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RESUME

Ce travail représente une contribution a la valorisation des plantes médicinales
du Sahara central algérien, mettant le point sur les activités biologiques des extraits
de Salvia chudaei Batt et Trab, une espéce endémique récoltée aTamanrasset.

Le screening phytochimique a révélé la présence de divers métabolites
secondaires dans la plante, tels que les polyphénols, tanins, saponosides,
anthraquinones, hétérosides, flavonoides et coumarines. Les dosages
spectrophotomeétriques ont permis de quantifier les teneurs en polyphénols totaux
(TPC), en flavonoides (TFC) et en tanins dans les différents extraits de Salvia chudeai.

L'analyse chromatographique par HPLC/UV-VIS des extraits (éthanolique et
aqueux) a identifié plusieurs composés phénoliques, notamment des acides
phénoliques dérivés de I'acide hydroxycinnamique tels que I'acide cafféique, I'acide
dihydroxy cafféique.

L'huile essentielle des parties aériennes de la plante, obtenue par
hydrodistillation, a été analysée par chromatographie en phase gazeuse seule et
couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM). Cette analyse a révélé la présence de
26 composés, dont le bornyl acétate (34.09%) et I'alpha-pinéne (24.22%) en tant que
cComposés majoritaires.

L'étude de l'activité antimicrobienne a été réalisée contre une gamme étendue
de microorganismes (12 souches bactériennes, deux levures et quatre souches
fongiques phytopathogenes). Les extraits de Salvia chudaei ont démontré une activité
plus prononcée sur les bactéries Gram+ par rapport au Gram-, avec une sensibilité
marquée de la souche Sarcinea lutea a I'huile essentielle (@ = 38,25 + 1,52 mm).

L'extrait éthanolique a présenté I'effet antifongique le plus important, avec des
taux d'inhibition de croissance mycélienne dépassant les 90% pour toutes les souches
fongiques testées.

Le potentiel antioxydant des extraits évalué par quatre méthodes différentes :
test de Phosphomolybdate, test de piégeage du radical diphenyl-picrylhyrazyl (DPPH),
test de blanchiment de la (3-caroténe et pouvoir réducteur du Fer (FRAP), démontre
une capacité remarquable a réduire différents types de radicaux libres, chacun avec
une intensité variable.

L'administration orale a des souris des différents extraits (dose de 500 mg/kg)
a significativement inhibé l'induction de contorsions abdominales par l'acide acétique.
L'huile essentielle a affiché une protection notable de 94,48%, I'extrait éthanolique a
atteint 64,82%, et I'extrait aqueux a montré un pourcentage de protection de 20,34%.
Aucun signe de toxicité n'a été observé dans les tests d'innocuité, avec des DL50
supérieurs a 5g/Kg.

L'évaluation du pouvoir anti-inflammatoire, réalisée par la méthode d'induction
d'cedéme dans la patte de souris avec la carragénine, a révélé des pourcentages
d'inhibition de linflammation de 66.79%, 51.43%, et 20.14% respectivement pour
I'huile essentielle, I'extrait éthanolique et I'extrait agueux.

Mots clés : Salvia chudaei ; Screening phytochimique; Huiles essentielles ; Composés
phénoligues ; Potentiel antioxydant ;Activités biologiques.



ABSTRACT

This study represents a contribution to the valorization of medicinal plants in the
central Algerian Sahara, focusing on the biological activities of extracts from Salvia
chudaei Batt and Trab, an endemic species of the Tamanrasset region.

Phytochemical screening revealed the presence of various secondary
metabolites in the plant, such as polyphenols, tannins, saponins, anthraquinones,
heterosides, flavonoids, and coumarins. Spectrophotometric assays quantified total
polyphenol content (TPC), flavonoids (TFC), and tannins in different Salvia chudeai
extracts.

HPLC/UV-VIS chromatographic analysis of the extracts (ethanolic and
aqueous) identified several phenolic compounds, including hydroxycinnamic acid-
derived phenolic acids such as caffeic acid and dihydroxy caffeic acid.

The essential oil from the aerial parts of the plant, obtained through
hydrodistillation, was analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).
This analysis revealed the presence of 26 compounds, with bornyl acetate (34.09%)
and alpha- pinene (24.22%) as major components.

Antimicrobial activity was assessed against a wide range of microorganisms (12
bacterial strains, two yeasts, and four phytopathogenic fungal strains). Salvia chudaei
extracts exhibited stronger activity against Gram-positive bacteria compared to Gram-
negative, with marked sensitivity of the Sarcinea lutea strain to the essential oil (J =
38.25 £ 1.52 mm). The ethanolic extract showed the most significant antifungal effect,
with mycelial growth inhibition rates exceeding 90% for all tested fungal strains.

The antioxidant potential of the extracts evaluated using four different methods:
Phosphomolybdate test, diphenyl-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging test, -
carotene bleaching test and Ferric Reducing Power (FRAP) assay, demonstrate
remarkable capacity to reduce various types of free radicals, with varying levels.

Oral administration to mice of different extracts (500 mg/kg dose) significantly
inhibited the induction of abdominal contortions by acetic acid. The essential oil
exhibited notable protection of 94.48%, the ethanolic extract reached 64.82%, and the
aqueous extract showed a protection percentage of 20.34%. No signs of toxicity were
been observed in safety tests, with LD50 values exceeding 5g/kg.

Evaluation of anti-inflammatory activity, using the carrageenan-induced paw
edema method in mice, revealed inflammation inhibition percentages of 66.79%,
51.43%, and 20.14%, respectively, for the essential oil, ethanolic extract, and aqueous
extract.

Keywords : Salvia chudaei ; Phytochemical screening; Essential oils; Phenolic
compounds; Antioxidant potential; Biological activity.
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INTRODUCTION

Les plantes médicinales occupent une place essentielle dans le monde, tant
sur le plan historique que contemporain. Depuis des millénaires, les civilisations du
monde entier utilisent les ressources naturelles pour traiter une variété de maux, allant
des simples affections aux maladies chroniques [2]. Leur importance transcende les
frontieres culturelles et géographiques, car de nombreuses communautés dépendent
encore largement de ces remedes pour leur bien-étre. De plus, avec l'intérét croissant
pour les médecines alternatives et complémentaires, les plantes médicinales
connaissent une renaissance dans de nombreux pays industrialisés. Leur valeur va
au-dela de leur efficacité thérapeutique, englobant également des aspects culturels,
économiques et écologiques, car leur utilisation durable peut contribuer a la

préservation de la biodiversité et au soutien des communautés locales [3].

De par sa position biogéographique, I'Algerie offre une trés grande diversité
écologique et floristique, estimée a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs
familles botaniques, dont 15% endémiques reste trés peu explorée sur le plan
phytochimiqgue comme sur le plan pharmacologique [4]. L'étude phytochimique et
pharmacologique de ces especes endémiques, revét une importance capitale dans la
préservation de la biodiversité, le développement de nouvelles thérapies médicales et
l'innovation dans divers secteurs industriels. Les espéces végétales endémiques, qui
ne se trouvent que dans des régions géographiques spécifiques, sont souvent riches
en composés chimiques uniques, adaptés a leur environnement particulier. Leur
exploration offre ainsi un potentiel considérable pour la découverte de nouvelles

molécules aux propriétés thérapeutiques remarquables. [5].

En Algérie, l'industrie pharmaceutique en général, mais également des
meédecins et des chimistes cherchent a mieux connaitre le patrimoine des espéces
spontanées utilisées en médecine traditionnelle. Leurs modes d'utilisation, leurs
indications dans diverses pathologies ainsi que les principes actifs sont étudiés depuis
plusieurs années [6]. Les ressources végétales spontanées du Sahara constituent une

flore d’environs 500 espéces de plantes supérieures, dont une partie est utilisée par



les populations comme plantes médicinales. L'étude de ces plantes permet de
comprendre les mécanismes d'action de ces remeédes traditionnels et d'identifier les
principes actifs responsables de leurs effets bénéfiques sur la santé humaine[7].

Outre leur importance médicinale, les plantes endémiques jouent un réle crucial
dans la préservation de la biodiversité. Leur exploitation raisonnée et durable est

essentielle pour préserver ces écosystemes fragiles et maintenir I'équilibre écologique.

Pour contribuer a la sauvegarde du patrimoine national lié a l'utilisation des
plantes spontanées en meédecine traditionnelle, nous nous sommes fixé comme
objectif de valoriser une plante endémique du Sahara Central Algérien : Salvia chudaei
Batt. & Trab, (Lamiaceae) a travers I'étude de sa composition chimique et I'étude de

certaines activités biologiques de ses extraits.

