétration du solvant dans la matrice

végétale, le transfert de masse et donc I’augmentation du rendement en polyphénols [34].
- Extraction assistée par microondes

L’application des micro-ondes offre un partage rapide d'énergie sur I’ensemble de milieu
d'extraction et de particules végétales, de plus, le transfert de la chaleur se fait dans le méme
sens du transfert de la matiére et cela de 1’intérieur de la matrice vers le milieu environnant,
cette particularité que possede ces ondes électromagnétiques donne un meilleur rendement
comparant au chauffage classique. De plus, l'eau a I'intérieur des cellules végétales absorbe
cette énergie et la surchauffe interne provoque une perturbation des cellules, ce qui entraine une

amelioration de la récupération des polyphénols [34].

Extraction assistée par
microondes

sortie

Réfrigérant e

Micrconde

‘- Transfert de lo chaleur

Figure 11 : Equipement d'une extraction assistée par microondes [36].
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11.2. Huiles essentielles (HE)
11.2.1. Qu’est-ce qu’une huile essentielle?: Une définition et une

réglementation !

Il est actuellement difficile de s’arréter a une définition claire et précise de 1’huile essentielle ;
L’AFNOR (association francaise de normalisation) NT 75-6 (Fev 2006) a donné une definition
officielle de cette dernicre, qui doit étre « obtenue a partir d’une mati¢re premicre d’origine
végetale : soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de
I’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche, qui est séparée de la phase aqueuse par des

procédés physiques » [37].

11.2.2. Composition chimique des huiles essentielles

L’HE et essence sont deux substances différentes, en nature et en composition, en raison des
modifications biochimiques que subit I’huile essentielle au cours de son extraction par
distillation de I’essence. On peut ainsi trouver dans une HE des composés que 1’on ne trouvait
pas initialement dans la plante, et donc ¢’est le mode d’extraction qui impose sa composition.
Une HE est composée d’une part des molécules naturellement synthétisées par la plante et
d’autre part, comme nous venons de le voir, des molécules de réarrangement, lors de la

distillation [37].

o Dérives terpéniques
Ce sont les plus répandus dans les HE, il s’agit principalement de monoterpénes en C10, de

sesquiterpenes en C15 et de diterpenes en C20 [37] :

- Monoterpénes C10 :

Ly PP

Mono-insaturé (1=) : Camphene Tri-insaturé (3=) : Myrcene (assez rare).
HsC-__CHs
CHs
Di-insaturé (2=) : Alpha-terpinéne Aromatique : Para-cymene (thym)
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- Sesquiterpenes C15 : Présents en faible quantité dans les plantes, sauf dans le bois
des arbres.

- Diterpenes C20 : Assez rare dans les HE, présentes en faible quantité.

- Triterpenes C30 : Ils font souvent partie des structures épi-cuticulaires des plantes
aromatiques, et leur structure lourdes fait que leur présence soit aléatoire dans les
HE, car plus la molécule contient un grand nombre de carbones plus il est difficile

de I’extraire par distillation [37].

e Derivés des acides amines

- Lavaline qui conduit a I’isobutanol.

- La leucine qui conduit a I’iso amyl alcool.

- L’isoleucine qui conduit a 1’acide angélique ou a ’acide tiglique.

- Les acides aminés soufrés comme la cystéine qui peut conduire a la formation de
dérivés mono-, di, tri- ou tétrasulfurés.

- L’acide shikimique contenu dans les plantes conduit a 1’acide chorismique d’ou
dérivent des molécules importantes telles cinnamates et dérivés du phényl propane,

dérivés salicylés, dérivés coumariniques, méthyl anthranilates [37].

o Dériveés des acides gras : Par exemple de I’acide linoléique en C18 [37].

e Autres

- Dérivés terpeniques : Exemple : linalol, acétate de linalyle, ocimeénes...

=
I
oH CHz O—C—CHjs N /
|
| CH,
| | H3C CH3 H3C CH3
CHy~ “CHg
cis trans
Linalol Acétate de linalyle Ocimeénes
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- Dérivés d’acide shikimique : Exemple :

Herniarine

- Dérivés d’acide gras : Exemple :
O
—CHs

CHs
Jasmone

11.2.3. Principaux constituants des HE du genre Salvia

Plusieurs composeés ont été identifiés chez ce genre ; a et B-thuyone, camphre, 1,8-cinéole, a-
humuléne, B-caryophyllene et viridiflorol. Des diterpenes et des triterpénes ; acide carnosique,
acide ursolique, carnosol et tanshinones [31].

HsC CH;

Thuyone Acide ursolique 1,8-cinéole

Viridiflorol Acide carnosique Camphre Carnosol Tanshinones
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I1.2.4. Techniques d’extraction et d’analyse des huiles essentielles

11.2.4.1. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Le principe général d’extraction des HE est basé sur la différence de solubilité¢ des composés d’un

mélange (solide ou liquide) dans un solvant (liquide ou fluide supercritique).

Une essence ne peut étre définie sans avoir précisé sa méthode d’extraction, d’ailleurs on distingue
deux types de techniques classés selon leur période de découverte ; techniques d’extraction
conventionnelles (entrainement a la vapeur d’eau, hydro distillation, extraction par solvant volatil,
hydro diffusion, autres...) et techniques d’extraction nouvelles (extraction assistée par microonde

ou par ultrasons, extraction par des fluides supercritiques, autres...) [37].

I1.2.4.1.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

La particularité de cette méthode d’extraction est le fait qu’elle ne met pas la mati¢re végétale en
contact avec 1’eau, puis 1I’eau en contact avec les molécules aromatiques, ce qui minimise toutes
les modifications d’hydrolyse et toute dégradation pouvant nuire a la qualité de 1’huile. C’est cet

avantage qui la qualifie d’étre la méthode la plus appropriée pour extraire les HE [39].

Refroidissement du serpentin

Chapiteau
Serpentin L

Cuvede | |
refroidissement

Eau froide

\ Sortie
«— du serpentin
Fleurs

Huile essentielle ' i ) I
Panier percé
Récolte / \ D erper
Cuve réceptacle
; ¢ Eau
J
Eau florale | ).

Source de chaleur

Figure 12 : Montage d’extraction par entrainement a la vapeur d'eau [38].

29



CHAPITRE Il : METABOLITES SECONDAIRES ET HUILES
ESSENTIELLES

L’eau la plus pure possible au contact de la chaleur s’évapore et pénétre la maticre végétale
située au-dessus d’une grille, dissolvant et évaporant les molécules aromatiques formant un
mélange « eau + huile essentielle ». Ce meélange est ensuite véhiculé vers un réfrigérant, se
condense progressivement et revient a 1’état liquide de vapeur d’eau et d’essence a la sortie du
réfrigérant, le produit obtenu au sein d’un essencier appelé également « vase florentin » se
sépare en deux phases distinctes de densité différente : huile essentielle et hydrolat aromatique

(’HE de densité inférieure a I’eau, surnage au-dessus de 1’hydrolat).

L’emploi en aromathérapie impose de prolonger 1’opération aussi longtemps qu’il est

nécessaire afin de récupérer la totalité des composants aromatiques volatils [39].

11.2.4.1.2. Extraction par hydrodistillation

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Son principe
consiste a immerger la maticre végétale dans de I’eau bouillante contenue dans un ballon ou un
alambic surmonté par un réfrigérant, les molécules odorantes se liberent aprés éclatement des
cellules végétales et forment avec la vapeur d’eau un mélange dite azéotropique. Cette vapeur
est ensuite véhiculée vers le condenseur et les huiles essentielles se séparent de I’eau par

différence de densité a la sortie du réfrigérant.

J

morceaux de plante ‘
eau bouillante
chauffe ballon

Figure 13: Principe de la technique d’hydrodistillation [40].

thermometre

réfrigérant a eau

éprouvette graduée

huile essentielle

phase aqueuse
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11.2.4.2. Méthodes d’analyse des huiles essentielles

Les progres technologiques réalisés dans le domaine des colonnes capillaires, des phases
stationnaires et des détecteurs (FID) ont contribués a rendre la CPG incontournable pour
I’analyse des HE, du fait qu’elle permet d’effectuer 1’individualisation des constituants a partir

d’échantillon de 1’ordre du milligramme voire du microgramme [41].

Toujours d’avantage, la CPG est capable non seulement de donner un chémotype complet de
I’huile essentielle mais aussi de détecter toutes fraudes possibles. Ce procédé hydrodynamique
en perpétuel perfectionnement a recu de trés nombreuses applications, particuliérement dans le

domaine de contréle qualité des substances volatiles [42].

- Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse

La CPG-SM comporte plusieurs éléments ;

Un gaz vecteur circulant a I’intérieur du chromatographe, entrainant les analytes a travers la
colonne, depuis I’injecteur jusqu’au détecteur. Son choix dépend du type de détecteur, cela peut

étre par exemple de I’hélium, de 1’azote, de I’argon ou de 1’hydrogéne [43].

Un systéme d’injection permettant a la fois I’introduction de 1’échantillon dans la colonne du
chromatographe gréce a une micro seringue, et la volatilisation des analytes. Certains injecteurs

peuvent étre munis d’une fonction « Split/Splitless » [43].

Une colonne de séparation, il en existe deux types ; les colonnes remplies et les colonnes
capillaires. Sous forme de tube, contenant la phase stationnaire, logée a 1’intérieur d’un four
dont la température est précisément ajustable, le choix de la température est un compromis entre

la durée de I’analyse et le niveau de séparation désiré [43].

Un systeme de détection, généralement couplé a un enregistreur numérique du signal, dans le
cas des huiles essentielles en particulier, il s’agira d’un spectromeétre de masse, donnant une
gamme des pics caractérisés par leurs temps de rétention et leurs surfaces, permettent de

déterminer 1’identité et le pourcentage de chaque constituant [41].
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Figure 14 : Eléments constitutifs d’une CPG [43].

11.2.5. Labilité des huiles essentielles et facteurs influencant sa composition

La labilité des constituants des huiles essentielles, semble étre I’explication majeure qui fait que
la composition chimique des produits obtenus par hydrodistillation ou autre, soit différente de
celle du mélange de constituants initialement présents dans les organes sécréteurs du végétal.
Lawrence a observé une variation de la teneur en acétate de linalyle / linalol dans I'huile
essentielle de Salvia sclarea, selon I'état du matériel végétal (frais ou sec). Selon cet auteur,
I'exces d'humidité du matériel végétal frais et I'acidité du milieu provoquent une diminution de
la teneur du composé majoritaire I'acétate de linalyle, correspondant a son hydrolyse en linalol.
D’une autre partie, plusieurs facteurs peuvent influencer et la quantité et la qualité des huiles
essentielles, la photopériode, la méthode d'extraction, les techniques cultures des plantes
aromatiques si elles sont cultivées, I’environnement et les conditions climatiques de
développement de la plante font partie de ces facteurs. Des analyses physiques ou chimigues,
des méthodes chromatographiques (chromatographie sur couche mince et CPG) permettent de

rendre compte des altérations intervenues [44].
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Dans cette partie nous allons rassembler les résultats issus d’un certain nombre de recherches
meneées in vivo et in vitro sur les différentes activités biologiques des métabolites secondaires,

notamment les composés phénoliques et les composés terpéniques.

I11.1. Activités biologiques des composés phénoliques
Beaucoup d’études qu’elles soient épidémiologiques ou expérimentales, se sont penchées sur
I’analyse des effets des composés polyphénoliques vis-a-vis de différentes pathologies, et ils

sont devenus de plus en plus impliqués en thérapeutique et en pharmaceutique.
- Polyphénols et I’activité anticancéreuse et antiangiogénique :

Il a été prouvé que les extraits riches en polyphénols ont la capacité d'empécher le
développement de l'angiogenese, en modulant certains facteurs et mécanismes cellulaires
associés a ce processus, tels que PI3K ou ERK1/2, d’autres recherches ont montré que les
polyphénols ont également un impact sur I’induction de I’apoptose et qu’ils peuvent interférer

avec chaque étape de la cancérogénése notamment 1’initiation, la promotion et la progression

[45].
- Polyphénols et I’activité anti-inflammatoire :

Les mécanismes anti-inflammatoires des polyphénols ont été étudiés principalement dans les
cellules myéloides, ou I'effet prédominant est une inhibition de la signalisation NF-«xB et la

régulation de I'expression des marqueurs pro-inflammatoires [46].
- Polyphénols et I’activité antioxydante :

L'efficacité des polyphénols en tant que composés antioxydants a été largement étudiée. Des
recherches évaluant la relation structure activité des polyphénols ont montré que leur capacité
antioxydante dépend fortement de leur structure ortho et para di phénolique, et que les
polyphénols porteurs d’un groupement catéchol ont un potentiel antioxydant élevé. Ainsi, une
substitution d'atome d'hydrogene par un groupement éthyle ou n-butyle augmente relativement

leur pouvoir antioxydant [47, 48].
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I11.1.1. Coumarines et leurs activités biologiques

Les coumarines présentent un large éventail d'activités pharmacologiques, notamment
antidiabétiques, antivirales, antimicrobiennes, anticancéreuses, antioxydantes, anticoagulantes,

antiparasitaires, antiprolifératives, anticonvulsives et anti-inflammatoires [49].

- Coumarines et I’activité anticoagulante et cardiovasculaire :
La vitamine K est la vitamine de coagulation par excellence, pour expliquer 1’activité
anticoagulante des composés coumariniques dérivés de plantes, nous prenons I’exemple de la
Warfarine, qui par antagonisme inhibe la formation des facteurs de coagulation dépendants de
la vitamine K (I, VII, IX, X) en inhibant I'époxyde réductase pour bloquer la formation de la

vitamine KH2 réduite impliquée dans la y-carboxylation (figure 15) [50].

Vit K
Warfarr7/

Vit KO Vit KH2

\_

y-carboxylation

Facteur Il VII X X active Facteur Il VII BX X
Figure 15 : Mécanisme d’action de la Warfarine en tant qu’anticoagulant [50].

De nos jours, les anticoagulants a base de coumarine sont efficaces dans le traitement et la

prévention de la thrombose artérielle et veineuse [51].