Cette étude se focalise sur I'analyse phytochimique de la plante, cherchant a
identifier et caractériser les composés chimiques responsables de ses propriétés
thérapeutiques. Des techniques performantes d'analyse, telles que HPLC/UV-VIS et
CG/MS, seront employées pour déterminer la présence et la concentration de divers
composes, tels que les poly phénoliques, les flavonoides, les terpénes, et autres
meétabolites d'intérét. Cette approche permettra d'obtenir un profil phytochimique
détaillé de la plante, jetant ainsi les bases d'une compréhension approfondie de sa

composition chimique.

Parallelement, l'analyse pharmaco-toxicologique se concentrera sur des
approches telles que des études in vitro et in vivo pourraient étre employées afin
d'évaluer les effets pharmacologiques de la plante, comprenant des investigations sur
son activité antimicrobienne, son activité antioxydante, son activité analgésique, son

activité anti-inflammatoire, ainsi que I'évaluation de sa toxicité.

Le développement de cette étude se déroulera en deux grandes parties
distinctes. La premiére partie consistera en une synthese bibliographique approfondie,
composeée de trois chapitres distincts. Le premier chapitre sera dédié a la présentation
de la plante étudiée. Le deuxiéme chapitre se concentrera sur les métabolites
secondaires, détaillant leur nature, leur composition chimique. Enfin, le troisieme

chapitre abordera les activités biologiques associées a la plante.



La deuxieme partie, quant a elle, sera consacrée a la partie expérimentale de
I'étude. Elle englobera une description détaillée du matériel utilisé dans les différentes
manipulations, ainsi qu'une présentation des méthodes employées pour mener a bien
les expérimentations. L'analyse et linterprétation des résultats obtenus seront
également incluses dans cette section, offrant une compréhension approfondie des

données recueillies au cours de |'étude.

Enfin, une conclusion générale sera présentée pour synthétiser I'ensemble de
I'étude. Cette conclusion mettra en lumiére les résultats les plus marquants et
significatifs obtenus au cours de la recherche. Elle offrira également des perspectives
futures possibles, ouvrant la voie & de potentielles extensions de cette étude et

suggérant des pistes pour des recherches ultérieures.



CHAPITRE |

PRESENTATION DE LA PLANTE

[.1.Famille des Lamiaceae

La famille des Lamiaceae, également connue sous le nom de labiées, tire son
nom du mot latin "labia", signifiant "levre", en référence a la forme caractéristique a
deux levres de ses fleurs. Cette famille comprend environ 6970 especes réparties en
240 genres. Elle a été I'une des premieres a étre distinguée par les botanistes en
raison de ses caracteres particuliers. Ces plantes sont généralement herbacées,
odorantes, avec des tiges quadrangulaires et des feuilles opposées sans stipules. Les
fleurs, le plus souvent hermaphrodites et pentameéres [8], sont regroupées en cymes
axillaires plus ou moins contractées, ressemblant souvent a des verticilles, ou
condensées en épis fruitiers constitués de 4 akenes plus ou moins soudés par leur

face interne [9].

Les caractéristiques distinctives de cette famille sont les suivantes :

- Une corolle gamopétale irréguliére a deux lévres, avec deux pétales formant la
levre supérieure et trois formant la levre inférieure.

- Quatre étamines, dont deux sont plus longues que les autres.

- Un ovaire composé de deux carpelles séparés par une cloison, formant ainsi quatre
loges contenant chacune une graine (tétrachaine).

- Des feuilles opposées et souvent une tige de section carrée.

Ces caracteristiques varient selon les genres : certaines ont une corolle presque
réguliere (comme Mentha) tandis que d'autres ont une corolle uni labiée (comme
Teucrium) [10] ; [11].

Les plantes de la famille des Lamiaceae sont principalement méditerranéennes [12],
se rencontrant principalement dans la région présaharienne et dans I'étage supérieur

du Hoggar, a I'exception de trois espéces plus répandues, Marrubium deserti, Salvia



chudaei et Teucrium polium [11]. Cette famille est trés représentée dans la flore
algérienne, bien que certains genres soient difficiles a déterminer en raison de

I'extréme variabilité des espéces [10].
I.2. Genre Salvia

Le mot "Salvia" provient du latin "Salvare", signifiant "guérir* ou "sauver". Cette
plante est considérée comme une plante magique qui peut sauver des vies humaines
[13]. Le genre Salvia, également connu sous le nom de Sauge, fait partie des genres
les plus importants de la famille des Lamiacées, comptant pres de 900 espéces
réparties dans le monde entier. En Algérie, on dénombre 23 especes du genre Salvia
[10]. Ces plantes se présentent sous la forme d'arbustes ou de plantes herbacées,
avec un calice bilabié présentant des lévres supérieures tridentées et des lévres
inférieures bidentées. La corolle est également bilabiée, avec deux étamines munies
d'un filet court surmonté d'un long connectif comportant deux branches inégales. L'une
des branches porte une loge d'anthere et l'autre, plus courte, se termine en pointe ou
en écaille [10].

1.2.1. Répartition géographique

Les espéces de Salvia sont largement réparties dans les régions tempérées,
subtropicales et tropicales du monde entier, a la fois dans I'Ancien Monde et dans le
Nouveau Monde : en Amérique centrale et du Sud (plus de 500 espéces), en Asie
centrale et en Méditerranée (plus de 250 especes) et en Asie de I'Est (plus de 90

especes) [14].

Certaines especes sont cultivées dans le monde entier, tandis que d'autres
poussent uniguement dans des endroits spécifiques en tant qu'endémismes. Par
exemple, S. fruticosa Mill. est un endémisme du bassin méditerranéen oriental et S.
canariensis L. est une plante endémique des iles Canaries [15]. Cinquante-huit
espéeces du genre Salvia existent en Iran, dont dix-sept sont endémiques de cette

région [16].



Figure 1.1 : Répartition géographique des especes du genre Salvia dans le

monde [14].(20,30,60,90,150,250,300 représentent le nombre d’espéces dans chaque continent)
[.2.2. Composition chimique

Le genre Salvia représente une source précieuse de composés biologiguement
actifs. Les principaux composés bioactifs des espéeces de Salvia sont probablement
les dérivés terpéniques (mono-, di- et tri-terpénoides). D'autres groupes chimiques

présents comprennent les acides phénoligues, les flavonoides, les tanins [17].

Les composés phénoliques, les monoterpénoides et les triterpénoides sont
généralement présents dans les parties aériennes, tandis que les diterpénoides sont

les principaux composés dans les racines des plantes Salvia [18].

De nombreux composés portent le nom de Salvia, tels que la salvine
(diterpénoide), la salvinorine (diterpénoide), la salvihispine (diterpénoide), Il'acide
salvianoliqgue (dérivé d'acide phénolique), la salvigénine (flavone), le sclaréol
(diterpénoide) et d'autres. Cette grande diversité du genre Salvia et la richesse
phytochimigue suscitent un grand intérét pour la découverte de nouveaux composeés

biologiqguement actifs. Récemment, la salvihispine A et son glycoside, deux



diterpénoides néoclerodanes, ont été isolés a partir des parties aériennes de Salvia

hispanica [19].

La composition phytochimique des huiles essentielles est tres diversifiee, mais
généralement, ce sont les composés hydrocarbonées et oxygénées qui contribuent
principalement a leurs propriétés antioxydantes [20]. A titre d'exemple, plus de 120
composants ont été caractérisés dans I'huile essentielle obtenue a partir des parties
aériennes de S. officinalis [21] . En général, la composition de I'huile essentielle des
especes Salvia est constituée de mono terpenes hydrocarbonés, de mono terpénes
oxygeénes, de sesquiterpenes hydrocarbonés, de sesquiterpénes oxygénes et d'autres
composés cyclo aliphatiques (composés non terpéniques structurellement liés aux

terpénes cycliques) ainsi que de composés aromatiques [22]



Tableau 1.1 : Composition chimique des huiles essentielles de quelques especes Salvia

Eespece Salvia Régions Stade Partie de | Composition chimique Référence
géographique | phénologique la plante
Acétate de bornyle (20,5 %), B-eudesmol (13,6 %),
B-caryophylléne (10,6 %), valencéne (9,3 %), 1-
Parties cadinol (9,3 %), a-pinéne (6,9 %), y-cadinene (5,8
Salvia chudaei Algérie Floraison aériennes | %) [23]
B-thujone (14.86%), eucalyptol (14.82%), camphor
S. officinalis Chine floraison Feuilles (12.7%) [24]
Camphor (26.6 %-43.8%), a-thujone (15.9%-—
S. officinalis Albania Pleine floraison Feuilles 30.7%), 1,8-cineole (8.4 %—14.7%) [25]
Bicyclogermacréne (1,5-37,3 %), B-pinéne (2,1-
Parties 29,8 %), a-pinéne (1,4-29,3 %), (E)-caryophylléne
S. hypoleuca Iran Floraison aériennes | (2,1-21,7 %) [26]