111.1.2. Flavonoides et leurs activites biologiques

Il a été démontré que de nombreux flavonoides possedent des activités antioxydantes, des
activités hépatoprotectrices, antidiabétiques, anti-inflammatoires et antiallergiques. Plus
récemment, les flavonoides se sont révélés plus efficace en tant qu’agent anticancéreux grace a

leurs effets apoptotiques [52].
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- Flavonoides et I’activité anti-inflammatoire ;
Un certain nombre de flavonoides et de polyphénols apparentés ont été testés in vivo et in vitro
dans différents modéles de maladies inflammatoires, les résultats de ces études se résument

dans le tableau suivant :

Tableau 1V : Effet des flavonoides dans les maladies inflammatoires.

Flavonoide RA MICI Ath ENC IC CT
Apigénine +
Baicaléine +

Catéchine
Flavopiridol
Génistéine
Hespéridine
Kaempférol +
Lutéoline
Quercétine
Quercitrine
Resvératrol ~ +
Rutine +
Curcumine

+
+

+ + + +

RA : arthrite rhumatoide, MICI : maladie inflammatoire chronique de I’intestin,

Ath : athérosclérose, ENC : encéphalite, IC : inflammation cutanée, CT : choc toxique

111.1.3. Stilbénoides et leurs activites biologiques

Une étude menée en 2010 sur le Resvératrol; un stilbéne réducteur des métaux Cu?
particulierement élevés dans les cellules tumorales montre que la réduction de ces métaux
catalyse la formation de radicaux hydroxyles responsables des ruptures oxydatives de ’ADN,
induisant ainsi des effets apoptotiques, ce phénomene putatif est actuellement une voie de

recherche dans la chimioprévention des maladies cancéreuses [53].

I11.1.4. Tanins et leurs activités biologiques

Le potentiel anticancéreux et antimutagene des tanins et leurs composés apparentés peut étre
lie a leurs propriétés antioxydantes inhibitrices des radicaux superoxydes. Les activites
antimicrobiennes des tanins y compris antibactériennes et antifongiques sont bien documentees,

et elles ont été rapportées sur différentes bactéries ; Bacillus anthracis, B.subtilis,
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Staphylococcus aureus, Clostridium bolulinum. Tandis que ’activité antifongique des tanins a

été démontrée contre : Aspergillus niger, Penicillium species, Colletotrichum graminicola [54].

De facon générale, les tanins possédent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques,

vasoconstrictrices, cholagogues notamment ’acide gallique et 1’acide chlorogénique [55].

I11.2. Activités biologiques des composés terpéniques

Des études ont montré que les terpenes naturels et leurs dérivés synthétiques représentent de
diverses propriétés pharmacologiques, notamment des activités antioxydantes, antifongiques,
anti-inflammatoires, antivirales, anticancéreuses, antibactériennes, antinociceptives, anti

arythmiques, antispasmodiques, antiagrégants, anesthésiques locales et antihistaminiques [56].

111.2.1. Terpenes et ’activité antibactérienne

La synergie du limonene avec la gentamicine a montré un effet modulateur sur I’inhibition de
Staphylococcus aureus a Gram positif, d’Escherichia coli a Gram négatif ainsi de plusieurs
bactéries résistantes. De plus, une combinaison de limonéne et d's-polylysine démontre un effet
synergique additif et utile contre E. coli, S. aureus, Bacillus subtilis et Saccharomyces
cerevisiae. D’autres études montrent que les isomeéres du monoterpéne terpinéol (a-terpinéol,
terpinéne-4-ol et é-terpinéol) contribuent a 1’inhibition de plusieurs bactéries Gram-négatives,
en particulier Shigella flexneri, avec un effet sur la perméabilité membranaire bactérienne
entrainant la libération d'acides nucléiques et de protéines ainsi qu’une diminution du potentiel

membranaire [57].

111.2.2. Terpenes et ’activité anti-inflammatoire

Plusieurs terpénes et terpenoides tels que (+)-a-terpinéol, (—)-p-pinéne et (+)-a-pinene ont
rapporté des effets réducteurs sur lI'expression des genes associes a l'inflammation (IL-4 et IL-
13) et la sécrétion de B-hexosaminidase dans les cellules RBL-2H3 stimulées par le LPS.
L'application de ces composés dans le traitement des affections inflammatoires est la base du

développement de nouveaux médicaments anti-inflammatoires [58].

111.2.3. Terpénes et ’activité antioxydante

En raison de leur comportement antioxydant, il a été démontré que les terpénes offrent une
protection pertinente dans des conditions de stress oxydatif dans différentes maladies,
notamment les maladies hépatiques, neurodégénératives et cardiovasculaires, le cancer ainsi

que dans les processus de vieillissement [59].
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Des propriétés antioxydantes ont été trouvées pour le menthol et le y-terpinéne, ces composeés

empéchent la peroxydation des lipides et des acides gras. Le chamazuléne, un dérivé
sesquiterpene bicyclique des huiles essentielles de Matricaria chamomilla, a pu équilibrer le
niveau de ROS sur les cellules endothéliales aortiques bovines-1 (BAEC) qui se trouve
augmenté apres un traitement des cellules par de hautes teneurs de glucose et H202. Ainsi,
I'acide périllique a montré des propriétés protectrices dans le stress oxydatif radio-induit [57,
60].
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1. Objectifs de I’étude
Objectifs principaux

- Analyser I’huile essentielle extraite de Salvia algeriensis Desf. par une CPG/SM.

- Evaluer I’activité antioxydante et antibactérienne des extraits de Salvia algeriensis Desf.
Objectifs secondaires

- Réaliser une enquéte ethnobotanique sur Salvia algeriensis Desf.

- Realiser un criblage/screening phytochimique de Salvia algeriensis Desf.

2. Etude ethnobotanique de Salvia algeriensis Desf.

2.1. Type de I’étude
Nous avons initié notre partie pratique par une enquéte ethnobotanique de type descriptive

transversale.

2.2. Matériels

- L’outil de I’enquéte est un formulaire divisé en quatre (4) parties incluant 15 variables (voir

annexe I, 1), validé par un pharmacognoste Dr BELIFA Nazim.

- Excel STAT version 2013.

2.3. Méthode

Notre enquéte ethnobotanique a ét¢ menée auprés de la population algérienne, elle s’est
déroulée du 20 octobre 2021 au 30 mars 2022, et la collecte d’informations a été faite par le
biais de fiches questionnaires en langue francaise (voir annexe 1) et en langue arabe (voir
annexe II) diffusées en ligne via (Google Form®). Les données ainsi sauvegardées des fiches
d’enquétes ont été transférées dans une base de données et traitées par le logiciel du traitement

statistique Excel STAT version 2013.

Nous nous sommes appuyés sur les travaux de GBEKLEY et al., (2015), ORSOT (2016),
SINGH et al., (2012) et BERINAME et al. (2018) pour déterminer La fréquence de citation
(FC) d’une espéce ; qui correspond au rapport entre le nombre d’enquétés (n) ayant cité I’espece

et le nombre total d’enquétés (N) [61] :

FC n 100
=—X
N

41



MATERIELS ET METHODES

3. Etude phytochimique de Salvia algeriensis Desf.
3.1. Matériels

L’étude phytochimique de Salvia algeriensis Desf. est une étude expérimentale, elle a été faite
au niveau du laboratoire des substances naturelles et bioactives (LASNABIO), laboratoire de
catalyse et synthése en chimie organique (LCSCO), laboratoire de chimie analytique et
d'électrochimie et le laboratoire de chimie minérale de la faculté de médecine. Elle a duré 2
mois et demi (du 10 avril 2022 au 22 juin 2022).

3.1.1. Réactifs
- Réactif de Stiasny :

Solution de formol chlorhydrique préparée en dissolvant 40 g de formaldéhyde dans 100 mL

d’eau distillée avant d’ajouter un double volume de HCI concentré.

- Reéactif de Valser-Mayer :
Solution de mercuri-iodure de potassium préparée en mélangeant 1,36 g de chlorure de mercure

avec 5 g d’iodure de potassium, le volume est ramené a 100 mL avec de I’eau distillée.

- Reactif de Dragendorff :
Solution aqueuse d’iodo-bismuthite de potassium préparée en mélangeant V/V de deux

solutions A et B :

Solution A : mélanger 1,7 g de nitrate de bismuth avec 20 g d’acide tartrique concentré, le

volume est ramené a 100 mL avec de I'eau distillée.

Solution B : 10 g d’iodure de potassium est dissoute dans un volume d’eau distillée (qsp 100
mL).

Le mélange est ensuite additionné de 10 g d'acide tartrique et son volume est ramené a 100 mL

avec de I'eau distillée.

- Chlorure ferrique (FeCls)

- Acide chlorhydrique (HCI).

- Hydroxyde de sodium (NaOH).

- Ammoniaque (NHsOH).

- Acide sulfurique (H2S0z).

- Anhydride acetique (C4HsO3).Acide acétique (CH3COOH).
- Acide picrique 1% (CsH3N3Oy).
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- Acide phosphorique (H3POu).

- Ether diéthylique ((C2Hs)20).

- Acétone (C3HgO).

- 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle (DPPH).
- Acide trichloroacétique (C2HCI30).

- Ferrocyanure de potassium (Kz [Fe(CN)s]).
- Ethanol 95% (C2HsOH).

- Méthanol (CH3OH).

- Chloroforme (CHCIs).

- Acétate d'éthyle (C4Hg0O>).

- n-butanol (CsH100).

- Rognures de magnésium.

3.1.2. Matériel végétal

La présente étude s’est portée sur les parties aériennes de I’espéce Salvia algeriensis Desf.

(Sauge algérienne) poussant a 1’état spontané au Nord-Ouest de 1’ Algérie.

Figure 16 : Photo de I’espéce Salvia algeriensis Desf. prise le jour de la
cueillette (photo originale).
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3.1.2.1. Identification botanique de I’espéce eétudiée

L’identité botanique de cette plante a été confirmée non seulement en se référant a la nouvelle
flore de 1’ Algérie et des régions désertiques meéridionales de Quézel & Santa, 1962 mais aussi
par un botaniste spécialiste des mauvaises herbes et illustrateur de plantes, professeur KAZI
TANI choukry et un chercheur spécialiste en agronomie docteur MEROUANE Abdelaziz.

3.1.2.2. Zone de cueillette
L’espece a été cueillie a 7,1 Km de la commune de Bouzghaia, située a 30 km au Nord de la

wilaya de Chlef sur la route de Téneés (figure 17).

Tableau V: Cordonnés GPS du site de collecte de I’espece Salvia algeriensis Destf.

Plante collectée Altitude (m) Latitude (Nord) Longitude (Est)
Salvia algeriensis 264 36°17'52.6" 1°14'54.8"
Desf.
Bouzghaia = S Mm:x g
w101 ks w101
jena [N19 |
' Zone de callecte e
Labiod
Medjadja
Ouled Fares
Chettia I“Uh_c r;ou
'N19A B L
Chlef
ARAL
a'et Sobha [N N19 |
Google

Données cartographiques 82022 Algérie  Conditions  Confidentialité  Envoyer des commentaires  Skm

Figure 17 : Situation géographique de la zone de cueillette [62].
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3.1.2.3. Période de cueillette

La cueillette des parties aériennes de la plante a été effectué en pleine floraison, le 8 avril 2022,
en début de matinée afin que le matériel végétal soit le plus frais possible, tout en respectant les

normes recommandées de cueillette [63].

3.1.3. Mateériel biologique

- Souches bactériennes

L’activité antibactérienne de I’HE de Salvia algeriensis Desf. a été évaluée sur trois souches
bactériennes présentées dans le tableau ci-dessous :
Tableau VI: Présentation des souches bactériennes testées.

Souche bactérienne Caractere Famille Référence

bactériologique

Escherichia coli Bacille Gram négatif ~ Enterobacteriaceae ATCC 25922

Staphylococcus aureus  Cocci Gram positif ~ Staphylococcaceae ATCC 25923

Pseudomonas Bacille Gram négatif =~ Pseudomonadaceae ATCC 27853
aeruginosa

- Milieux de culture

Les milieux de culture utilisés ont pour provenance le laboratoire de microbiologie du CHU de
Tlemcen. La culture des bactéries a nécessité 1’utilisation de deux géloses : une gélose nutritive

pour le repiquage et une gélose de Mueller Hinton.

3.1.4. Matériel du laboratoire

e Appareillage :
- Balance analytique OHAUS PIONEER.
- Four de calcination tubulaire Carbolite 12/75/700 1200°C.
- Etuve Gallenkamp incubator size 2, model no.IH-100.
- CPG-SM type Bruker SCION SQ 436-GC/MS.
- Hydro distillateur type Clevenger.
- Evaporateur rotatif HEIDOLF LABOROTA 4000.
- Spectrophotométre Biotech engineering management Co.Ltd. (UK) model Vis-
7220G.
- Bain marie Memmert GmbH Co.KG.
- Centrifugeuse Sigma 1-6.
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- Vortex type IKA Vibrofix VFL.
- Densitometre type DENSIMAT.
- Bec bunsen.

- Agitateur magnétique.

- Plaque chauffante.

- Lampe a rayons ultraviolets.

- Micropipettes.

e Verrerie :

Erlenmeyers, béchers, fioles jaugées, tubes a essai, verres de montre, ampoule a décanté,
spatules, éprouvettes, cuves, flacons ombrés, pipettes, pipettes Pasteur, ballons a fond rond,

entonnoirs, capsules en porcelaine, tube a vis, tubes Eppendorf.

2.2. Méthodes

2.2.1. Préparation des échantillons

Les parties aériennes (feuilles, fleurs, tiges) ont été sélectionnées et nettoyées, une partie a été
utilisée a I’état frais et une autre partie a été séchée dans des conditions précieuses, a 1’abri de
la lumiere, de I’humidité et a température ambiante pendant une semaine, et conservées dans

des sacs en papier kraft.
2.2.2. Analyse physico-chimique de I’espéce Salvia algeriensis Desf.
- Teneur en eau (taux d’humidité)

Une dessiccation des parties aériennes fraiches fractionnées de Salvia algeriensis Desf. a été
réalisée dans une étuve a 100 °C, sous pression atmosphérique, pendant 2 heures, jusqu’a

obtention d’une masse pratiquement constante [64].
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Le taux de I’humidité est calculé par la formule suivante :

M1 — M2
H(%) = ——5— % 100

H : Teneur en eau ou taux d’humidité.
M1 : Masse en g de la capsule avec I’échantillon avant dessiccation.
M. : Masse en g de la capsule avec 1’échantillon aprés dessiccation.

P :Masse en g de la prise d’essai.

- Teneur en cendre (Ca, Mg, K, Na et P)

Les cendres ont été déterminées selon la méthode A.O.A.C, (1990), une quantité du matériel
végétal frais a été mise dans un creuset a porcelaine préalablement taré, I’ensemble est placé
dans un four de calcination a 100°C pendant 20 minutes puis a 600°C pendant 90 min.
L’ensemble n’est retiré du four que lorsque la couleur des résidus devienne blanche griséatre, il
est refroidi puis pesé [64].

Le taux de cendre est déterminé par la formule suivante :
M1 — M2
MO(%) = ——5——x 100

MO : Taux de la matiére organique en pourcentage.

M1 : Masse en g du creuset avec la matiére séche avant I’incinération.
Mz : Masse en g du creuset avec les cendres.

P :Masse en g de la prise d’essai.

La teneur en cendre C(%) est déterminée comme suit :

C(%) = 100 — MO (%)
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Figure 18 : Four de calcination tubulaire Carbolite 12/75/700 1200°C (photo originale).

47



MATERIELS ET METHODES

2.2.3. Screening/criblage phytochimique de Salvia algeriensis Desf.

Des tests préliminaires de screening phytochimique ont été réalisés sur des extraits de Salvia
algeriensis Desf. selon les techniques décrites dans les travaux de (Dali-yahia M.K., Helali A.
2019) pour révéler la presence de différentes familles chimiques, en se basant soit sur la
formation de complexes insolubles en utilisant des réactions de précipitation, soit sur la

formation de complexes colores, en utilisant des réactions de coloration [65].

e Préparation des extraits

Des poudres préalablement préparées a partir des parties aériennes de la plante ont servis a
préparer trois extraits de polarité décroissante : aqueux, méthanolique et chloroformique. En

utilisant des solvants sélectifs au moyen des procédures standards :

- Extrait aqueux : 5 g de poudre végétale a été introduite dans 100 mL d’eau bouillante.
- Extrait méthanolique : 5 g de poudre végétale a été introduite dans 100 mL de méthanol.
- Extrait chloroformique : 5 g de poudre végetale a été introduite dans 100 mL de

chloroforme.

Les trois extraits ont €t€ conservés a 1’abri de 1’air et de la lumiere, dans des erlenmeyer bien

couverts d’un para film, pendant 72 heures.

e Protocole de screening/criblage phytochimique

- Caractérisation des polyphénols (réaction au FeCls)

A 1 mL de chaque extrait ajouter quelques gouttes d'une solution de FeClza 2%. L’apparition
d’une coloration ou la formation d’un précipité noiratre intense fut le signe de la présence de

polyphénols [65].
- Caractérisation des flavonoides (réaction de Shinoda)

Appelée aussi réaction a la cyanidine : 5 mL de chaque extrait est transvasé dans une capsule
et évapore a sec. Le résidu sec est alors repris par environ 5 mL d'eau distillée chaude. A I'extrait
aqueux ainsi obtenu, ajouter 3 mL d'un mélange d'acétate d'éthyl-butanol (3V-2V), agiter,
laisser décanter puis prélever la phase organique dans un autre tube. Ajouter 1 mL d'acide

chlorhydrique (12N) et 1 a 2 rognures de magnésium [65].

=» Une coloration rouge cerise indique la présence de flavonol.
=>» Une coloration orange indique la présence de flavone.

=>» Une coloration rouge violacée indique la présence de flavanone.
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- Caractérisation des tanins

Réaction en milieu alcalin (réaction acide/base)

Ajouter a une petite quantité de poudre végétale, 2 mL d’acide chlorhydrique, filtrer puis ajouter
2 mL de NaOH 12N.

=>» Une coloration jaune aprés 1’ajout d’alcalin indique la présence des tanins.

Réaction de Stiasny

A 1 mL de chaque extrait, ajouter 15 mL de réactif de Stiasny (1V formol+ 2V HCI), couvrir

de papier aluminium, puis chauffer au bain marie pendant 30 minutes.

=>» Si aucun précipité n’apparait, alors que la coloration au FeCls est positive, la drogue ne
renferme que des tanins galliques.

=>» Dans le cas d’apparition d’un précipité blanc jaunatre, la drogue renferme des tanins
condenses. Dans ce cas, on confirme, dans un second temps, la présence concomitante
ou non de tanins galliques ; pour ce faire, filtrer et saturer le filtrat avec 10 mL d'une
solution d'acétate de sodium pulvérisée puis ajouter quelques gouttes de solution de
FeCls & 10%. Une coloration bleu-noiratre indique la présence des tanins galliques non

précipités par le réactif de Stiasny [65].

- Caractérisation des coumarines (réaction de fluorescence)

Evaporer 5 mL de chaque extrait dans une capsule et a I'air libre. Ajouter au résidu 2 mL d'eau

chaude, apreés refroidissement, partager la solution entre deux tubes a essais [65] :
Tube (1) : Témoin

Tube (2) : Ajouter 0,5 mL d'ammoniaque a 25%. Mélanger et observer la fluorescence sous

lumiére UV a 365 nm.

=>» Une fluorescence intense dans le tube (2) indique la présence de coumarines.
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- Caractérisation des alcaloides (réaction de précipitation avec les

réactifs généraux des alcaloides)

Dans un erlenmeyer de 25 mL, agiter 1 g de poudre avec 15 mL d’une solution d’acide
sulfurique a 0,1% pendant 5 minutes, puis filtrer directement dans une ampoule a décanter de
50 mL.

Répartir 3 a 4 mL du filtrat dans 2 tubes a essai :

Tube (1) : ajouter 2-3 gouttes de réactif de Valser-Mayer (solution de mercuri-iodure de

potassium).

Tube (2): ajouter 2-3 gouttes de réactif de Dragendorff (solution iodo-bismuthite de

potassium).

Les précipités obtenus, donnent une idée de la teneur de la drogue en alcaloides (Tableau V1)
[65].

Tableau VII : Mise en évidence des alcaloides par la réaction aux réactifs généraux des

alcaloides.
Réaction positive + Réaction négative -
Tube (1) Précipité blanc jaunatre Pas de précipitation
Tube (2) Précipité orangé Pas de précipitation

- Caractérisation des saponosides (indice de mousse)

Préparer a partir de la poudre un décocté en milieu aqueux a 1% ensuite une série de dilution.

Agiter chaque tube pendant 15 secondes et laisser reposer pendant 15 minutes [65].

On calcule I’indice de mousse a partir du tube qui présente une hauteur de mousse égale a 1

cm. L"indice de mousse (1) est calculé par la formule suivante :
I = 1000 /N

N est le numéro du tube ou la hauteur de mousse est egale a 1 cm.
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- Caractérisation des triterpenes et stérols (réaction de Liebermann-
Burchard)

Evaporer 5 mL de chacun des trois extraits sur une plaque chauffante. Le résidu est dissout a

chaud dans 1 mL d’anhydride acétique, ajouter 0,5 mL d’acide sulfurique concentré au triturat.

=>» L’apparition, a I’interphase, d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert

olive, indique une réaction positive.

- Caractérisation des cardénolides

Réaction de Keller-Kiliani

Ajouter au résidu sec de chaque extrait 2 mL d’acide acétique, quelques gouttes de FeCls, laisser

couler 2 mL d’acide sulfurique sur la paroi du tube tout en inclinant le tube.

=>» L’apparition d’un noyau rouge pourpre entre les deux phases et une coloration verdatre
de la phase acétique indique la présence des 2,6-didésoxyhexoses de la partie osidique

des cardénolides.

Réaction de Baljet

Ajouter au résidu sec de chaque extrait quelques gouttes de 1’acide picrique (1%), en milieu
alcalin (NaOH), une coloration orange fugace se développe, indiquant la présence des

cardénolides.
Réaction de Pesez

Ajouter au résidu sec 2 mL d’acide phosphorique, I’apparition d’une fluorescence bleue claire

indique la présence des cardénolides.
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2.2.4. Extraction et analyse de I’HE de Salvia algeriensis Desf.

2.2.4.1. Extraction de ’HE par hydrodistillation

Nous avons eu recours aux techniques classiques d’extraction des huiles essentielles, en se
servant d’un dispositif d’extraction par hydrodistillation type Clevenger. Avant de procéder a
I’extraction, les parties aériennes (tiges, feuilles, fleurs) de Salvia algeriensis Desf. sont
débarrassées des impuretés, séchées puis coupées en petits morceaux. Nous avons introduit 300
g de maticre végétale dans un ballon préalablement rempli d’une quantité suffisante d’eau
distillée de fagon a éviter le débordement lors de 1’ébullition. Le montage doit étre bien fermé

pour éviter toute fuite de vapeur, et la température est maintenue stable a 1’aide d’un thermostat.

Aprés 3 heures, et a la sortie du réfrigérant, I’HE se sépare de 1’eau par différence de densité,

cette HE est récupérée par I’éther diéthylique, qui sera par la suite évaporé.

Figure 19 : Dispositif d’hydrodistillation type Clevenger (photo originale).
- Conservation de ’HE extraite

L’instabilité relative des HE rend leur conservation délicate. Nous avons conservé 1’huile

essentielle extraite dans des flacons opaques bien scellés a basse température (4 °C - 8°C).
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- Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle (RHE), a été estimé en utilisant la formule suivante [17] :

!

M
RHE (%) = (375 ) X 100

RHE : Rendement en huile essentielle en %.
M’ : Masse de I’huile essentielle extraite en g.

Ms : Masse de la matiere végétale utilisée en g.

2.2.4.2. Caractérisation organoleptique de ’HE

L’analyse des caractéres organoleptiques de I’huile essentielle extraite notamment, la couleur,
I’odeur, I’aspect physique a différentes températures, constitue une étape initiale de I’évaluation
de sa qualité. Les trois parameétres ont été appréciés par nous-méme et par notre enseignant

encadrant.

2.2.4.3. Caracteérisation physique de ’HE
La détermination des propriétés physiques de I’HE extraite a été réalisée conformément aux
normes A.F.N.O.R (1989).

- La densité relative
Nous avons d’abord déterminé la masse volumique de I’HE (densité absolue) selon la norme
NF T 75-111, 1982/1SO 279-1998 [66], c’est le rapport de la masse d’un certain volume de
cette HE a 20 °C, a ce méme volume. Par la suite nous avons calculé sa densité relative par
rapport a la masse volumique de 1’eau pure a 4°C.

pHE
peau

d =

p : Masse volumique de I’HE.
p : Masse volumique de I’eau.
d : Densité relative.
- L’indice de réfraction

L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de 1’angle d’incidence
et le sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant
de I’air dans I’HE maintenue a une température constante. Les indices ont été détermines selon
lanorme NF T 75-112, 1977/1SO 280-1976, grace a un réfractometre.
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2.2.4.4. Caractérisation de la composition chimique de I’HE par CPG/SM

L’analyse chromatographique a été réalisée sur un chromatographe en phase gazeuse couplée a
un spectrometre de masse. La colonne utilisée est une Agilent 122-5522 (5% phényl-
diméthylpolysiloxane), 25 métres de longueur, 0,25 mm de diamétre interne, 1’épaisseur de film
est de 0,25 um. L’injection a été effectuée en mode split (1/100). L’hélium a été employé
comme gaz vecteur d’un débit de 0.8 mL/min. Les températures de 1’injecteur et de la ligne de
transfert ont été portées a 280°C. La température initiale a été maintenue a 50°C pendant 15
min, puis augmentée de 2°C par minute pour atteindre 250°C et elle est maintenue a cette

température pendant 10 min. le volume injecté a été de 2 pl.

L’analyse a été réalisée en mode ionisation par impact électronique (EI) avec une énergie de 70

eV en utilisant I’acquisition en mode Scan (de 35 m/z jusqu’a 600 m/z).

L’identification des constituants est basée sur la comparaison des indices de rétentions des

composés obtenus avec les indices de rétentions théoriques obtenus de la librairie NIST.

En se basant sur la série d’alcanes relative analysée dans les mémes conditions

chromatographiques que I’HE, I’indice de rétention est calculé pour une CPG a température

contr6lée selon la formule donnée par VAN DEN DOOL et KRATZ [17] :

TR(x) — TR (n)

IR = 100 x
"t TR = TR ()

IR : Indice de rétention de KOVATS.
TR(X) : Temps de rétention du composé.
TR (n) : Temps de rétention de I’alcane class¢ avant le composé.

TR (N) : Temps de rétention de I’alcane classé apres le composé.

Figure 20 : Chromatographie phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse (photo oiginale).
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2.2.5. Evaluation des activités biologiques de Salvia algeriensis Desf.

2.2.5.1. Evaluation de P’activité antioxydante de I’extrait éthanolique et de
I’HE de Salvia algeriensis Desf.

- Préparation de I’extrait éthanolique

Une quantité de 10 g de poudre des parties aériennes de Salvia algeriensis Desf. a été mise a macérer
dans 100 mL d’éthanol pendant 24 heures. Aprés filtration, 1’extrait éthanolique recueilli a été
évaporé a sec sous pression réduite a 50°C pendant 30 minutes dans un rotavapor et le résidu sec

est récupéré.

Figure 21 : Evaporateur rotatif HEIDOLF LABOROTA 4000
(photo originale).

- Calcul au renaement

Le pourcentage en extrait brut sec a été calculé par la formule suivante :

M
R(%)=WX1OO

R : Rendement exprimé en pourcentage.
M : Masse en gramme de 1’extrait sec obtenu.