Tableau 1.1 : Composition chimique des huiles essentielles de quelques especes Salvia (suite 1)

S. miltiorrhiza Chine Floraison Feuilles B-caryophylléne (11,05 %), oxyde d'aromadendrene | [24]
(8,3 %), oxyde de caryophylléne (7,93 %), a-cadinol
(7,31 %), germacrene D (6,82 %), 1-octen-3-ol (6,43 %)
Camphor (12,0-39,9 %), 1,8-cinéole (3,6-21,8 %), B-
Parties pinene (8,7-18,1 %), a-pinene (4,4-10,0 %), bornéol
S. leriifolia Iran Floraison aériennes (2,4-9,2 %), A-cadinene (3,5-6,5 %) [27]
Parties
S. lavandulifolia Espagne Stade végétatif | aériennes 1,8-cinéole (13,5-31,9 %), camphor (14,4-23,9 %) [28]
Parties 1,8-cinéole (31,30 %), camphor (15,59 %), B-pinéne,
S. lavandulifolia Espagne floraison aériennes (11,83 %), a-pinene (7,52 %), camphéne (6,27 %) [28]
Parties Thymol (12,1 %), acide hexadécanoique (6,0 %),
S. lanigera Chypre Stade végétatif | aériennes carvacrol, a-thujone (5,7 %), B-thujone (3,8 %) [29]
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I.2.3.Propriétés pharmacologiques

Le genre Salvia est trés utilisé en pharmacopée traditionnelle. Divers usages
thérapeutiqgues sont connus depuis l'antiquité et ayant été validés par des tests
biologiques appropriés. Les activités biologiques pour lesquelles ces especes sont
utilisées sont trés diverses, on peut citer : I'activité anti cholinestérase, antibactérienne,

antioxydante, antifongique, anti-inflammatoire et anticancéreuses [29 ; 31 ; 40]
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Tableau 1.II : Utilisations des espéces du genre Salvia en médecine traditionnelle

Espéce de | Utilisation Partie Préparations | Méthode Lieu Références

Salvia Utilisée d'utilisation

Douleurs dentaires,
périodontite, infections,

maux d'estomac, troubles

. _ ' Baume, The, .
digestifs, coliques dans le ] _ Bosnie-
_ ) ) Décoction, .
tractus gastro-intestinal, Feuilles, ) ) Interne, Externe. Herzégovine,
_ ] Infusion, Sirop, | .

flatulences, diarrhée, Fleurs, Infusion > Rincage de la Egypte, Irak, [30];[31] ; [32];

nfusion a
S. officinalis | antibactérien, gingivite, Parties boi bouche, voie Palestine, Liban, [33];[34];[35];[36];[37]
oire ou

affections cutanées, aériennes, . vaginale, interne Serbie, Slovénie, ;[38];[39]

_ _ . gargariser ; _ _

infections du systeme Herbe ) (toux - avec du miel) | Italie, Kosovo,

o _ feuille fraiche _ _

urogenital, infections chez o Roumanie, Serbie

a macher

les femmes, toux, autres
infections du systeme

respiratoire




Tableau 1.1I : Utilisations des espéces du genre Salvia en médecine traditionnelle (suite 1)
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Espéce de o Partie ] , Méthode _ o
) Utilisation o Préparations o Lieu Références
Salvia Utilisée d'utilisation
Anti-toux, anti-diarrhée, Feuilles
maux de gorge, troubles fraiches,
_ intestinaux gazeux, Feuilles Infusion, Huile _

S. fruticosa R o . Interne, Externe Chypre, Turquie [40];[41] ;[42]
brdlures d'estomac, séchées, volatile
flatulence, antiseptique, Pousses,
vaginite Fleurs,
Maladies digestives
(diarrhée, ulcére), Feuilles, Décoction,

S. chudaei maladies rénales et Parties Poudre, Interne, Externe Algérie [43];[44]
infections des voies aériennes Infusion
urinaires

Graines, _
) ) ) _ _ Infusion, .
S. aegyptiaca | Maladies digestives Parties ] ) Interne Algérie [43]
Décoction

aériennes




Tableau 1.II : Utilisations des espéces du genre Salvia en médecine traditionnelle (suite 2)
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Espéce de o Partie ] , Méthode _ o
) Utilisation o Préparations o Lieu Références
Salvia Utilisée d'utilisation
_ _ | Traitement des troubles i L _
S. multicaulis _ Herbe The Médecine interne Liban [32]
gastriques
S. hydrangea | Troubles stomacaux Herbe Infusion Médecine interne Turquie [45]
_ Traiter les douleurs ' ] _ .
S. glutinosa _ Feuilles Décoction Interne Italie [33]
abdominales
_ Feuilles, ) . o
S. grandiflora | Maux d'estomac Thé Interne Bosnie-Herzégovine | [46]
Fleurs
S. leucantha | Maux d'estomac Feuilles Infusion Orale Mexique [47]
Traiter les douleurs
_ abdominales, maux Feuilles, Décoction, Italie, Bosnie-
S. pratensis _ i ) Interne o [33]
d'estomac et maladies de | Fleurs Thé, Infusion Herzégovine

la peau




Tableau 1.1I : Utilisations des espéces du genre Salvia en médecine traditionnelle (suite 3)
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Espéce de o Partie ] , Méthode _ o
) Utilisation o Préparations o Lieu Références
Salvia Utilisée d'utilisation
Feuilles,
S. rubifolia Toux Jeunes Infusion Orale Liban [32]

pousses
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|.3. Espece Salvia chudaei

La flore Algérienne compte 23 especes du genre salvia, dont une espece
endémique du Sahara Central [10]. Elle a été découverte par deux explorateurs
naturalistes E.F.Gautier et R.Chudeau aprés la soumission de Hoggar en 1902. Ces
deux derniers, récoltent de nombreux végétaux dans les régions qu'ils parcourent et
décrivent un certain nombre de nouveautés, parmilesquelles une remarquable Sauge,
la Salvia Chudaei . lls donnent un apercu déja trés instructif de la Flore des plaines et

des basses montagnes du Sahara Central.

[.3.1. Nomenclature
Nom scientifique : Salvia chudaei
Nom francais : La sauge de Sahara
Nom vernaculaire : aouit, tagrouft
Nom tamahaq: Abhihawt [48]

[.3.2. Position systématique selon APG IV 2016 [49]
Clade : Plantae
Clade : Spermaphytes
Clade : Angiospermes
Clade : Eudicotylédones
Clade : Super Astérideae
Clade : Astérideae
Clade : Lamiideae
Ordre : Lamiales.
Famille : Lamiaceae
Genre : Salvia
Espéce : Salvia chudaei

[.3.3. Description botanique

Cette sauge se présente comme un arbrisseau vivace tres rameux, de couleur
gris bleuté. Elle mesure environ 30 a 40 cm de haut et possede des tiges striés tres
feuillues. Les feuilles sont étroites et allongées, crispées sur la marge. A I'extrémité

des tiges, les inflorescences en épis portent de longs poils laineux qui masquent les
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petites fleurs d’un bleu péle. La plante entiere dégage une odeur puissante et

agréable, un peu camphrée [7].

» Feuilles
Les feuilles sont crénelées, longue et trés étroites, souvent en fascicules [7].

> Fleurs

Les inflorescences sont en épis portant de longs poils laineux qui masquent de
petites fleurs. Le calice est laineux et les pétales sont de couleurs bleu péle de 5 a 8
mm de longueur [11].

» Fruit
Le fruit est un akéne lisse. Il est de couleur brun foncé ou noir. Ce dernier est

de forme globuleuse [50]

1.3.4. Répartition géographique

Salvia chudaei est une espéce caractéristigue d’endémisme continentale
insulaire des montagnes sahariennes ou certaines d’entre elles : Hoggar,Tefedest,
Tassili des Ajjer et Tibesti. On retrouve cette plante par petites touffes dans les sites
de haute altitude supérieur a 1200m comme : ldelis, Tazrouk, Tahifet, Tehrhananet et
Tinsawak [45].

Figure 1.2 : Répartition géographique de Salvia chudaei [51].
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1.3.5. Propriétés et usages

La plante dégage une agréable odeur et posséde de nombreux usages
meédicinaux et culinaires. Elle est utilisée pour traiter les rhumatismes et soulager les
ulcéres d'estomac. On peut la consommer sous forme de poudre ajoutée aux aliments
ou mélangée avec de l'eau. Les Touaregs utilisent I'Awhihat pour aromatiser leur thé,
et en cuisine, elle est utilisée comme condiment dans certains plats, notamment avec
la viande et les bouillies de mil. De plus, elle peut étre utilisée comme paturage [11];
[52].
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CHAPITRE Il

METABOLITES SECONDAIRES

II.1 Composés phénoliques

Les composés phénoliques, également connus sous le nom de polyphénols,
forment une vaste famille de métabolites secondaires largement répandus dans le
regne vegétal. Cette famille compte plus de 8000 structures identifiées, allant des
simples acides phénoliques aux substances hautement polymérisées comme les
tanins [53] ; [54]. Les polyphénols se caractérisent par la présence d'au moins un
noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, pouvant
étre libre ou engagé dans d'autres fonctions telles que les éthers, les esters ou les

hétérosides [1].

Ces composés sont synthétisés par I'ensemble des plantes, et ils jouent un réle
crucial dans les réponses de défense face a divers stress, qu'ils soient d'origine
biotique (agents pathogénes, blessures, symbiose) ou abiotique (exposition a la

lumiére, rayonnements UV, températures basses, carences) [55].

Les composés phénoligues sont d'une importance fondamentale dans la qualité
sensorielle (couleur et caractéristiques organoleptiques) et nutritionnelle des végétaux
tels que les légumes, les fruits, les céréales, les fruits secs, ainsi que dans des
boissons populaires telles que le café, le cacao ou le thé. Une alimentation équilibrée
fournit a I'Homme environ un gramme de polyphénols chaque jour, ce qui représente
dix fois plus que la quantité de vitamine C et cent fois plus que celle de caroténoides
ou de vitamine E [56].

[1.1.1 Biosynthése des composés phénoliques

La biosynthese des polyphénols se produit a travers deux principales voies
métaboliques, a savoir la voie de I'acide shikimique et la voie de I'acétate/malonate.
La voie prédominante implique la transformation de [l'acide shikimique, une
composante du métabolisme primaire, pour produire les acides aminés aromatiques

essentiels : la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane. Ces acides aminés jouent
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le réle de précurseurs dans la biosynthése de nombreux composés naturels
secondaires, tels que les flavonoides, les acides phénoliques, les coumarines et les

alcaloides [57].

Quant a la deuxiéme voie, elle fait intervenir la glycolyse et la 3-oxydation pour
générer de l'acétyl CoA, qui est ensuite transformé en malonate. Cette voie est
responsable de la cyclisation des chaines polycétoniques, formées par la répétition de
l'unité "Acétate,” par le biais de la carboxylation de l'acétyl-CoA. Cette réaction est
catalysée par l'enzyme acétyl-CoA carboxylase, conduisant a la formation de

composeés tels que les chromones, les coumarines, , les quinones [58].
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Figure 1.3 : Voies de biosynthése des composés phénoliques [59]
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I1.1.2 Classification des composes phénoliques
[1.1.2.1 les acides phénoliques

Les acides phénoliques, se composent d'un noyau phénolique unique associé
a au moins une fonction carboxylique. lls sont classés en deux catégories distinctes :

les dérivés de l'acide benzoique et les dérivés de l'acide cinnamique.

La premiére catégorie comprend les acides phénoliques qui dérivent de l'acide
benzoique et qui se forment par monohydroxylation et/ou polyhydroxylation, donnant
ainsi naissance a des acides phénoliques et a des acides polyphénoliques. Parmi eux,

on retrouve l'acide gallique et I'acide protocatéchique [60].

La deuxieme catégorie regroupe les acides phénoliques dérivés de l'acide
cinnamique. De méme avec I'acide cinnamique, I'hydroxylation conduit a I'acide p-

coumarique et a I'acide caféique [61].
[1.1.2.2 Flavonoides

Les flavonoides sont une classe trés diversifiée de composés phénoliques que
'on trouve couramment dans les plantes. lls jouent un réle important dans la
pigmentation des fleurs, des fruits et des feuilles, et ils offrent également une protection

contre les dommages oxydatifs causés par les radicaux libres.

Figure 1.4 : Structure de base des Flavonoides [62]

La structure de base des flavonoides, est constituée de trois noyaux
aromatiques (deux noyaux benzéniques A et B et un noyau C) reliés entre eux. Cette
structure de base peut étre modifiée par l'ajout de groupes hydroxyle, glycosyle et
acyle sur les noyaux aromatiques, ce qui donne lieu a une grande variété de composés
différents [1]
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Les flavonoides sont connus pour avoir des propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires et anti-cancéreuses, et ils sont également associés a de nombreux
bienfaits pour la santé, tels que la réduction du risque de maladies cardiovasculaires

et de certains types de cancer.

lls se trouvent dans de nombreux aliments d'origine végétale, notamment les
fruits, les légumes, le thé, le vin rouge et le chocolat noir. Leur consommation réguliére
est donc recommandée dans le cadre d'une alimentation équilibrée pour profiter de
leurs effets bénéfiques sur la santé [63].

> Classification des flavonoides

Les principales classes de flavonoides sont : les flavonols, les flavones, les
flavanones, les flavanols, les isoflavones, et les anthocyanes [58]. Les principaux
flavonoides présents dans les extraits des espéces Salvia sont : apigénine-7, 4'-
diméthyl éther, salvigenine, apigénine-7-O-glucoside et lutéoline-7-O-glucoside,
apigenine -7-O-Dcellobioside; apigenine- 7-O-D-cellobiosyl-4-O--D-glucopyranoside
[64]

Anthocyanin

Isoflavone \ T @ O
o Neoflavone
C
O / Flavonoid Skclctm\
(o)
|
OH

0 )
Flavonol

Flavanone
Flavone

Figure 1.5 : Classification des flavonoides [65]

- Flavonones et flavonols

Les flavones et les flavonols constituent la grande majorité des flavonoides
connus, représentant plus de 90% des cas. Dans ces molécules, le cycle A est

généralement substitué par deux hydroxyles phénoliques en position C-5 et en position
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C-7. Ces hydroxyles peuvent étre soit libres soit éthérifiés, et I'un d'entre eux peut étre
impliqué dans une liaison hétérosidique.

En ce qui concerne le cycle B, il est généralement substitué en position C-4'
dans environ 80% des cas, mais il peut aussi étre disubstitué en positions C-3' et C-
4', ou plus rarement trisubstitué en positions 3', 4' et 5'. Ces substituants peuvent étre
des groupes hydroxyles (OH) ou des groupes méthoxyles (OCHS3). Les autres

positions, notamment C-2' et C-6', sont rarement sujettes a des substitutions.

Les flavones principales comprennent I'apigénine et la lutéoline, tandis que les
flavonols principaux sont la quercétine, le kaempférol et la myricétine [62].

- Flavanones

Les flavanones et les dihydroflavonols se caractérisent par I'absence de la
double liaison en C2-C3 et la présence de centres d'asymétrie. Les variations
structurales dans ces molécules sont similaires a celles décrites pour les flavones et
les flavonols. Les dihydroflavonols se distinguent des flavanones par I'nydroxylation
de la position C-3. La principale flavanone est la naringénine, tandis que le

dihydroflavonol le plus courant est la catéchine [58]

Figurel.6 : Structure de base des flavones [66] Figure 1.7 : Structure de base
des flavonols [66]

5 6 7 &4 5 7 3 4 ¥5

Apéginine OH - OH OH Quercétne OH OH OH OH OH

Lutéoline OH - OH - Kaempférol OH OH - OH OH
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- Chalcones

Les chalcones se distinguent des autres flavonoides par l'absence de
I'nétérocycle central, et elles se caractérisent par la présence d'une chaine tricarbonée
cétonique a, b-insaturée. Bien que les substitutions sur le noyau A des chalcones
soient généralement similaires a celles des autres flavonoides, il est assez courant
que le noyau B reste non substitué. Il convient de noter que, pour ce type de molécules,
la numérotation des positions difféere de celle des autres flavonoides. Parmi les
chalcones les plus importants, on trouve notamment la butéine et la phlorétine [66].

- Anthocyanidines

Les anthocyanidines sont toujours hydroxylés en position 3, elles se
caractérisent par I'absence du groupe hydroxyle a la position 4. Les anthocyanidines

les plus abondants sont: la pélargonidine, la cyanidine et la péonidine [1].