Mo : Masse en gramme du matériel végétal utilisé.
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2.2.5.1.1. Test de la réduction du fer (FRAP)

e Principe
Cette méthode est basée sur la réaction chimique de réduction des ions ferriques Fe** de couleur
jaune présents dans le complexe de ferricyanure de potassium Ks [Fe(CN)s] en ion ferreux Fe?*

de couleur bleu-vert. Une augmentation de 1’absorbance a 700 nm correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés [67].
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Flgure 22 : Mécanisme réactionnel du test FRAP.

e Mode opératoire

Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans les extraits est déterminé selon la méthode décrite par
OYAIZU, (1986) [68].

- FRAP sur ’extrait éthanolique

0,5 mL de I’extrait éthanolique préparé a différentes concentrations (tableau V1I1) est mélangé
avec 0,5 mL d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 0,5 mL d’une solution de

ferricyanure de potassium KsFe(CN)e a 1%.

Tableau V111 : Dilutions de I’extrait éthanolique (test de FRAP).

N° de tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Concentration 2500 1250 625 3125 156,25 78,125 39,062 19,531 9,765 4,883 2,441 1,22

(Hg/mL)

L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 30 min. Ensuite, 0,5 mL d’acide
trichloroacétique a 10% est ajouté pour stopper la réaction et les tubes sont centrifugés a 3000
rpm pendant 10 min. 0,5 mL du surnageant est combiné avec 1 mL d’eau distillée et 0,1 mL

d’une solution aqueuse de FeClz a 0,1%.
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La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc semblablement
préparé, en remplagant 1’extrait par de I’eau distillée qui permet de calibrer 1’appareil (UV-VIS
spectrophotometre). Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur des extraits testes [69].
-  FRAP sur ’huile essentielle

Ajouter 0,5 mL d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 0,5 mL d’une solution de
KaFe(CN)s a 1% a 100 pl de la solution méthanolique de I’huile essentielle a différentes

concentrations (tableau IX) :

Tableau IX : Dilutions de I’huile essentielle (test de FRAP).

N° de tube 1 2 3 4 5 6
Concentration 4045 202,25 101,125 50,5625 25,2825 12,640625
(Mg/mL)

Incuber les solutions au bain-marie a 50°C pendant 30 min, puis ajouter 0,5 mL d’acide
trichloroacétique (10%), les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. prélever 0,5 mL
du surnageant, y ajouter 1 mL d’eau distillée et 0,1 mL d’une solution aqueuse de FeClz a 0,1%.

L’absorbance est lue a 700 nm contre un blanc (eau distillée) [69].

- FRAP sur I’acide ascorbique

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique
préparé a différentes dilutions (tableau X) dont 1’absorbance a été mesurée dans les mémes

conditions que les échantillons.
Tableau X: Dilutions de I’acide ascorbique (test de FRAP).

N° de tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentration 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625 7,8125 3,90625 1,9531

(ug/mL)
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2.2.5.1.2. Piégeage du radical, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) par
spectrométrie

e Principe

Le DPPH produit des radicaux azotés organiques libres stables (DPPH¢) donnant lieu a une
coloration violette foncée de la solution. La présence d’agents antioxydants entraine la
réduction de ces radicaux en diphénylpicrylhydrazine et de ce fait la décoloration de la solution
en jaune. Ce changement de couleur peut étre suivi par spectrophotométrie 8 517 nm et de cette
facon le potentiel antioxydant d'une substance ou un extrait de plante peut étre facilement
évalué. Tenant compte de la solubilité du DPPH dans les milieux organiques, cette méthode est

plus adaptée pour les dosages qui se déroulent en milieu alcoolique (méthanol et éthanol) [70].

NO, N—-N ——> NO, N +A
o ) o )
DPPH - DPPHH

Figure 23 : Mécanisme de réduction de DPPH par un antioxydant [71].

e Mode opératoire

Nous avons évalué ce test selon le protocole décrit par MOLYNEUX, (2003), legérement
modifié.
-  DPPH sur P’extrait éthanolique

1¢r¢ étape : Une solution éthanolique de DPPH a été préparée en dissolvant 4 mg de ce produit
dans 100 mL d’éthanol, sous agitation. La solution est conservée a 1’abri de la lumiére et a

température 4°C.
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2¢me étape : Une série de 10 dilutions est préparée a partir d’une solution mére d’extrait
éthanolique a 2500 pg/mL. Ajouter 1 mL de la solution éthanolique du DPPH préalablement
préparée a 1 mL de chaque solution éthanolique des extraits a différentes concentrations
(tableau XI) :

Tableau XI: Dilutions de I’extrait éthanolique (test de DPPH).

N° de tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentration 2500 1250 625 3125 156,25 78,125 39,062 19,531 9,765 4,882
(Hg/mL)

Parallelement, un contréle est préparé en mélangeant 1 mL d’éthanol avec 1 mL de la solution
éthanolique de DPPH.

Apres 30 minutes d’incubation a I’obscurité, 1’absorbance est lue a 517 nm contre un blanc
(¢thanol), et I'activité antioxydante liée a l'effet de piégeage du radical DPPH" est exprimée en

pourcentage d’inhibition (PI) a I’aide de la formule suivante [72] :

A 1

Ao : absorbance du DPPH dans 1’éthanol.
A1 : absorbance de I’échantillon.

- DPPH sur I’huile essentielle

A 50 pl de chacune des solutions éthanoliques des HE testées a différentes concentrations
(tableau XI1) est ajouté 950 pul d’une solution éthanolique de DPPH préalablement préparée a
0,004% [72].

Tableau XI1: Dilutions de I’huile essentielle (test de DPPH).

N° de tube 1 2 3 4 5 6
Concentration 809 4045 202,25 101,125 50,5625 25,28125
(Mg/mL)

La solution contrdle a été préparée a base de 50 pl d’éthanol et 950 ul de DPPH.

La lecture de I’absorbance a été faite au bout de 30 minutes d’incubation a I’abri de la lumiére
et a température ambiante au spectrophotometre a 517 nm en utilisant 1’éthanol comme blanc,

et le pourcentage d’inhibition (PI%) est calculé [72].
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- DPPH sur ’acide ascorbique

L’acide ascorbique utilis¢é comme antioxydant de référence a été préparé dans les mémes

conditions, a différentes concentrations présentées dans le tableau ci-dessous :
Tableau XI11: Dilutions de 1’acide ascorbique (test de DPPH).

N° de tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentration 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,625 7,8125 3,90625 1,9531

(Mg/mL)

Les concentrations des deux extraits et de 1’acide ascorbique en fonction des pourcentages du
DPPH inhibés, ont été tracées a la fin de la réaction afin d'obtenir I'index IC50. Ce paramétre
est défini comme la concentration d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du
DPPH initiale de 50% [73].

2.25.2. Evaluation de Dactivité antibactérienne de I’HE de Salvia

algeriensis Desf.
L’activité antibactérienne de I’HE étudiée a été appréciée par la méthode de diffusion sur milieu
gélosé en utilisant des disques stériles imprégnés de I’huile essentielle, également appelée

«aromatogramme ».

Quel que soit la méthode considérée, quelques paramétres communs sont généralement

retrouves, notamment [74] ;

- Inoculum bactérien ; dans notre cas, nous avons repiqué les especes cibles dans
une gélose nutritive (37°C pendant 24 heures), 3 a 5 colonies bien isolées sont
déposées dans un volume d’eau physiologique stérile, le mélange est agité au vortex.
Ajuster la turbidité a 0,5 McFarland.

- Milieu de culture ; d’apres les derni¢res recommandations CA-SFM/EUCAST
2014, il est préconisé d’utiliser le milieu Mueller-Hinton 1l (MHB I1). Cette gélose
est coulée sur des boites de Pétri (environ 4 mm d’épaisseur) et séchée pendant 30
min a température ambiante avant emploi.

- Origine des souches bactériennes ; il est nécessaire d’assurer la pureté des
souches, dans notre cas elles ont été issues de la collection ATCC (American type
culture collection).

- Température et temps d’incubation ; 35°C + 2°C pendant 18 a 24 heures.
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e Principe de I’aromatogramme (méthode des disques)

Une méthode de mesure in vitro de I’effet antibactérien d’un extrait de plante. Elle consiste a
déposer un disque stérile en papier Whatman imprégné de I’HE a tester, a la surface d’une
gélose ensemencée par des micro-organismes connus, pour essayer de vérifier leur sensibilité

ou leur résistance vis-a-vis de ces principes naturels.

e Mode opératoire

Une série de dilution de I’huile essentielle est préparée a différentes concentrations par un

émulsifiant DMSO (diméthylsulfoxyde) dont 1’activité antibactérienne est rapportée nulle.

L’inoculum bactérien préalablement ajusté a 0,5 McFarland est frotté sur la totalité de la surface

de Muller Hinton a 1’aide d’un écouvillon de haut en bas en stries serrées.

Des disques de papier Whatman N° 4 de 6 mm de diamétre sont stérilisés dans un bocal a
I’autoclave a 121 °C pendant 2 heures. Ensuite, a I’aide d’une pince stérile, les disques
imprégnés de 10 pl de I’huile essentielle a différentes concentrations ont été déposés a la surface
des boites de Pétri, et le DMSO est utilisé comme témoin négatif. Les boites sont ensuite

fermées et mise a 1’étuve a une température de 37°C pendant 24 heures.

La lecture se fait par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque, en
mm. Les résultats sont exprimés par le diameétre de la zone d’inhibition et peuvent étre
symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis de I’huile essentielle

(tableau X1V) [75].

Tableau XI1V: Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition.

Sensibilité Zone d’inhibition
Non sensible ou résistante (-) Diametre < 8 mm
Sensible (+) Diametre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) Diametre compris entre 15 a 19 mm
Extrémement sensible (+++) Diameétre > 20 mm
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1. Résultats de I’enquéte ethnobotanique sur Salvia algeriensis Desf.

L’étude a porté sur un total de 313 enquétés et les résultats obtenus ont été traités statistiquement

par des diagrammes circulaires et en batons.

1.1. Description de la population étudiée

- Reépartition de la population étudiée selon le sexe

L’enquéte ethnobotanique réalisée a permis d’interroger 210 femmes, soit 67,09% et 103

hommes, soit 32,9% avec un sex ratio (homme/femme) de 0,49 (figure 24).

Répartition de la population étudiée selon le sexe

32,9%

67,09%

® homme femme

Figure 24 : Répartition de la population étudiée selon le sexe.
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- Répartition de la population étudiée selon I’Age

L’enquéte a concerné les personnes dgées de 18 ans a plus 40 ans. 54 personnes avaient un age
supérieur a 18 ans soit 17,25%, la tranche d’age de 20-30 ans était la plus représentative avec
un total de 221 personnes soit 70,6%, la tranche d’age 31-40 ans avec un taux de 1’ordre de

6,7% et 17 personnes avaient plus de 40 ans soit 5,43% de 1’ensemble de la population étudiée
(figure 25).

Répartition de la population étudiée selon I'dge

70,61%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%

10,00% a

0,00%

17,25%

Fréquence (%)

6,71% 5,43%

>18 ans de20a30ans de31a40ans >40 ans

Tranche d'age

Figure 25 : Profil de la population étudiée en fonction de la tranche d'age.
- Répartition wilayale de la population étudiée

L’enquéte a touché les quatre régions d’Algérie (Est, Ouest, Nord, Sud) ; Tlemcen (53,04%),
Chlef (13,74%), Alger (8,31%), Oran (6,39%), Ain Témouchent (3,51%), Boumerdeés (2,88%),
Béchar (0,96%), Mostaganem (0,64%), Relizane (0,64%), Tiaret (0,64%), Saida (0,64%),
Béjaia (0,64%), Annaba (0,32%), Jijel (0,32%), Timimoune (0,32%) et 22 autres wilayas
(figure 26).

Répartition wilayale de la population étudiée
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Figure 26 : Répartition wilayale de la population étudiée.
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- Niveau d’instruction de la population étudiée

Concernant le niveau d’instruction, la majorité de la population avait un niveau universitaire,
soit 296 personnes (95,17%) et seulement 17 personnes avaient un niveau secondaire (5,43%)
(figure 27).

Répartition de la population étudiée selon le niveau
d'instruction

95,17%
100%
— 80%
S
Y 60%
C
(]
2 40%
NJ
—_ 0,
S 0% 0% >/43% 0%
P 4 -_—
0%
Primaire Secondaire Universitaire  Analphabete

Niveau d'instruction

Figure 27 : Répartition de la population étudiée selon le niveau
d’instruction.

- Catégorie socio-professionnelle de la population étudiée

Pour avoir une idée sur le niveau socio-professionnel des enquétés, nous avons classé les
réponses collectées en cing catégories illustrées par le graphique ci-dessous :
Catégorie socio-professionnelle
65,93%

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%

0,
30,00% 19.63%

Fréquence (%)

20,00% 10,00%

4,07%
10,00% ° 0,37%
/

0,00%
Employé Etudiant Fonction Chémeur Retraité
libérale

Catégorie socio-professionnelle

Figure 28 : Répartition de la population étudiée selon leur catégorie
socio-professionnelle.
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1.2. Connaissance en médecine traditionnelle

- Usage des plantes médicinales par la population étudiée

Le résultat obtenu révele que la majorité des personnes enquétées ont recours a la medecine

traditionnelle, avec un taux de I’ordre de 80,19% (figure 29).

Usage des plantes médicinale par la population étudiée

19,81%

80,19%

utilisent les plantes médicinales m n'utilisent pas les plantes médicinales

Figure 29 : Usage des plantes médicinales par la population étudiée.
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- Les plantes médicinales les plus utilisées par la population étudiée

Une large gamme de plantes médicinales a été enregistrée, confirmant ainsi la diversité des
plantes médicinales utilisées en Algérie. Parmi les 604 citations, 58 plantes médicinales ont été
répertoriées et classées en fréquence de citations. Nous citons : verveine (27,79%), thym
(23,96%), menthe (19,16%), lavande (11,18%), sauge (9,26%), camomille (9,26%), gingembre
(8,62%), romarin (8,30%), origan (8,30%), armoise (7,98%), giroflier (7,02%) (figure 30) et 47
autres plantes (voir annexe I11) (figure 30).