Figure 1.8 : Structure de base des Chalcones [65] Figure 1.9 : Structure de base des
Anthocyanidines [67]

11.1.2.3 Tanins

Les tanins sont un groupe de composés naturels que l'on trouve dans de
nombreuses plantes, notamment dans les fruits, le thé, le vin, et diverses autres
sources végétales. lls ont des propriétés chimiques variées et peuvent avoir un impact

sur la saveur, la couleur et la qualité des aliments et des boissons.
11.1.2.3.1 Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des composés présents principalement dans les
dicotylédones des angiospermes. lls sont composés d'un sucre, généralement le

glucose, lié a un certain nombre de molécules d'acide phénol, qui peut étre l'acide
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gallique (dans le cas des tanins galliques) ou l'acide hexahydroxy diphénique (HHDP)
et ses dérivés oxydés (dans le cas des tanins éllagiques). La caractéristique principale
des tanins hydrolysables est leur susceptibilité a étre facilement hydrolysés, c'est-a-

dire décomposés, soit chimiquement, soit par des enzymes
[1.1.2.3.2 Tanins condensés

Les tanins condensés, également appelés proanthocyanidines, constituent le
groupe le plus important de tanins. Contrairement aux tanins hydrolysables, ils ne
contiennent pas de sucre dans leur structure. Leur structure est similaire a celle des
flavonoides, ce qui les rend apparentés a cette classe de composés. Les tanins
condensés sont formés par la polymérisation de flavan-3-ols (comme les catéchines)

et de flavan-3,4-diols (comme les leucoanthocyanidines) [66]

En général, les tanins sont connus pour leur capacité a former des complexes
insolubles lorsqu'ils sont en présence de glucides, de protéines et d'enzymes
digestives. lls présentent également des propriétés antioxydantes et étre bénéfiques
pour la santé, notamment en ce qui concerne la prévention de certaines maladies

chroniques.

Tanin hydrolysable Tanin condensé
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Figure 1.10 : Structure de tanin hydrolysable et tanin condensé [1]

1.2 Les huiles essentielles
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Selon I'Agence Francaise de Normalisation (AFNOR), les huiles essentielles

peuvent étre définies comme suit (NF T 75-006) :

"Les huiles essentielles sont des produits obtenus a partir de matieres premiéres
végeétales, soit par distillation a la vapeur, soit par des processus mécaniques a partir

de I'épicarpe des agrumes, ou par distillation 'seche’." [68]

Les huiles essentielles (HE) sont insolubles dans les solvants inorganiques
(eau) tout en étant solubles dans les solvants organiques (éther, alcool, huiles
végeétales). Ce sont des liquides volatils ayant une odeur caractéristique et une densité
inférieure a l'unité, a l'exception du vétiver, du sassafras et de la cannelle. Elles sont
largement utilisées en parfumerie, en aromathérapie et dans l'industrie cosmétique..
Les huiles essentielles se trouvent dans différentes parties des plantes aromatiques,
telles que les fleurs (rose, orange, lavande, bouton de fleur pour le clou de girofle et
bractées pour I'ylang-ylang), les feuilles (menthe, eucalyptus, feuille de laurier, thym,
sauge, sarriette, aiguilles de pin), les rhizomes (acore et gingembre), les racines
(vétiver), les graines (coriandre et carvi), les fruits (anis, fenouil et épicarpe des

agrumes) et le bois et I'écorce (santal, cannelle et bois de rose) [69].
[1.2.1 Composition chimique

Il'y a plus de 200 composants présents dans le mélange des huiles essentielles
pures. Ces mélanges contiennent des dérivés phénylpropaniques ou des terpenes
[70]. lls peuvent étre classés en deux catégories :

o Fraction volatile : La fraction volatile représente 90 a 95 % du poids total de
I'huile. Elle contient des monoterpenes, des sesquiterpénes et leurs dérivés
oxygéneés. Des alcools aliphatiques, des esters et des aldéhydes.

e Résidu non volatil : Le résidu non volatil représente de 1 a 10 % du poids total
de I'huile essentielle. Il contient des acides gras, des hydrocarbures, des stérols,
des cires, des flavonoides et des caroténoides.

e [1.2.1.1 Terpenes

Les terpenes peuvent étre classés en sesquiterpénes, monoterpénes et
diterpenes. Deux, trois et quatre unités d'isopréne sont jointes téte a queue pour former
respectivement des monoterpénes, des sesquiterpénes et des diterpenes. lls sont des

antiseptiques, anti-inflammatoires, bactéricides et antiviraux par nature.
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11.2.1.2 Alcools

Les alcools peuvent étre présents sous forme libre ou sous forme combinée
avec d'autres terpenes ou esters. Les terpénes associés a un groupe hydroxyle sont
appelés alcools. Un monoterpéne associé a un groupe hydroxyle est appelé
monoterpenol. Ce sont des antiseptiques, antiviraux, bactéricides et germicides par

nature.
11.2.1.3 Aldéhydes

Les aldéhydes sont des anti-inflammatoires, antifongiques, antiseptiques,
bactéricides, antiviraux, sédatifs et désinfectants par nature. La présence d'aldéhydes
dans les huiles essentielles revét une grande importance médicinale car ils sont
efficaces dans le traitement des candidoses et de nombreuses autres infections

fongiques.
11.2.1.4 Acides

Les acides sont des anti-inflammatoires par nature. Dans les huiles essentielles,
les acides organiques sont présents en trés petite quantité sous forme libre. Les acides
végétaux agissent comme des composants ou des systémes tampons pour controler

I'acidité. Par exemple, I'acide benzoique et I'acide cinnamique
11.2.1.5 Esters

Les esters présents dans les huiles essentielles ont des effets apaisants et
équilibrants. Les esters sont des agents antimicrobiens efficaces en raison de la
présence d'alcool dans leur structure. Dans le domaine médical, les esters sont
caractérisés comme sédatifs et antifongiques, avec une action équilibrante sur le

systéme nerveux.

11.2.1.6 Cétones
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Les huiles essentielles (HE) contiennent des cétones et sont considérées
comme bénéfiques pour favoriser la cicatrisation des plaies et encourager la formation
de tissu cicatriciel, ils sont des agents de prolifération cellulaire, anti-catarrhales,
vulnéraires et expectorants par nature.. Les cétones sont généralement toxiques, les
plus toxiques sont le thuyone que l'on trouve dans la sauge, I'armoise, la tanaisie et

['absinthe.
[1.2.1.7 Lactones

Les lactones sont particulierement efficaces en raison de leur action anti-
inflammatoire. Les lactones ont la capacité de réduire la synthese des prostaglandines
et montrent des actions expectorantes plus puissantes que celles des cétones [70].
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CHAPITRE Il

ACTIVITES BIOLOGIQUES

[ll. Activités biologiques

Plus de 400 espéces du genre Salvia sont utilisées en médecine traditionnelle
et moderne, en tant qu'herbes aromatiques ou plantes d'ornement, dans le monde

entier.

La sauge est largement décrite comme une plante médicinale officielle dans les
pharmacopées de nombreux pays a travers le monde. Depuis les temps anciens, la
sauge est une herbe importante aux propriétés curatives bénéfiques, utilisée dans

l'ancienne Egypte, par les Romains, les Grecs, les Anglo-Saxons [71].

En médecine traditionnelle, I'herbe a été utilisée comme carminative,
spasmolytique, astringente, antiseptique, en gargarisme ou en bain de bouche contre
I'inflammation de la bouche, de la langue et de la gorge, comme agent de cicatrisation
des plaies, dans les soins de la peau et des cheveux, contre la rhumatisme et la débilité

sexuelle, et pour traiter les affections mentales et nerveuses.

En Europe, les feuilles de sauge ont été utilisées en médecine traditionnelle
pour le traitement symptomatique de troubles dyspeptiques légers tels que les brilures
d'estomac et les ballonnements, le soulagement de la transpiration excessive, et le
traitement symptomatique des inflammations de la bouche ou de la gorge ainsi que

des inflammations mineures de la peau [72].

De plus, cette plante a été traditionnellement utilisée pour traiter les problemes
gastro-intestinaux, les rhumes, la toux et les douleurs dentaires. Aujourd'hui, I'analyse
des données de la littérature montre que les plantes Salvia ont un large éventalil
d'activités pharmacologiques, notamment des effets antimicrobiens, antioxydants,

anti-inflammatoires, anticancéreux, hypoglycémiants, hypolipidémiants, [73]; [21].
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I11.1. Activité antimicrobienne

Les micro-organismes sont impliqués dans la pathogenése de nombreuses
maladies et provoquent la détérioration de divers produits. Malgré les progres réalisés
dans la compréhension du cycle de vie et du contréle de nombreux agents
pathogénes, presque toutes les maladies affectant des millions de personnes dans les
pays en développement sont toujours causées par des micro-organismes. Les
espéces Salvia sont couramment utilisées en médecine traditionnelle pour traiter
diverses infections microbiennes, I'activité antimicrobienne est I'une des bioactivités
les plus citées des différents extraits des espéces Salvia, y compris contre les

bactéries et les champignons. .

Dans une étude in vitro, les huiles essentielles de S. limbata et de S. sclarea
ont montré des effets antimicrobiens sur les champignons sans effet sur les bactéries.
L'huile essentielle de S. limbata était plus puissante que celle de S. sclarea avec une
valeur de CMI de 15,62 a 62,50 uL/ml [74].