Les plantes médicinales les plus utilisées par la population étudiée

Giroflier § 7,02%
Armoise J 7,98%
Origan J 8,30%
o,  Romarin ) 8,30%
TU 0,
.S Gingembre J 8,62%
2
‘g Camomille J 9,26%
e 9
c Sauge J 9,26%
©
o
Lavande ) 11,18%
Menthe ) 19,16%
Thym J 23,96%
Verveine ) 27,79%
0,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00% 25,00% 30,00%

Fréquence de citations (%)

Figure 30 : Les plantes médicinales les plus utilisées par la population étudiee
(ayant plus de 20 citations).
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- Différentes méthodes de préparation des plantes médicinales

Les résultats mettaient en évidence le pourcentage d’utilisation des différentes méthodes de
préparation des plantes médicinales, il s’agit principalement de la forme infusion avec un
pourcentage de 79,87% (250 citations), suivie par les huiles essentielles, avec un pourcentage
de 28,75% (90 citations), suivie par la fumigation avec un taux de ’ordre de 9,85% (30
citations), ensuite vient la macération avec un pourcentage de 5,11% (16 citations) et enfin

I’application cutanée avec 0,95% (3 citations) (figure 31).

Différentes méthodes de préparation des plantes médicinales

79.87%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
28,75%
30,00%

20,00%

Fréquence de citations (%)

9,85%

5,11%
10,00% 0,95%

0,00%

Infusion Huile Fumigation Macération Application
essentielle cutanée

Forme d'utilisation

Figure 31 : Différentes méthodes de préparation des plantes médicinales.
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1.3. Place des sauges dans la médecine traditionnelle

- Connaissance des sauges

Le résultat montre que plus des deux tiers de la population étudiée connaissent les sauges avec

un pourcentage de I’ordre de 73,16% (figure 32).

Connaissance des sauges par la population étudiée

26,84%

73,16%

B Oui non

Figure 32 : Connaissance des sauges par la population étudiée.

- Usage des sauges

Bien que la majorité des enquétés connaissaient les sauges mais son usage en médecine

traditionnelle par cette méme population reste faible, ne dépassant pas les 33,55% (figure 33).

Usage des sauges par la population étudiée

33,55%

66,45%

m OuUi non

Figure 33 : Usage des sauges par la population étudiée.
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- Approvisionnement des sauges

Le résultat obtenu nous donne une idée sur I’accessibilité et la disponibilité des sauges en
Algérie, que ce soit en herboristerie 33,54% (105 citations), en pharmacie 6,38% (20 citations),
dans les jardins domestiques 17,57% (55 citations) ou encore en cueillette 8,62% (27 citations)
(figure 34).

Approvisoinnement des sauges

33,54%
35,00%

30,00%

25,00%

17,57%
20,00% =

15,00%
8,62%
10,00% 6,38%

Fréquence de citations (%)

5,00%

0,00%
herboristerie  pharmacie jardin cueillette
domestique

mode d'approvisionnement
Figure 34 : Approvisionnement des sauges.
1.4. Place de Salvia algeriensis Desf. dans la médecine traditionnelle

- Connaissance de I’espéce Salvia algeriensis Desf.

Le résultat montre une légeére différence entre ceux qui connaissent et ceux qui ne connaissent

pas Salvia algeriensis Desf. avec un taux de 1’ordre de 41,21% et 58,79% respectivement
(figure 35).

Connaissance de Salvia algeriensis Desf. par la
population étudiée

41,21%

58,79%

oui mnon

Figure 35 : Evaluation de la connaissance de Salvia algeriensis Desf.
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- Parties utilisées de Salvia algeriensis Desf.

Sur la totalité des citations, la partie la plus utilisée de la plante était les feuilles (41,21%),
suivie par les fleurs (9,58%), les tiges (5,43%) et les racines (3,83%) (figure 36).

Parties utilisées de Salvia algeriensis Desf.

41,21%

45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

9,58%

3,83% 5,43%

feuille fleur racine tige

Fréauence de citations (%)

Partie utilisée

Figure 36: Parties utilisées de Salvia algeriensis Desf.

- Formes d’utilisation de Salvia algeriensis Desf.

Sur la totalité des citations, la forme infusion était la forme la plus citée avec 129 citations
(41,21%), suivie par I’huile essentielle avec 19 citations (6,07%), macération avec 7 citations
(2,23%), fumigation avec 5 citations (1,59%) (figure 37).

Formes d'utilisation de Salvia algeriensis Desf.

41,21%
45,00%

40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%

0,
15,00% 6,07%

10,00% ’ 2,23% 1,59%

5,00% / 4

0,00%
Infusion Huile essentielle Macération Fumigation

Fréquence de ciations (%)

Forme d'utilisation

Figure 37 : Formes d'utilisation de Salvia algeriensis Desf.

71



RESULTATS

- Usage thérapeutique de Salvia algeriensis Desf.

Sur la totalité des citations, I’indication thérapeutique de Salvia algeriensis Desf. la plus citée

¢tait I’état grippal et thume avec 81 citations (25,87%), suivi par les troubles menstruels avec

50 citations (15,97%), troubles gastriques avec 48 citations (15,33%), maux de téte avec 34

citations (10,86%), insomnies (5,75%), problemes de transpiration excessive (2,23%). Ainsi,

en cas de stress, fievres, gingivites, allergies, douleurs dorsales (figure 38).

Usage thérapeutique de Salvia algeriensis Desf.
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Figure 38 : Usage thérapeutique de Salvia algeriensis Desf.
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2. Résultats de I’analyse physico-chimique de I’espece Salvia algeriensis Desf.

- Calcul de la teneur en eau (taux d’humidité)

Le taux d’humidité de Salvia algeriensis Desf. est de 75,58% conditionnant une teneur de
24,42% en matiére séche.

- Calcul de la teneur en cendres

La teneur en matiére organique de Salvia algeriensis Desf. est de 97,675% conditionnant une

teneur de 2,325% en matiére minérale (cendres).

3. Résultats du screening/criblage phytochimique de Salvia algeriensis Desf.

- Reésultat de la recherche des polyphénols

Il y a eu apparition d’une coloration foncée et d’un précipité noir dans I’extrait aqueux et

I’extrait méthanolique (figure 39) indiquant la formation de chélates colorés avec les sels de

métaux lourds en présence des polyphénols.
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Figure 39: Résultat obtenu apres 1’ajout de FeCls.
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- Reésultat de la recherche des flavonoides

Nous avons observé un changement de couleur seulement dans I’extrait méthanolique
(coloration orange) due a la formation de cyanidine indiquant ainsi la présence des flavones
(figure 40).

Figure 40 : Résultat obtenu aprés 1’ajout du réactif de Shinoda.

- Résultat de la recherche des tanins

Nous avons eu une réaction positive (apparition d’une coloration jaune) en milieu alcalin
indiquant la présence des tanins (figure 41). Ainsi, ’absence de précipitation avec le réactif de

Stiasny nous a confirmé la nature hydrolysable de ces composés (présence de tanins galliques).
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)

Figure 41 : (1) : Résultat obtenu en milieu alcalin ; (2) : Réaction de Stiasny.

- Résultat de la recherche des coumarines

L’absence de fluorescence dans les trois extraits indique 1’absence des coumarines dans notre

drogue végétale (figure 42).

Figure 42 : Réaction de fluorescence.
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- Reésultat de la recherche des alcaloides

L’absence de précipitation avec le réactif de Mayer et de Dragendorff indique que la drogue

végétale ne renferme pas des alcaloides.

- Résultat de la recherche des saponosides

Il'y a eu développement de mousse dans les tubes : 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 avec des hauteurs ne
dépassant pas les 0,8 cm. Le résultat indique la présence en faibles teneurs des saponosides dans
la drogue végétale (figure 43).

Figure 43 : Série de dilution d’un décocté de drogue végétale a la
recherche des saponosides.
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- Reésultat de la recherche des triterpénes et stérols

L’apparition d’un anneau vert dans 1’extrait méthanolique et le changement de couleur en vert
olive dans I’extrait chloroformique indiquent la présence de stérols et de triterpénes (figure 44).

Tandis que dans I’extrait aqueux il n’y a eu aucun changement.

Extrait méthanolique Extrait chloroformique

Figure 44 : Réaction de Libermann-Burchard.

- Reésultat de la recherche des cardénolides

La réaction de Keller-Kiliani a donné un résultat positif (figure 45) avec I’extrait méthanolique
et I’extrait chloroformique (apparition d’un anneau rouge et coloration verdatre de la phase
acetique) indiquant la présence des cardénolides.

Extrait méthanolique Extrait chloroformique

g

_—

Figure 45 : Réaction de Keller-Kiliani.

77



RESULTATS

La réaction de Baljet a donné une coloration orange stable (figure 46) avec I’extrait
méthanolique et I’extrait aqueux confirmant la présence des cardénolides dans la drogue

vegeétale.

Figure 46: Résultat obtenu aprés ’ajout de 1’acide
picrique.

Nous avons obtenu un résultat négatif avec la réaction de Pesez (spécifique a certains

cardenolides) (figure 47).

Figure 47 : Réaction de Pesez.
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4. Calcul du rendement en HE
Le rendement en huile essentielle des parties aériennes de Salvia algeriensis Desf. est de 0,1%.

Huile essentielle

Phase aqueuse

Figure 48 : Huile essentielle de Salvia algeriensis Desf.
au cours d’extraction.

5. Résultats de la caractérisation organoleptique de ’'HE
Les caractéres organoleptiques de I’huile essentielle extraite par hydrodistillation sont résumés

dans le tableau ci-dessous :

Tableau XV : Caracteres organoleptiques de I’HE de Salvia algeriensis Desf.

caractére Couleur Odeur Aspect a différentes températures
organoleptique
HE de Salvia Jaune Tres forte proche de  Liquide a température ambiante
algeriensis Desf. I’odeur de thym Gélatineuse a 4°C

6. Résultats de la caractérisation physique de ’HE

Le résultat de I’analyse des deux propriétés physiques de I’huile essentielle étudiée (densité

relative, indice de réfraction) est présenté dans le tableau suivant :

Tableau XVI : Propriétés physiques de I’HE de Salvia algeriensis Desf.

Densité relative Indice de réfraction
(25°C)
HE de Salvia 0,809 1,48775 +0,0025

algeriensis Desf.
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7. Résultats de la caractérisation de la composition chimique de ’HE par

CPG/SM

L’appareillage CPG/SM permet de fournir un chromatogramme accompagné d’un ensemble de

spectres de masse correspondants a chaque pic chromatographique, ce qui permet

I’identification précise de la majorité des constituants séparé par la CPG. Les chromatogrammes

obtenus pour I’HE étudiée ainsi que pour la série d’alcanes utilisée sont présentés dans (voir

annexe 1V).

Les 46 composés séparés sont reportés dans le tableau suivant (tableau XVII) ainsi que leurs

temps et indices de rétention.

Tableau XVII : Composition chimique de I’huile essentielle de Salvia algeriensis Desf.

Composés Nature
1 -
2 Hydrocarbure cyclique
3 Hydrocarbure cyclique
4 Hydrocarbure cyclique
5 -
6 Hydrocarbure cyclique
7 Hydrocarbure cyclique
8 -
9 -
10 -
11 -
12 Hydrocarbure cyclique
13 Monoterpene oxygéné
14 -
15 Monoterpene oxygéné
16 -
17 ester
18 ester
19 Monoterpene oxygéne
20 Monoterpene oxygéne
21 Sesquiterpéne hydrocarboné
22 Sesquiterpéne hydrocarboné
23 Sesquiterpéne hydrocarboné
24 Sesquiterpene hydrocarboné
25 Sesquiterpene hydrocarbon
26 Sesquiterpene hydrocarboné

é

80

TR
(min)
7,734
10,555
12,361
15,882

24,534
25,305
26,934
27,912
28,399
28.937
29,666
29,945
31,969
34,946
35,352
35,722
38,584
38,884
40,142
41,878
44,317
44,556
45,587
46,947

49,34
49,899

IR

1043
1070
1118
1236
1247
1271
1285
1291
1299
1310
1315
1345
1391
1397
1403
1450
1455
1475
1504
1546
1550
1568
1592
1635
1646

(%)

0,68%
0,83%
0,56%
0,61%
0,16%
0,30%
0,22%
0,08%
0,12%
0,10%
0,11%
0,14%
0,08%
0,50%
0,41%
0,04%
0,21%
0,15%
0,17%
0,29%
0,97%
0,89%
1,68%
0,43%
9,88%
1,63%

Masse
(m/z)

104
136
138
136
129
136
136
103
129
121.1
128
136
150
82.1
158.1
129
179.1
179
158
158.1
204.1
204.1
204
205.2
204.1
204.1
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27 Sesquiterpéne hydrocarboné 50,534 1657 0,72% 211.2
28 Sesquiterpéne hydrocarboné 50,91 1664 0,74% 204.1
29 Sesquiterpéne hydrocarboné 51,703 1679 1,79% 205.1
30 Sesquiterpene hydrocarboné 52,775 1698 3,40% 205.2
31 Sesquiterpéne hydrocarboné 53,136 1705 1,77% 204.1
32 Sesquiterpene hydrocarboné 53,913 1720 2,96% 205.2
33 Sesquiterpene hydrocarboné 54,803 1737 7,08% 204.1
34 Sesquiterpéne hydrocarboné 55,417 1749 0,88% 204.1
35 Sesquiterpene oxygéné 59,432 1828 50,05% 222.1
36 Sesquiterpéne hydrocarboné 59,945 1838 0,88% 204.1
37 Sesquiterpene oxygéné 60,945 1859 2,72% 220.1
38 Sesquiterpéne hydrocarboné 61,407 1868 1,20% 204.1
39 Sesquiterpéne hydrocarboné 63,084 1902 0,19% 204.1
40 Sesquiterpéne hydrocarboné 63,424 1909 0,29% 202.1
41 Sesquiterpéne oxygéné 71,421 2083 1,37% 220

42 Acide 72,273 2102 0,74% 262.1
43 Sesquiterpéne hydrocarboné 73,065 2120 0,21% 262.1
44 Acide 82,551 2348 0,74% 278

45 Acide 83,802 2379 0,81% 278.2
46 - 91.76 - 0,24% 278.2

L huile essentielle de Salvia algeriensis Desf. est principalement constituée de sesquiterpénes
oxygenés avec 54,16% et de sesquiterpenes hydrocarbonés avec 37,56%. Les hydrocarbures
cycliques, les acides, les monoterpénes oxygénés et les esters sont apparus en faibles
proportions (2,76%, 2,28%, 0,95%, 0,35% respectivement). Autres composés ont été détectés
(2,02%).
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8. Résultats de I’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait éthanolique

et de ’HE

Le rendement de I’extrait éthanolique était de 1,75%.

- Résultat du test FRAP sur P’extrait éthanolique

Courbe d'étalonnage de la réduction du fer (FRAP) obtenue avec I'extrait
éthanolique

1,8

y =0,0007x + 0,0588
R?=0,9989

Absorbance en nm

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Concentration (ug/mL)

Figure 49 : Courbe d’étalonnage de la réduction du fer (FRAP) obtenue avec I’extrait
éthanolique.
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Absorbance a 700 nm

Résultat du test FRAP sur I’huile essentielle

1,200

1,000

0,800

0,600

0,400

0,200

Figure 50 : Courbe d’étalonnage de la réduction du fer (FRAP) obtenue avec I’huile

Courbe d'étalonnage de la réduction du fer (FRAP) obtenue avec I'huile

0 50
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essentielle

200 250
Concentration (pg/mL)

essentielle.
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- Résultat du test FRAP sur ’acide ascorbique

Courbe d'étalonnage de la réduction du fer (FRAP) obtenue avec l'acide
ascorbique

2,5

2 y =0,0037x + 0,0518
R? =0,9886

P
(6]

[ERN

Absorbance a 700 nm

0,5

0 100 200 300 400 500 600
Concentration (ug/mL)

Figure 51 : Courbe d’étalonnage de la réduction du fer (FRAP) obtenue avec 1’acide
ascorbique.
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- Résultat du test DPPH sur I’extrait éthanolique

Extrait ethanolique
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Figure 52 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des
différentes concentrations utilisées pour 1’extrait éthanolique.

- Résultat du test DPPH sur ’huile essentielle
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Figure 53 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des différentes
concentrations utilisées pour I’HE de Salvia algeriensis Desf.
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- Résultat du test DPPH sur I’acide ascorbique

—m— Acide Ascorbique
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Figure 54 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des différentes
concentrations utilisées pour 1’acide ascorbique

Les valeurs IC50 ont été obtenues par le logiciel Origin Pro, elles sont présentées dans le tableau

ci-dessous :

Tableau XVI11: IC50 des deux extraits testés et de I’antioxydant de référence.
Acide ascorbique Extrait éthanolique Huile essentielle

IC50  4,2179 pg/mL 394,3228 ug/mL 76,926 pg/mL
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9. Résultat de I’évaluation de ’activité antibactérienne de ’HE

La sensibilité des souches bactériennes testées est présentée dans le tableau ci-dessous :

Tableau XIX : Sensibilité des souches bactériennes testées vis-a-vis ’HE étudiée.

Controéle 1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
negatif
Pseudomonas - - - - - - - - - -
aeruginosa
Escherichia coli - - - - - - - - - -

Staphylococcus - + + + - = - - - -
aureus

Figure 55 : Test de pouvoir antibactérien de I’HE de Salvia algeriensis Desf. sur
Pseudomonas aeruginosa.
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Figure 56 : Test de pouvoir antibactérien de I’HE de Salvia algeriensis Desf. sur
Escherichia coli.

AW™ W
Figure 57: Test de pouvoir antibactérien de I’HE de Salvia algeriensis Desf. sur
Staphylococcus aureus.
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1. Discussion des résultats de I’enquéte ethnobotanique
De nombreuses études ethnobotaniques ont été entreprises dans différentes régions du pays
algérien, d’une part pour recenser la connaissance en médecine traditionnelle en Algérie, et

d’autre part pour apporter des informations complémentaires sur la flore médicinale algérienne.

Les résultats obtenus a travers cette étude ethnobotanique révélent une prédominance du sexe
féminin (67,9%), de la tranche d’age de [20 ans-31 ans] (70,61%) et du niveau universitaire

(95,17%). Ce profil s’explique par les caractéeres en ligne de la méthodologie de 1’enquéte.

Notre enquéte nous a permis de répertorier les plantes médicinales utilisées par la population
algérienne, les résultats obtenus démontrent la richesse en matiére de connaissance en médecine
traditionnelle autochtone, une enquéte menée en 2021 par BELHOUALA et BENARBA [76],
a recensé les familles botaniques des plantes médicinales les plus utilisées en Algérie :
Lamiaceae (13%), Asteraceae (13%), Apiaceae (7%), Rosaceae et Fabaceae (5%). Cette
prédominance est cohérente avec le résultat obtenu par notre enquéte ou les plantes
majoritairement citées étaient de la famille des Lamiaceae, Apiaceae, Asteraceae, Myrtaceae et
Fabaceae (voir annexe I11). La popularité des espéces appartenant a ces familles pourrait étre
liée aux traditions d’utilisation, a leurs éventuelles efficacités, leurs faibles codts et a leur

facilité d’approvisionnement.

De plus, nos résultats montrent que les infusions sont le mode de préparation a base de plantes
médicinales le plus répandu avec un pourcentage de 79,87%, ce qui pourrait étre lié a leur

facilité de préparation et d’administration.

En consultant les résultats issus d’autres études ethnobotaniques, 1’étude de RHATTAS et al,
de RENE et al nous confirment qu’il existe plusieurs modes de préparation a base de plantes
médicinales notamment, infusions, macérations, décoctions, cataplasmes, fumigations,
broyage, expression, cru, huiles essentielles, etc... et que la meilleure utilisation d’une plante
serait celle qui en préserverait toutes les propriétés tout en permettant l’extraction et

’assimilation des principes actifs [77, 78].

Par cette méme enquéte nous avons recensé la connaissance et [’utilisation des plantes
appartenant au genre Salvia de facon générale, et plus précisément de 1’espece Salvia

algeriensis Desf.

Les résultats obtenus de notre enquéte montrent que le genre Salvia est largement connu par la

population étudiée avec un pourcentage de I’ordre de 73,16%. Cette connaissance pourrait étre
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liee a la biodiversiteé de ce genre. Selon QUEZEL et SANTA, le genre Salvia comprend plus

de 900 especes dont 23 espéces se trouvent en Algérie [13].

L’évaluation de la connaissance de Salvia algeriensis Desf. par la population étudiée montre
que 41,21% connaissent cette espece. Ce résultat nous parait incohérent, car cette espéce est
une espéce méconnue, a propriétés thérapeutiques mal illustrées, et une espéce pratiquement
absente dans les herboristeries du territoire algérien. Nous pourrions expliquer ce résultat par
la présence d’une éventuelle possibilité de confusion entre cette espéce et les autres especes du

méme genre Salvia.

Concernant 1’évaluation des parties utilisées de Salvia algeriensis Desf. , le résultat montre que
toutes les parties aériennes de 1’espéce sont utilisées, avec une prédominance des feuilles
(41,21%). Cette fréquence pourrait étre expliquée non seulement par I’aisance de cueillette mais

aussi par le fait que les feuilles ont une durée de persistance plus longue comparant aux fleurs.

De méme, en comparant nos résultats avec ceux de BELHOUALA, BENARBA et ceux de
HAMEL et al, les feuilles ont souvent été la partie la plus impliquée dans les préparations a
base de plantes médicinales [76, 79], ce qui confirme leur richesse en métabolites secondaires

a propriétés thérapeutiques.

Le résultat de notre enquéte révele que Salvia algeriensis Desf. est souvent utilisée sous forme
d’infusion (41,21%), principalement pour traiter les état grippaux (25,87%). Ceci aurait comme
explication les propriétés antivirales que possédent les principes actifs contenus dans la majorité
des plantes aromatiques. Comme a montré 1’étude de REICHLING J, SCHNITZLER P,
SUSCHKE U et SALLER R, portée sur plus de 29 plantes aromatiques [80].

Ainsi, d’autres indications ont été citées notamment, en cas de troubles menstruels (15,97%),
troubles gastriques (15,33%), problémes de transpiration excessive (2,23%). Etant donné que
Salvia algeriensis Desf. appartient a la famille des Lamiacées et encore au genre Salvia, les
informations recueillies concernant le mode de préparation et les indications thérapeutiques de

Salvia algeriensis Desf. se rapprochérent de ceux des autres especes du méme genre.

Une étude menée par BENABDESSLEM et al sur Salvia argentea [81] a montré que cette
espece est impliquée principalement dans les maladies du systeme respiratoire et que la partie
la plus utilisée de la plante était la feuille sous forme de poudre a administration orale. Une
autre étude portée par AXIOTIS, HALABALAKI, SKALTSOUNIS sur Salvia
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fruticosa Miller., Salvia officinalis L. [82] a montré que celles-ci sont efficaces contre les

douleurs gastriques, les maladies inflammatoires et infectieuses.

2. Discussion des résultats de I’analyse physico-chimique de Salvia algeriensis
Desf.

Le calcul de taux d’humidité nous a permis d’évaluer la teneur en matieres séches (constituants
biochimiquement actifs) de notre espece. Le résultat montre que Salvia algeriensis Desf.
présente une teneur de 1’ordre de 24,42% MS. Ainsi, en se basant sur les travaux de KANE et
al [83], indiquant que les feuilles des jeunes plantes présentent des taux d’humidité élevés que
celles des plantes adultes, nous confirmons le stade de développement jeune de notre

échantillon avec un taux de I’ordre de 75,58%.

Le calcul de taux de cendres nous a permis de quantifier la teneur totale en sels minéraux de
I’espéce Salvia algeriensis Desf. Le résultat obtenu indique une teneur trés faible de 1’ordre de
2,325% en matieres minérales conditionnant une teneur tres élevée en matiéres organiques de
I’ordre de 97,675%. En comparant avec 1’étude de TEHAMI, Salvia argenteae présente une
teneur en cendres plus importante avec un pourcentage de 14,68% [64].

3. Discussion des résultats de screening phytochimique de Salvia algeriensis
Desf.

L’interprétation des résultats obtenus nous amene a constater la présence des polyphénols,
flavonoides, tanins galliques, stérols, triterpénes et des cardénolides, et I’absence dans les trois

extraits des tanins condensés, coumarines, saponines et des alcaloides.

Salvia algeriensis Desf. n’a pas fait I’object d’analyse qualitative signalée de type screening
phytochimique. De ce fait, et en comparant nos résultats avec ceux des autres études menées
sur d’autres espéces de sauges, le genre Salvia présente une grande diversité de métabolites
secondaires. Un screening phytochimique des extraits hydro alcooliques de Salvia officinalis L.
a réveélé la présence des tanins, flavonoides, stéroides et terpénoides. Tandis que les alcaloides

et les saponines ont été signalés absents [84].

La composition phytochimique de neuf (9) espéces de sauge a été analysée dans 1’étude d’ABU-
DAHARB et al par CCM [85], les résultats ont confirmé 1’absence des alcaloides dans toutes les
especes étudiées. D’autres études ont montré la richesse du genre Salvia en composés
terpéniques et principalement en diterpénes, 1’étude de KABOUCHE a répertorié 335
composeés isolés de 142 espéces de ce genre [33]. Ainsi, un screening préliminaire de Salvia

92



DISCUSSION

tilifolia mené par KAHSU a révelé la présence des alcaloides, flavonoides, saponines, et

I’absence des coumarines et des tanins [86].

La présence des composés phénoliques et flavonoiques dans nos extraits a été confirmée par
une analyse quantitative réalisée par MEROUANE, les résultats de cette étude ont montré que
les extraits de feuilles de Salvia algeriensis Desf. sont pourvus de 34,66 +1,38 ug EAG/mg de
MS, cette richesse en composés phénoliques s’est traduite aussi dans les extraits de ses fleurs.
Les résultats de cette méme étude ont montré aussi la présence des flavonoides (FE : 10.32 +
0.33ug EQ/mg de MS ; FR : 10.05 + 0.25ug EQ/mg de MS) [17].

A partir de ces résultats, nous déduisons que la composition phytochimique du genre Salvia

pourrait varier qualitativement d’une espéce a une autre.

4. Discussion des résultats de I’analyse de ’HE de Salvia algeriensis Desf.

Dans la présente étude, le rendement en huile essentielle des parties aériennes de Salvia
algeriensis Desf. était de 0,1%, le résultat est nettement inférieur a celui obtenu par 1’étude de
MEROUANE, ou le rendement était de 1,51% pour les fleurs et 0,83% pour les feuilles [17].
Cette différence pourrait dépendre des facteurs environnementaux (climat, pluviométrie, taux
d’ensoleillement, pollution, conditions édaphiques...) comme a montré 1’étude de BOIRA et
BLANQUER, des facteurs physiologiques tels que le type de matériel végétal et le stade de
développement de la plante, des facteurs géographiques, ainsi de la méthode et des conditions
d’extraction [87, 88].

D’autre part, notre rendement est inférieur aux rendements obtenus avec d’autres especes de
sauges ; Salvia tomentosa (1,3%), Salvia hydrangea (0,53%), Salvia heldreichiana (0,5%)
(KOTAN et al, Mehmet Musa Ozcan et al), montrant ainsi que les rendements en HE varient

considérablement entre les espéces du méme genre [89].

L’évaluation des caracteres organoleptiques d’une huile essentielle nous renseigne sur sa
pureté ; ’odeur, la couleur et I’aspect varient en fonction de la composition chimique de cette
huile. A I’issue des distillations réalisées, I’HE obtenue est de couleur jaune et d’une odeur tres
forte, elle se fige des que la température passe au-dessous de 4 °C. Ces caractéres semblent étre
similaires a ceux décrits par I’étude de MEROUANE [17].