L'extrait de dichlorométhane de la racine de S. sclarea et leurs principaux
diterpénoides, salvipisone, aethiopinone, ferruginol et 1-oxoaethiopinone, ont montré
un effet anti-biofilm contre les bactéries Gram-positif, nhotamment Staphylococcus
aureus, Staphylococcus. epidermidis et Enterococcus faecalis. Salvipisone était le
composant le plus puissant, notamment contre S. epidermidis (CMI = 9,37 mg/mL)
[75].

Dans une autre étude, I'huile essentielle et I'extrait (n-hexane, dichlorométhane
et méthanol) de Salvia nemorosa ont été examinés pour leur effet antibactérien et
antifongique a l'aide de méthodes de diffusion sur disque et de concentration minimale
inhibitrice. L'huile essentielle a notamment inhibé les bactéries Gram-positif (Bacillus

cereus et S. aureus) mieux que la gentamicine [76].

Les auteurs de I'étude ont également signalé que I'huile essentielle de Salvia
reuterana inhibait la croissance de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Escherichia coli, Shigella flexneri,
Salmonella typhi et Pseudomonas aeruginosa avec un diamétre d'inhibition de 14 a 45
mm [77].



31

Peana et al., (2002) ont déterminé que les extraits d'acétone des parties aériennes de
S. sclarea étaient actifs contre Candida albicans et Proteus mirabilis. De plus, l'alpha-
terpinéol, un composant alcoolique isolé de S. sclarea, avait une activité
antimicrobienne contre Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, E. coli, S. epidermidis et
C. albicans [78].

Dans une étude menée par Al-Bakri et al., (2010) les activités antibiofilm et
antimicrobienne de sept especes de Salvia ont été étudiées. Parmi toutes les espéces
de Salvia, I'extrait alcoolique et I'nuile essentielle de S. triloba étaient efficaces avec
une MBC de 1,00 a 1,17 mg/mL [79].

Baghayeri et al., (2018) ont rapporté les effets des nanoparticules d'argent des
extraits aqueux de feuilles de S. leriifolia contre P. aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Staphylococcus coagulase, Klebsiella pneumoniae et Streptococcus
pneumoniae. L'activité antimicrobienne des nanoparticules d'argent de S. leriifolia

contre les organismes Gram-positif était supérieure a la vancomycine [80].

Dans une autre étude, les extraits méthanoliques et I'huile essentielle de S.
syriaca et de S. grossheimii ont été examinés pour leurs activités antibactériennes en
utilisant la méthode de diffusion sur agar. S. syriaca a une dose de 100 mg/mL a

montré l'effet le plus puissant sur Proteus vulgaris [81].

Par cette méme méthode, I'huile essentielle de S. palaestina a montré une
activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus (1Z = 10,39), E. coli (1Z = 8,57
mm) et C. albicans (IZ = 14,04 mm) [82].

Karcioglu et al.,, (2011) ont testé Iactivité antimicrobienne des extraits
éthanoliques et chloroformiques des parties aériennes de S. trichoclada en utilisant la
méthode de diffusion sur disque. L'extrait éthanolique obtenu par extraction soxhlet
était plus efficace sur les bactéries Gram-négatif que les extraits chloroformiques [83].
Dans une autre étude, les extraits méthanoliques et les huiles essentielles de S.
reuterana ont montré une activité antimicrobienne contre C. albicans (CMI = 7,8
pg/mL) [84].
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[11.2. Activité antioxydante

Le stress oxydatif peut étre décrit comme un déséquilibre entre la production de
substances réactives de I'oxygene et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer

les dommages causés par leur activité [56].

Les recherches récentes en domaine biomédical mettent en évidence le role
des radicaux libres dans de nombreuses maladies. Il existe de plus en plus de preuves
suggérant que de nombreuses maladies dégénératives telles que les
dysfonctionnements cérébraux, le cancer, les maladies cardiaques et le déclin du
systeme immunitaire pourraient étre le résultat de dommages cellulaires causés par
les radicaux libres, et que les antioxydants pourraient jouer un réle important dans la

prévention des maladies [85].

Des études ont également montré que les composés phénoliques sont
d'efficaces pieges a radicaux libres et, en tant que tels, peuvent étre potentiellement
utiles dans la prévention de plusieurs maladies [86].

Les antioxydants couramment utilisés, le butylhydroxyanisole et Ile
butylhydroxytoluéne (BHT, BHA), sont des produits chimiques synthétiques et la
possible toxicité de ces antioxydants a conduit a leur utilisation réduite [87]. En raison
des préoccupations pour la santé, les antioxydants naturels ont été largement utilisés
ces derniéres années. Plusieurs études avaient I'objectif de démontré [Ieffet

antioxydant des différentes espéces Salvia :

L'extrait méthanolique de S. nemorosa, riche en flavonoides et en composés
phénoliques, a également montré une activité de capture des radicaux (CI50 : 82
mg/mL) [88].

Dans une autre étude, I'effet antioxydant des extraits méthanoliques d'espéces
de Salvia a été démontré par les méthodes du radical DPPH et du béta-caroténe/acide
linoléique. Le taux d'inhibition de l'oxydation de l'acide linoléique dans ['extrait
méthanoligue de S. limbata et de S. sclarea était respectivement de 85,1 % + 1 et de
76,6 % + 1 [74].

Esmaeili et al., (2008) ont évalué I'effet antioxydant de I'extrait méthanolique de

trois espéces iraniennes de Salvia (S. reuterana, S. lachnocalyx et S. sahendica) in
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vitro. Parmi ces especes , I'extrait de S. reuterana présente a la fois le plus fort effet

antioxydant et la plus grande teneur en flavonoides et en composeés phénoliques [77].

L'activité antioxydante de I'huile essentielle et des extraits méthanoliques de S.
syriaca et de S. grossheimii a été évalué par test DPPH. Les deux extraits avaient des
effets antioxydants comparables a I'acide ascorbique (82,61 %) [81]. Il a également
été signalé que I'huile de S. palaestina présente une activité antioxydante avec un
CI50 de 2,333 et 1,585 mg/mL apres 30 et 90 minutes, respectivement [82].

Ghomi et al., (2012) ont décrit I'activité antioxydante des huiles essentielles et
des extraits de fleurs et de feuilles de S. reuterana. Selon le test du DPPH, I'extrait
méthanolique des fleurs était efficace (CI50 = 77,6 ug/mL), mais selon les tests du
béta-caroténe/acide linoléique, I'extrait méthanolique des feuilles (C150 = 40,03 pg/mL)

était le meilleur piégeur de radicaux [84].

Dans une autre étude, l'activité antioxydante de I'extrait (méthanolique et
agueux) et des huiles essentielles de S. sclarea et de S. limbata a été mesurée par les
méthodes du DPPH et du béta-caroténe/acide linoléique. Selon les tests du béta-
carotene/acide linoléique, I'extrait méthanolique des deux espéces de Salvia était
comparable au BHT (85,1 % £ 1 pour S. limbata, 76,6 % + 1 pour S. sclarea et 96 %
+ 1 pour le BHT, respectivement) [74].

I11.3. Activité anti-inflammatoire

Le processus inflammatoire est une réponse biologigue complexe,
généralement composée de quatre parties : les facteurs inducteurs de l'inflammation,
les capteurs, les médiateurs inflammatoires et les tissus cibles affectés [89]. Les
facteurs inducteurs de l'inflammation peuvent étre divers stimuli nocifs, notamment des
bactéries, des champignons, des virus, des produits chimiques toxiques et des
blessures physiques [90]. La réponse inflammatoire conduit aux symptdémes de
rougeur, de gonflement, de chaleur et de douleur, qui ont des effets positifs sur
I'elimination des agents pathogénes, la limitation de l'infection et la réparation des
lésions [91]; [92]. Cependant, une surproduction de médiateurs de l'inflammation
('oxyde nitrique (INOS), la cyclooxygénase (COX), l'oxyde nitrique (NO), les
chimiokines, les cytokines, les éicosanoides et les amines vasoactives) entraine des

troubles du systeme immunitaire, provoquant des maladies inflammatoires. De plus,
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des recherches émergentes concluent que les réponses inflammatoires aigués
provoquées par des blessures et des infections peuvent se transformer en états
inflammatoires chroniques [93]. La procédure inflammatoire prolongée affecte souvent
le foie, les reins, le coeur, les intestins, le cerveau et d'autres organes. Les maladies
courantes associées a linflammation comprennent les maladies cardiovasculaires,
I'arthrite, le cancer, la maladie d'Alzheimer, le diabete, la maladie inflammatoire de
I'intestin, les maladies auto-immunes, I'hépatite, la maladie cceliaque, les allergies,

I'hypertension et les troubles de la reproduction [94].

En conclusion, les formes et les modalités des réponses inflammatoires sont

trés nombreuses et complexes, nécessitant une régulation précise et ciblée.

Les AINS (anti-inflammatoires non stéroidiens) sont I'un des médicaments
antipyrétiques et analgésiques les plus largement utilisés. Leur mécanisme anti-
inflammatoire repose principalement sur l'inhibition de la cyclooxygénase (COX) pour
réduire la production de médiateurs inflammatoires, notamment les prostaglandines
[95] ; [96]. La COX est I'enzyme limitant le taux du métabolisme de Iacide
arachidonique et possede deux isomeres, la COX-1 et la COX-2 [97].
Malheureusement, les AINS sélectifs (coxibs, inhibiteurs sélectifs de la COX-2) et les
AINS non sélectifs couramment utilisés sont associés a un risque élevé d'effets
secondaires, notamment des événements cardiovasculaires et des événements
indésirables gastro-intestinaux, tandis que les médicaments biologiques émergents
sont plus codteux. Il est urgent de découvrir des médicaments anti-inflammatoires
présentant une meilleure efficacité et moins d'effets secondaires pour surmonter la

situation actuelle [98].

Au cours des derniéres décennies, de nombreuses études ont révélé les

activités anti-inflammatoires de plusieurs extraits de plantes médicinales.

Les extraits et certains composés isolés des especes Salvia peuvent atténuer
la réponse inflammatoire associée a une Iésion hépatique chronique. Les cellules de
Kupffer (KCs), le principal type cellulaire du systéme monocytaire et macrophagique
intra-hépatique, initient des réponses inflammatoires en libérant des médiateurs
inflammatoires pouvant causer des dommages tissulaires. Le facteur nucléaire-kB

(NF-kB) et la protéine p38 jouent un réle crucial dans l'induction d'une réponse
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inflammatoire impliqguant les KCs ; ainsi, le blocage des voies de signalisation stimulant
le NF-kB et la p38 est I'une des méthodes les plus efficaces pour gérer une Iésion

inflammatoire [99].

De maniére intéressante, les extraits et les composés monomeres isolés de S.
miltiorrhiza (100 pg/mL) ont agi sur les KCs stimulées par le lipopolysaccharide (LPS).
L'expression des protéines des deux voies de signalisation a été analysée par western
blot. Les résultats ont montré que les préparations de S. miltiorrhiza ont régulé a la
baisse l'activité de la protéine de la voie p38MAPK-NF-kB65-c-fos, inhibant ainsi
I'activation des KCs et prévenant la réponse inflammatoire induite par la créatine
kinase [100].

I11.4. Autres activités :

Les especes Salvia présentent une large gamme d'activités biologiques, ce qui
en fait un groupe de plantes d'un grand intérét médicinal. Elles sont associées a des
propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et antimicrobiennes [99], ce qui suggére
leur potentiel pour atténuer l'inflammation, réduire le stress oxydatif et combattre les

infections comme ca été déja exploité en amont.

De plus, certaines espéces Salvia montrent des effets bénéfiques sur la
régulation de la glycémie, la santé neurologique, cardiovasculaire et hépatique
(Tableaul.lll). Bien que des études aient également suggéré un potentiel
anticancéreux, davantage de recherche est nécessaire pour mieux comprendre ces

propriéteés.
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Activité . Partie de la Modéle ou , o
. Espece . . Traitement Remarques Références
pharmacologique plante (extrait) | essai
Parties L'extrait & haute dose
Anti aériennes (200 mg/kg) a
L S. hydrangea . Rats 100, 200 mg/kg o o [102]
hyperlipidémique (extrait significativement réduit le
alcoolique) taux de cholestérol.
_ Une augmentation des
Parties ) ) ) o
o niveaux d'insuline a éte
L aériennes ]
Antidiabétique S. hydrangea (extrait Rats 100, 200 mg/kg observée avec une dose | [102]
extrai
_ élevée de l'extrait (200
alcoolique)
mg/kg).
. outes les doses d'extraits
Extraits bruts _
. ) ) ) . 0,25,0,5,10u 2 ont pu réduire I'cedeme
Anti-inflammatoire S. aegyptiaca | d'acétone et de | Souris o [103]
g/kg P.O de la patte induit par la
methanol )
carraghénane.
o _ Feuilles et fruits Le S. hypoleuca a 100
Anti-inflammatoire S. hypoleuca Rats 1, 10, 100 mg L.V [104]

SecCs

mg était plus puissant.
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Activité . Partie de la Modéle ou , o
. Espece . . Traitement Remarques Références
pharmacologique plante (extrait) | essai
L _ Toutes les doses
Anti-ischémie- L Extraits aqueux 100, 200 et 400 ) )
_ S. leriifolia ] ) Rats évaluées ont pu [105]
reperfusion et éthanoliques mg/kg I. P .
augmenter I'amplitude.
L'effet antinociceptif a été
Extraits bruts observé pour 'extrait
. . , ) _ 0,25,0,5,10u 2 ] .
Antinociceptif S. aegyptiaca | d'acétone etde | Souris Ka P. O d'acétone a 0,5, 1 ou 2 [103]
) g/kg F. :
méthanol g/kg et pour les extraits
de méthanol a 0,5 g/kg.
L'effet s'est manifesté par
] Plante séchée a 400 mg/kg/jour, P. | la récupération des taux
Hépatoprotecteur S. hypoleuca Rats [104]

l'air

O

de bilirubine sérique, de

protéines et d'enzymes.
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Activité . Partie de la Modéle ou , o
. Espece . . Traitement Remarques Références
pharmacologique plante (extrait) | essai
L'extrait aux doses de
_ Extrait o 50, 100 et 250 100 et 250 mg/kg a pu
Effet Hypnotique S. reuterana - . Souris males augmenter la durée et [106]
éthanolique mg/kg I. P g
réduire le temps de
latence.
Parties 1 50 100 ma/ka | L'effet a été observé a
Ari ) ’ m . I
Immunomodulateur | S. mirzayanii | 3€M€NNes Souris M des concentratpns E)Ius [107]
(extrait de P basses et plus élevées
méthanol) de I'extrait.
Dépend || S Parties 100, 200, 500,
épendance a la : Ari | oA ;
P . . aériennes Souris 1000, 1500 mg/kg Lextra,|t r,n?tha_nohque [108]
morphine macrosiphon (pousses s'est révélé efficace.
fleuries) . P
Inhibition de | Parties 0,58, 0,91, 1,42
nhibition de l'a- Ari L
S. virgata aerleqnes La chryséoriol a inhibé [109]
amylase (extrait 2,23, 3,48 mM l'a-amylase.

d'éthanol)
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MATERIEL ET METHODES

L'objectif principal de cette étude était de caractériser en détail les métabolites

secondaires présents dans Salvia chudaei Bat & Trab et d'explorer diverses propriétés

biologiques associées a cette plante, notamment ses activités antimicrobienne,

antioxydante, anti-inflammatoire, analgésique, ainsi que sa toxicité potentielle. Pour

atteindre ces objectifs, nous avons mis en ceuvre un ensemble de méthodologies et

d'analyses approfondies, comme suit :

>

Screening phytochimique : Nous avons réalisé une analyse détaillée pour
révéler la présence des différents métabolites secondaires présents dans
Salvia chudaei.

Extraction des huiles essentielles et préparation des extraits : Nous avons
extrait les huiles essentielles de la plante et préparé deux types d'extraits, a
savoir I'extrait aqueux et |'extrait éthanolique.

Dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tanins : Nous avons mesuré les
teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins dans les extraits
éthanolique et aqueux afin de mieux comprendre la composition chimique de la
plante.

Evaluation de l'activité antimicrobienne et antifongique : Nous avons étudié la
capacité des extraits de Salvia chudaei a inhiber la croissance des micro-
organismes, ce qui peut avoir des applications dans la lutte contre les infections
bactériennes et fongiques.

Evaluation de [l'activité antioxydante : Nous avons évalué le potentiel
antioxydant des extraits a l'aide de plusieurs méthodes, notamment la capacité
antioxydante totale, le test du piégeage du radical libre DPPH, le test du
blanchiment de la B-caroténe et la méthode FRAP. Ces analyses ont permis de
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déterminer la capacité des extraits a neutraliser les radicaux libres et a prévenir
les dommages oxydatifs.

» Toxicité : Nous avons déterminé la DL50 (toxicité aigué€) des différents extraits
pour évaluer leur niveau de toxicité. Cette étape est cruciale pour garantir la
seécurité d'utilisation des extraits.

> Evaluation de l'effet pharmacologique in vivo : Enfin, nous avons évalué les

effets anti-inflammatoires et analgésiques des extraits.
I. Matériel
[.1.Matériel végétal

La plante a été récoltée durant le printemps (2013 et 2014) dans l'oued

Tinsawak a 220 km, nord-est de la wilaya de Tamanrasset a 1392 m d'altitude.