L’un des critéres d’authentification et de contréle qualité d’une huile essentielle est la
détermination de ses propriétés physico-chimiques. Dans la présente étude, nous avons mesuré
la densité relative et I’indice de réfraction de I’HE de Salvia algeriensis Desf.
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Selon ONIPPAM, la densité de Salvia officinalis L. est de (0,910 ; 0,930) et I’indice de
réfraction est de (1,458 ; 1,474) [90]. L’étude de MEROUANE sur I’HE de Salvia algeriensis
Desf. a enregistré une densité de (0,883 ; 0,902) et un indice de réfraction de (1,443 ; 1,447)
[17].

En comparant les valeurs enregistrées de notre étude avec celles rapportées par la littérature,
nous remarquons que la densité de I’HE de Salvia algeriensis Desf. est 1égérement inférieure a
celle de Salvia officinalis L. Toutefois, nos résultats se rapprochent a ceux rapportés par 1’étude
de MEROUANE sur cette méme espéce.

La détermination des propriétés physico-chimiques (densité, indice de réfraction, indice
d’acide,...) constitue une étape assez importante dans I’analyse des huiles essentielles mais
demeure insuffisante pour les caractériser chimiquement. De ce fait, notre étude a été complétée

par une analyse chromatographique type CPG/SM.

Les résultats de ’analyse effectuée sont représentés par 46 pics correspondant a un total de 46
composes. Les temps de rétention obtenus ont permis de calculer les indices de Kovats, en se
basant sur ces derniers et sur les pics moléculaires nous avons détecté la nature des composés

chimiques de I’'HE étudiée.

Il ressort que I’HE de Salvia algeriensis Desf. est majoritairement dominée par les composés
0xygeénés, dont les sesquiterpénes oxygénés constituent 54,16% de sa composition chimique et
les monoterpenes oxygénés 0,95%. Nous retrouvons également des sesquiterpenes
hydrocarbonés (37,56%).

Ce résultat est confirmé par 1’étude de PAOLINI, indiquant que les chémotypes des HE sont
généralement représentés par les mono et les sesquiterpénes (possédant respectivement 10 et
15 atomes de carbone) et plus rarement les diterpénes (20 atomes de carbone) ainsi que les

composés linéaires non terpéniques et les phénylpropanoides [91].

Le chémotype de I’HE de Salvia algeriensis Desf. a été identifi¢ par 1I’étude de MEROUANE,
notant la présence de 45 composés dans I’HE extraite des feuilles et 39 autres de I’HE des
fleurs. Parmi les constituants majoritaires nous retrouvons des composes oxygénes tels que ;
Eucalyptol (1,8 Cinéole), camphor, Bicyclo [2.2.1] heptan-2-one, Bornyl acetate, également

des sesquiterpénes hydrocarbonés tels que ; B-guaiene et B-Gurjunene [17].

La nature des composés constitutifs majoritaires de I’HE de la présente étude concorde avec la

nature de ceux identifiés par I’étude de MEROUANE [17].
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5. Discussion des résultats de I’évaluation de ’activité antioxydante de

Pextrait éthanolique et de ’HE

Dans ce présent travail nous avons opté pour le test de réduction de fer (FRAP) et le test DPPH.

Les résultats enregistrés de la méthode FRAP sur ’extrait éthanolique de Salvia algeriensis

Desf. montrent que 1’activité antioxydante de ce dernier est dose-dépendante.

Ainsi, en comparant la capacit¢ de la réduction du fer de DI’extrait testé avec celle de
I’antioxydant de référence (acide ascorbique), nous remarquons que ce dernier présente une
activité plus élevée que celle de I’extrait éthanolique avec des absorbances respectivement de
0,483 et 0,147 pour une méme concentration (125 pg/mL). Cette différence n’empéche

I’existence d’un pouvoir antioxydant significatif.

Nos résultats pourront étre expliqués par I’étude d’OZTURK et al signalant qu’une
augmentation d’absorption correspond a une augmentation du pouvoir réducteur de 1’extrait

évalue [92].

Parallélement, le test DPPH sur ’extrait éthanolique a montré que ce dernier posséde une
capacité antioxydante significative avec une valeur d’IC50 de 1’ordre de 394,3228 pg/mL, et
que cette valeur est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante des composés
extraits. L’étude de KHOUDALLI et al révéle que plus la valeur IC50 est petite plus 1’activité
antioxydante d’un composé est grande [93].

D’apres les résultats obtenus du test DPPH, nous remarquons que le pourcentage d’inhibition
du radical libre augmente avec 1’augmentation de la concentration, que ce soit pour ’acide
ascorbique ou pour I’extrait éthanolique. L’activité de 1’acide ascorbique raméne la stabilité au
DPPH avec un 1C50 de 4,2179 pg/mL. Nous observons que le pourcentage d’inhibition de ce

dernier est nettement supérieur a celui de 1’extrait éthanolique pour toutes les concentrations.

L’¢étude de ’activité antioxydante menée par SALAH sur les extraits méthanoliques de trois
especes de sauges; S. aegyptiaca, S. verbenaca et S. argentea a enregistré des pouvoirs
antioxydants décroissants avec des valeurs d’IC50 de I’ordre de 43.6 mg/mL, 86.9 mg/mL et
374.4 mg/mL, respectivement. Comparant a cette étude, nous constatons que Salvia algeriensis

Desf. posséde une activité antioxydante largement supérieure (0,394 mg/mL) [94].

Beaucoup d’études expliquent le mode d’action des composés biologiquement actifs vis-a-vis
les radicaux libres. A titre d’exemple, 1’étude menée par KHOUDALI et al a montré que le

potentiel antioxydant des extraits de plantes est fortement lié & leur teneur en polyphénols, et
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qu’il est principalement attribué a la structure catéchol de I'anneau benzoique, de la position

des doubles liaisons et de la quantité de groupements hydroxyles [93].

En prenant en considération les résultats fournis par 1’étude de KHOUDALI et al nous
pourrions supposer que les polyphénols présents dans I’extrait éthanolique de Salvia algeriensis
Desf. sont responsables du pouvoir antioxydant.

D’autre part, ’activité antioxydante de 1’huile essentielle de Salvia algeriensis Desf. a été
également évaluée par les deux méthodes (FRAP et DPPH). En effet, les résultats obtenus du
test FRAP indiquent une bonne affinité de I’huile essentielle évaluée pour les ions Fe®". Cette
activité antioxydante est dose-dépendante ; une augmentation de 1’absorption correspond a une
augmentation du pouvoir réducteur, allant d’une absorbance de 0,292 avec la plus faible
concentration (12,6406 pg/mL) a des absorbances plus importantes. Cette dose-dépendance est

¢galement trouvée avec 1’acide ascorbique.

Pour la méthode de piégeage des radicaux libres DPPH, les concentrations IC50 de I’acide
ascorbique et de I’HE ont été déterminées. Bien que I’activité antioxydante de I’HE testée est
significativement performante avec une IC50 de ’ordre de 76,926 pg/mL, mais elle est
nettement inférieure a celle de 1’antioxydant de référence avec une IC50 de I’ordre de 4,2179

pg/mL.

Dans une étude antérieure, menée par MEROUANE, D’activité anti radicalaire des parties
aériennes de Salvia algeriensis Desf. ont été évaluées par la méthode DPPH et les
concentrations 1C50 trouvées étaient de 8290 pg/mL pour les feuilles et de 8690 pg/mL pour
les fleurs. Ces valeurs sont nettement supérieures a la valeur 1C50 enregistrée par notre étude
(76,926 pug/mL) [17]. A la lumiere de ces résultats, et sachant que la capacité antioxydante des
composés extraits de plante est inversement proportionnelle a la concentration 1C50, nous

constatons que la capacité antioxydante de notre HE est largement plus importante.

Il est établi dans de nombreuses études que 1’activité d’une huile essentielle est en rapport avec

I’effet synergique des différents composés constitutifs [95].

TEPE et al montrent que les fractions des composés oxygénés d’huile essenticlle de
1I’Origanum Vulgare L. sont dotés d’une excellente activité dans le systéme de DPPH, alors que

les fractions des hydrocarbures ne posséde pas de propriétés anti radicalaire.
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En se basant sur ces études, I’activité antioxydante de I’'HE de la présente étude pourrait
principalement étre attribuée non seulement au sesquiterpéne oxygénée majoritaire mais

également a la synergie des différents constituants.

La simplicité des deux méthodes n’empéche la présence d’inconvénients donc il est important
de signaler que le potentiel de plusieurs molécules ne peut étre mesuré par FRAP, comme
certains phénols qui réagissent plus lentement et demandent un temps de réaction plus long
pour leur détection. Par ailleurs, I’étude menée par HUANG et al a montré que la réversibilité

du test DPPH peut parfois mener a une sous-estimation du potentiel des produits testés [97].

6. Discussion des résultats de I’évaluation de ’activité antibactérienne de
I’HE

Beaucoup d’enquétes épidémiologiques ont isolé les micro-organismes fréquemment
responsables des infections nosocomiales en Algérie [98, 99]. Dans cette présente étude, nous
nous sommes intéressés aux bactéries type ; Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et

Staphylococcus aureus (pour sa résistance naturelle, souvent utilisée comme bactérie-test).

Les résultats obtenus dans le cadre du protocole entrepris indiquent que I’huile essentielle de
Salvia algeriensis Desf. présente une activité antibactérienne significative contre la bactérie a
Gram positif Staphylococcus aureus et la sensibilité de cette souche varie selon les
dilutions (1/2, 1/4). Cependant, aucune inhibition n’a été rapportée Vis-a-vis les bactéries a
Gram négatif a savoir, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa avec toutes concentrations

confondues.

L’étude de BOUTABIA et al explique le mode d’action des huiles essentielles qui dépend du
type de microorganismes ; en général, les bactéries Gram(+) sont plus sensibles aux HE que les
Gram(-). En effet, il semblerait que la membrane externe des bactéries Gram(-) étant riche en
LPS et plus complexe que celle des Gram(+) entrave la diffusion des molécules aromatiques
vers le cytoplasme, conditionnant une faible activité antibactérienne. De méme, une huile
essentielle peut étre bactéricide vis-a-vis de certaines souches, bactériostatique vis-a-vis

d’autres ou n’avoir aucun effet [100].

L’étude de MANN et al confirme que la faible susceptibilité des bactéries Pseudomonas
aeruginosa a 1’action des huiles essentielles est due a la particularité de leurs membranes

externe et a leur capacité a métaboliser un éventail de constituants des HE [101]. Toutefois, la
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sensibilité de la bactérie Staphylococcus aureus a 1’action de plusicurs HE a été rapportée dans
les travaux de SAMOUSSA et al, de CHABENAT et de SATRANI et al [102, 103, 104].

La sensibilité de Staphylococcus aureus vis-a-vis I’HE étudiée pourrait étre expliquée par les

études citées ci-dessus.

L’étude de MEROUANE a montré que Staphylococcus aureus et Escherichia coli sont
sensibles a I’HE de Salvia algeriensis Desf. avec des zones d’inhibition de 19,5 mm et de 13,5
mm, respectivement. Tandis que, Pseudomonas aeruginosa semble étre résistante avec une

zone d’inhibition <8 mm (7,5 mm) [17].

Nos résultat concordent avec ceux rapportés pas MEROUANE, a I’exception de la sensibilité
d’Escherichia coli. Cette différence d’activité pourrait tre liée aux chémotypes caractéristiques

de chacune des huiles essentielles évaluées.

L’étude de FELLAH et al confirme que la composition d’'une HE d’une méme espéce est
influencée par les conditions géographiques, la période de cueillette ainsi que la méthode
d’extraction, a titre d’exemple, les procédés qui utilisent 1’eau peuvent induire des hydrolyses

d’esters, des oxydations....etc [105].

Par ailleurs, la sélectivité des huiles essentielles envers certaines bactéries restent encore mal
élucidee. Cette sélectivité est le résultat de la variabilité des quantités et des profils des
composants des huiles essentielles, qui présentent généralement des actions synergiques. De ce
fait, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme
unique. L’étude d’EI AMRI et al a montré que la propriété hydrophobe des huiles essentielles
leur permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique des cellules bactériennes. Cela
induit une perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ions K* : ce mécanisme a été observé

avec I’huile de I’arbre a thé sur les bactéries Gram(+) (Staphylococcus aureus) [106].

Ces ¢tudes nous améne a présumer que ’activité antibactérienne de I’HE de Salvia algeriensis
Desf. résulte de la complexité de ses constituants, agissants généralement de maniére

synergique.
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En guise de conclusion, ce travail se situe a I’intersection de la chimie et la biologie
ayant deux aspects de recherche ; I’ethnobotanique et la phytochimie, réalisé dans le cadre de

la valorisation de la flore algérienne.

La plante sur laquelle a porté notre étude est une espéce méconnue, endémique du secteur
oranais, de la région de Bouzghaia (Chlef), appartenant a la famille des Lamiaceae ; « Salvia

algeriensis Desf. ».

Nous avons au préalable effectué une étude ethnobotanique menée auprés de 313 enquétés de
la population algérienne, I’enquéte a permis de recenser une richesse en terme de connaissance
liée a la médecine traditionnelle autochtone. Par la suite, nous avons enchainé notre travail par

une série de tests en vue d’établir un profil phytochimique de I’espece étudiée.

La mise en évidence qualitative des principaux métabolites secondaires par un criblage
phytochimique a révélé la présence d’un éventail de substances potentiellement bioactives

notamment ; polyphénols, flavones, tanins galliques, stérols, tri- terpénes et cardénolides.

D’autre part, I’analyse chromatographique par une CPG/SM de I’huile essentielle des parties
aériennes de Salvia algeriensis Desf. extraite par hydrodistillation a mis en lumiére un
chémotype représenté par 45 composés, il s’agit principalement de sesquiterpenes oxygénés
(54,16%), de monoterpenes hydrocarbonés (37,56%), d’hydrocarbures cycliques (2,76%) et de
monoterpenes oxygénés (0,95%). Cette richesse offre une synergie précieuse et irremplacable

susceptible d’étre impliquée dans de nombreuses activités biologiques.

De plus, le pouvoir réducteur des ions Fe®* des extraits de la plante étudiée refléte une capacité
antioxydante assez importante aussi bien pour I’extrait éthanolique que pour I’HE. Cette activité
a été confirmée, par ailleurs, a travers le piégeage des radicaux libres DPPHe, ou les
concentrations inhibitrices médianes enregistrées étaient de 1’ordre de 76,926 pg/mL et

394,3228 pg/mL pour I’extrait éthanolique et pour I’HE respectivement.

En outre, ’'HE de Salvia algeriensis Desf. a manifesté une activité inhibitrice contre
Staphylococcus aureus a différents degrés, allant d’un diamétre d’inhibition de 12 mm a 9 mm

observée avec I’HE pure et les dilutions 2 et Ya.

En se référant aux résultats issus d’autres études similaires, nous estimons que notre objectif
est atteint. Cependant, ces résultats restent préliminaires et ne constituent qu’une ébauche dans

le domaine de la recherche des antioxydants et des antimicrobiens naturels, il serait intéressant
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d’étaler ce travail par d’autres systémes in vitro comme in vivo afin de mieux cerner les

interactions moléculaires de ces huiles vis-a-vis de leurs cibles.

De cette optique, multiples nouvelles pistes de recherche peuvent étre envisagées et empruntées

a savoir les recommandations suivantes :

- Confirmer I’activité antioxydante de Salvia algeriensis Desf. par d’autres méthodes (J3-
caroténe, ABTS...).

- Evaluer I’activité antibactérienne de Salvia algeriensis Desf. sur d’autres souches.

- Réaliser un fractionnement de I’HE de Salvia algeriensis Desf. afin de purifier le
composé majoritaire et I’identifier par RMN.

- Effectuer une étude histologique de Salvia algeriensis Desf.

- Procéder a une analyse physico-chimique fine par HPLC sur les composés phénoliques
des extraits de Salvia algeriensis Desf.

- Evaluer I’activité anti-inflammatoire et la cytotoxicité de Salvia algeriensis Desf.

- Estimer la toxicité de I’HE de Salvia algeriensis Desf.
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ANNEXES



Annexe | : Questionnaire de 1’enquéte ethnobotanique (en frangais).

Enquéte ethnobotanique sur la plante Salvia
algeriensis Pesf.

Nous internes en pharmacie a l'université de Tlemcen,

Dans le cadre de notre recherche de fin d'étude portée sur une étude phytochimique de la
plante Salvia algeriensis Desf. (sauge algérienne), nous avons réalisé ce questionnaire afin
de récolter un maximum d'informations pouvant nous orienter dans notre travail.

Nous vous remercions de bien vouloir consacrer quelques minutes pour répondre au
questionnaire ci-joint.

&
*QObligatoire
Adresse e-mail *
Votre adresse e-mail
Suivant e  Page 1surd Effacer le formulaire

G Une seule réponse possible I:I Plusieurs réponses possibles



Annexe | (suite) : Questionnaire de 1’enquéte ethnobotanique (en francais).

votre sexe - ©

O homme
O femme

votre dge -
=18ans

de 20 a 30ans

de 31 & 40ans

O OO0O0

=40ans

votre wilaya - *

Votre réponse

votre miveau institutionnel - *

(O primaire

(O secondaire
O universitaire

(O analphabéte

Votre travail - *

Vaotre réponse

Retour Suivant Effacer le
T Page 2 5ur 5
formulaire

O Une seule réponse possible I:I Plusieurs réponses possibles



Annexe | (suite) : Questionnaire de 1’enquéte ethnobotanique (en francais).

Avez-vous L habitude d'ufiliser les plantes médicinales ? *

Quelle(s) est (sont) La (les) plante (s) que vous utilisez Le plus 7 *

Votre réponse

Sous quelle forme avez-vous Lhabitude de les ufiliser 7 *

Infusion

huile essentielle
macération
fumigation
aucune

Autre :

Oo00000

Retour Suivant Effacer le
e  Page 3 sur 5
formulaire

O Une seule réponse possible I:I Plusieurs réponses possibles



Annexe | (suite) : Questionnaire de 1’enquéte ethnobotanique(en francais).

Connaissez-vous les Sauqes 7*

Comment vous vous procurez les sauges 7 *

de chez I'herboriste
pharmacie
votre jardin

en cueillette

00000

Autre

Retour Suivant

G Page 4 sur 5

0 Une seule réponse possible

I:I Plusieurs réponses possibles

Effacer le

formulaire



Annexe | (suite) : Questionnaire de 1’enquéte ethnobotanique(en francais).

connaissez-vous la sauge algérienne 2 *

GQuelle est la partie utilisée de la sauge algérienne? ™

[ feuille

fleur
racine

tige

je sais pas

Autre

00000

La sauge algérienne est utilisée sous forme de - *

[] tisane

huile essentielle
macération
fumigation

je sais pas

00000

Autre :

La sauge algérienne est utilisée pour fraiter - *

0

Etat grippal ou rhume

Maux de téte

Troubles gastriques

Insomnie

Trouble de cycle menstruel

Hypersudation

Problémes dermatologiques ( antifongigue, antibactérienne..)

je sais pas

0o00000

Autre :

Herci pour votre collaboration

Retour Envoyer Effacer le
Page 5 sur 5
formulaire

G Une seule réponse possible I:I Plusieurs réponses possibles



Annexe 11 : Questionnaire de 1’enquéte ethnobotanique (en arabe).

(salvia algeriensis) 4 all (e 45048 e 4wl

iy i jal

2021/2022 duep 2
L8 5al e jall Gl 2800 AN ) 32 40 poimga L1 palall 7 JAl § g 20 priand L) 3
B lee 2 ban 2 ol e el e (S 8 Sl e dal s oY g s
4_‘9}“ gt
*Obligatoire
Adresse e-mail *
Votre adresse e-mail
Suivant Effacer le formulaire

O Une seule réponse possible I:I Plusieurs réponses possibles



Annexe 11 (suite) : Questionnaire de I’enquéte ethnobotanique (en arabe).

20-30

31-40

Votre reponse

sl - ¥

O &=
O g
O =
O &

CETO

Votre réponse

Retour Suivant

C;' Une seule réponse possible

Effacer le formulaire

I:I Plusieurs réponses possibles



Annexe 11 (suite) : Questionnaire de I’enquéte ethnobotanique (en arabe).

¢ 2l Tl et Khile e s *

O =
O v

€53 Lyt panatd WALl (ilge Y Lo

Votre réponse

¢ EJ'L'L.GJJAJ:"LE:_}SJQ;';‘_,'JL*

(] et iz
[] e
] =
0w
[] Autre:

Retour Suivant Effacer le formulaire

O Une seule réponse possible I:I Plusieurs réponses possibles



Annexe 11 (suite) : Questionnaire de I’enquéte ethnobotanique (en arabe).

€ 2 all 5 (30 pllaasl o *

O =
O‘x

Retour Suivant Effacer le formulaire

O Une seule réponse possible I:I Plusieurs réponses possibles



Annexe 11 (suite) : Questionnaire de I’enquéte ethnobotanique (en arabe).

€ a0 Gl g pall s md da *

QO -
O

€ 2 0 aadl Ay pall e anafioell o el aa la ™

B

Al
Aty

Autre :

000000

0 el Se gl aaal ’:;_15,5,}?_,__1:.*

e ‘_'gL&

000000
i

€ 4 5l Dy pall s i s Y ¥
Al Al

sloplaa

Soaiag T JEL Ea el

L
gl s el a et el AMla 2
Egmtll Slman®

USEY

00000000

Autre :

Ui 3,170 1€

Retour Effacer le formulaire



Annexe 111 : Classification des plantes médicinales les plus utilisées par la population étudiée

Plante
meédicinale
Lavande
Sauge

Camomille
Gingembre

Origan
Romarin
Armoise

Cumin
Basilic
Thé

Graine de
lin
Lentisque
Coriandre

Artichaut

Ecorce de
grenade
Curcuma

Marjolaine
Absinthe
Anis étoilé
Arbre a thé
Genévrier
Ricin
Fenugrec

Menthe
poivrée
Aneth
chicorée

Hibiscus
Thym

Menthe
pouliot

Nom
arabe

E)g)'ﬂ\

st
ULA)M B)ﬁﬁ

Famille
botanique
Lamiaceae

Lamiaceae

Asteraceae
Zingiberaceae

Lamiaceae
Lamiaceae
Asteraceae

Apiaceae
Lamiaceae
Théaceae

Linaceae

Anacardiacées
Apiaceae

Asteraceae
Punicaceae

Zingiberaceae
Lamiaceae
Asteraceae
Asteraceae
Myrtaceae

Cupressaceae

Euphorbiaceae

Fabaceae

Lamiaceae

Apiaceae
Asteraceae

Malvaceae
Lamiaceae

Lamiaceae

en fonction des familles botaniques.

Plante
médicinale
giroflier
Anis vert

Eucalyptus
Ajowan

Laurier
Cannelle
Aloe Vera

Fenouil
Citron

Jujubier de
Palestine
Persil

Khella
Passiflore

Gitane
Séné

Marrube blanc
Costus marin
Verveine
Feuille d’olivier
Chives
Chia
Ail
Moringa

Ginseng

Réglisse
Aurone

Germandrée
Lavande
papillons

Menthe verte

Nom arabe
Jai Hdll
5oa A
sllS
Q\‘,;\
2l
%3
Qa9 W
sl
Ol

Cpbaudd o
ez
als
AN ESTY
il
oS L
gﬁ)ad‘
gl 3 g2l)
30l
sl G
PUEYS
L

Famille
botanique
Myrtaceae

Apiaceae

Myrtaceae
Apiaceae

Lauraceae
Lauraceae

Asphodelace
ae
Apiaceae

Rutaceae
Rhamnaceae

Apiaceae

Apiaceae

Passifloracea
e
Lamiaceae

Caesalpiniac
eae
Lamiaceae

Asteraceae
Verbenaceae
Oleaceae
Alliaceae
Lamiaceae
Liliaceae
Moringaceae

Araliaceae

Fabaceae
Asteraceae

Lamiaceae
Lamiaceae

Lamiaceae


https://www.google.com/search?sxsrf=ALiCzsaYG8SfOKf5HgU_VrGObDkA9CV5Cg:1652728063183&q=Verbenaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MEouqCx4xGjCLfDyxz1hKe1Ja05eY1Tl4grOyC93zSvJLKkUEudig7J4pbi5ELp4FrFyh6UWJaXmJSanJqYCANsBqnVSAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiY3fbo2-T3AhXS3YUKHf7HDgAQzIcDKAB6BAgFEAE
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Annexe IV : chromatogrammes de I’HE étudiée et de la série d’alcanes utilisée.
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Annexe V : Spectre de masse du pic majoritaire (tr = 59.432min).

59.432 min, Spectrum 1A
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Annexe VI : Test de FRAP.

DILUTION DE L’HE (FRAP)
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Annexe VII : Test DPPH.
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Annexe VIII : Test antibactérien.




RESUME

Malgré I’importance non négligeable des sauges, peu d’études ont été conduites sur 1’espece
Salvia algeriensis Desf. Une plante aromatique endémique du Nord-Ouest algérien. C’est dans
le souci d’apporter de nouvelles données sur cette espéce en vue de la préserver et de la valoriser
que cette présente étude a été reéalisée. Son objectif principal est d’établir un profil
phytochimique de Salvia algeriensis Desf. de la région de Chlef. Ce travail a été initié par une
enquéte ethnobotanique dans le but de recenser la connaissance en médecine traditionnelle
algérienne, suivi par une étude phytochimique des parties aériennes de Salvia algeriensis Desf.
L’analyse physico-chimique indique un taux d’humidité de 75,58% et un taux de 2,325% de
matieres minérales. Le criblage phytochimique a mis en évidence les principaux métabolites
secondaires ; polyphénols, flavonoides, tanins galliques, stérols, triterpenes et cardénolides.
L’huile essentielle des parties aériennes de Salvia algeriensis Desf. a été extraite par
hydrodistillation, la valeur optimale du rendement obtenue est de 0.1%. L’analyse par CPG/SM
de I’huile essentielle a révélé la présence d’un sesquiterpene oxygéné majoritaire (50,05%).
L’activité antioxydante a été évaluée par deux méthodes DPPH et FRAP. Les résultats montrent
que I’huile essentielle présente un pouvoir antioxydant plus puissant que celui de I’extrait
¢thanolique avec une IC50 de 76,926 pg/ml. Le pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle
vis-a-vis Staphylococcus aureus se révele intéressant avec des diametres des zones d’inhibitions
allant de 12 mm a 9 mm. De ces résultats, plusieurs nouvelles pistes de recherche peuvent étre

empruntées et envisagées dans le futur.

Mots clé : Salvia algeriensis Desf., huile essentielle, screening phytochimique, DPPH,
métabolites secondaires, FRAP, CPG/SM.



ABSTRACT

Despite the importance of sage, few studies have been conducted on the species Salvia
algeriensis Desf. an aromatic plant endemic to Northwestrn Algeria. It is with the aim of
providing new data on this species in order to preserve and to enhace it that this present study
was carried out. Its principal objective is to establish a phytochemical profile of Salvia
algeriensis Desf. of the region of Chlef. This work was initiated by an ethnobotanical survey in
order to identify the knowledge in traditional Algerian medicine, followed by a phytochemical
study of the aerial parts of Salvia algeriensis Desf. The physico-chemical analysis indicates a
humidity rate content of 75.58% and a rate of 2.325% of mineral matter. Phytochemical
screening revealed the main secondary metabolites ; polyphenols, flavonoids, gall tannins,
sterols, triterpenes and cardenolides. The essential oil of the aerial parts of Salvia algeriensis
Desf. was extracted by hydrodistillation, the optimum yield value obtained is 0.1%. GC/MS
analysis of the essential oil revealed the presence of a majority oxygenated sesquiterpene
(51.64%). The antioxidant activity was evaluated by two methods DPPH and FRAP. The results
show that the essential oil has a more potent antioxidant power than the ethanolic extract with
an IC50 of 76.926 pg/ml. The antimicrobial power of the essential oil towards Staphylococcus
aureus was interesting with inhibition zone diameters ranging from 12 mm to 8 mm. From these

results, several new avenues of research can be taken and considered in the future.

Key words : Salvia algeriensis Desf., essential oil, phytochemical screening, DPPH, secondary
metabolites, FRAP, CPG/MS.
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