L’identification de I'espéce a été faite par Mme SAHKI.R de la station INRF de

Tamanrasset [110].

j 4
2 A
Tamarighasset B4
e

{

Légende
® LaZone De Récolte

£

A

Figure 2.1 : Présentation de la zone d’échantillonnage.
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Des échantillons de la partie aérienne (feuilles, fleures et tiges) de la plante
récoltée, ont été séchés a 'abri de la lumiére et de 'lhumidité, a une température de
25°C , puis conservés jusqu’au moment de I'extraction.

% Une partie de la plante est broyée a I'aide d’'un broyeur électrique, afin
d’obtenir une poudre qui servira a I'extraction des composés non volatils.
% Une autre partie est coupés en petits morceaux de 1 a 2 cm a l'aide d’'un

ciseau afin de réaliser I'extraction des huiles essentielles.
[.2. Souches microbiennes

Les souches utilisées sont responsables de diverses pathologies chez I'étre
humain. Elles proviennent de Laboratoire de Microbiologie de l'unité Antibiotical de
SAIDAL et de Service de Microbiologie Alimentaire du Laboratoire d’Hygiéne de la

wilaya de Médéa. (Tableau 2.1).



Tableau 2.1 : Gamme des souches microbiennes testées.
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Catégories Souches Références
Bacillus subtilis ATCC 6633
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Gram Staphylococcus épidermidis | ATCC 12228
positive
Enterococcus faecalis Isolée et identifiée au
_ niveau de laboratoire
Sarcina lutea _
d’hygiéne et de
parasitologie de Médéa
Bacteries Escherichia coli ATCC 10536
Escherichia coli ATCC 2378
Klebsiella pneumonia ATCC 2372
Gram ) _
negative Citrobacterdiversus Isolée et identifiee au
Klebsiellapneumonia niveau de laboratoire
Pseudomonas aerugimonas d’hygiene et de
Schigellaflexinen parasitologie de Médéa
Candida albicans ATCC 10231
Isolée et identifiee au
Levures

Candida tropicalis

niveau de Ilaboratoire
d’hygiéne et de

parasitologie de Médéa
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[.3. Souches fongiques

L’activité antifongique a été testée contre des souches fongiques du genre
Fusarium, fournies aimablement par le laboratoire de mycologie de l'université de
Tiaret. |l s'agit de Fusarium equiseti (Wyl11), Fusarium redolens (Wy5), Fusarium

solani (Wy14) et Fusarium oxysporum (Wy18).
I.4. Animaux d’expérimentation

Pour 'activité antiinflammatoire, antispasmodique et la toxicité aigle, nous
avons utilisés des souris albinos (NMRI) dont le poids varie de 20 a 30 g provenant
de I'Institut Pasteur d'Alger. lls ont été soumis a une période d'acclimatation de 2
semaines avant le début des expériences. Les souris ont été hébergées a une
température de 24 + 1 °C, avec une humidité de 50 + 5%, et un cycle de
lumiere/obscurité de 12 heures/12 heures. Leur alimentation était constituée de
nourriture pour rongeurs provenant de I'Office National de I'Alimentation Animale

(ONAB), et elles avaient acceés libre a I'eau.

Il. Méthodes
L’ensemble des expérimentations réalisées sont illustrées dans les figures 2.2

et 2.4 portant sur les deux volets de cette étude :
1. I'étude phytochimique de Salvia chudaei.

2. I'étude des activités biologiques de la plante.
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Séchage a
température de

25°C et a l'abri de

la lumiere

D

-

Figure2.2 : Représentation de la premiere partie : étude phytochimique de la plante

étudiée.



45

I.1 Etude phytochimique de la plante
[I.1.1Screening phytochimique

Le but est de mettre en évidence la présence ou I'absence des principaux
métabolites secondaires contenus dans un organe végétal d’'une fagon qualitatif par

un ensemble de réactions physicochimiques [111].

Les tests sont réalisées soit sur :

- Lapoudre

- Uninfusé a 5 % ; préparé avec 100ml d’eau distillée bouillante sur 5g de poudre.

- Un extrait chloroformique ; préparé a partir de 1g de poudre épuisée parl0 ml de
chloroforme apres un chauffage au bain-marie pendant 3 mn.

- Un hydrolyséat ; préparé a partir de la poudre précédemment épuisée par le
chloroforme avec l'ajout de 10 ml d’eau distillée et 1 ml d’acide chlorhydrique
concentré suivi d’'un chauffage au bain marie sous courant d’eau froide.

[1.1.1.1 Recherche des alcaloides
Les alcaloides sont mis en évidence par le réactif de Dragendorff .

1g de poudre est macérée dans 5 ml d’acide sulfurique (H2S04) a 10% pendant 24 h
a température ambiante puis filtré. 1ml de filtrat est additionné avec 5 gouttes de
réactif de Dragendorff. L’apparition d’'un précipité rouge orangé ou brun - rougeatre
indique la présence des alcaloides [112].

[1.1.1.2 Recherche des tanins

La présence des tanins galliques et catéchiques a été mise en évidence a l'aide du

chlorure ferrique.

-Les tanins galliques : ils sont mis en évidence par I'ajout de 3ml de réactif de
Stiasny a 6ml de l'infusé aprés un chauffage au bain marie a 90°C et filtration, le
mélange est saturé par 0.04g d’acétate de plomb [Pb(CH3COO):] et 1ml d’'une solution
de FeCls a 1%.Une teinte bleue-noire indique la présence de tanins galliques.

-Les tanins catéchiques : sont caractérisés par I'addition de 0.2 ml de HCI
concentré a 1 ml de l'infusé, aprés ébullition pendant 15 min, un précipité rouge

insoluble dans I'alcool iso amylique indique la présence de tanins catéchiques [113].
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[1.1.1.3 Recherche des flavonoides
La présence de ces derniers est révélée par la réaction de cyanidine.

A 5 ml de I'infusé on ajoute 5ml d’une solution de HCI concentré a 50% dans I'éthanol
(alcool chlorhydrique) et 1ml d’alcool iso amylique et quelques copeaux de
magnésium. Une coloration rose-orange (flavone) ou rose violacée (flavonone) révele
la présence de flavonoides libres [1].

[1.1.1.4 Recherche des leucoanthocyanes

Les leucoanthocyanes sont réveélés par la réaction de cyanidine mais sans
I'ajout de copeaux de magnésium, aprés 15 min de chauffage au bain marie, une

coloration rouge cerise caractérise leur présence [1].
[1.1.1.5 Recherche des anthocyanes

Les anthocyanes sont mise en évidence par ajout a 5 ml de l'infusé, 5ml de
H2S04 a 10% et 5ml de NH20H a 50%.La réaction est positive si la coloration de

I'infusé s’accentue par acidification puis vire au bleu violacé en milieu basique [1].
[1.1.1.6 Recherche des dérivés anthracéniques

Les quinones et les anthraquinones sont mis en évidence a I'aide d’'une solution
de NH4OH diluée a 50% [113].

- Dérivés anthracéniques libres
1 ml d’extrait chloroformique + 1 ml de NH4OH dilué a 50%, apres agitation;
une coloration plus ou moins rouge indique la présence d’anthraquinones libres [113].
- Dérivés anthracéniques combinés
v' O-hétérosides (anthraquinones)
5ml de I'hydrolysat sont agités avec 5 ml de chloroforme, soutirer la phase
organique et I'introduire dans un tube a essai, ajouter 1 ml de NH4OH dilué a 50%. La
présence d’anthraquinones est révélée par la coloration rouge plus ou moins intense
[113].
v' C-hétérosides
Reprendre la phase aqueuse qui a été conservée au cours de la caractérisation

des O-hétérosides par 10 ml d’eau distillée et ajouter 1 ml de FeCI3 a 10%. Aprés 30
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min de chauffage au bain-marie, on laisse refroidir puis agiter avec 5 ml de
chloroforme, soutirer la phase chloroformique dans un tube a essai, dans lequel on
ajoute 1 ml de NH40H dilué. Apres agitation une coloration rouge plus ou moins
intense indique la présence des C-hétérosides [113].

[1.1.1.7 Recherche des saponosides

A 5 ml de l'infusé on ajoute 10 ml d’eau distillée, aprés avoir agité pendant
guelques minutes. L’apparition d’'une mousse confirme la présence de saponosides
[114].

[1.1.1.8 Recherche des composés réducteurs

Les composés réducteurs ont été mis en évidence par le réactif de Fehling.

A 5 ml de décocté aqueux a 10% sont additionnés 5 ml de liqueur de Fehling. La
formation d’un précipité rouge brique aprés 2-3 min de chauffage au bain-marie a 70°C

indique une réaction positive [115].

11.1.1.9. Recherche des coumarines

En évaporant 5 ml d’extrait éthérique, obtenu par macération pendant 24heures
de 1 g de poudre dans 20 ml d’éther. Puis, en complétant aves 2 ml d’eau chaude, la
solution est partagée entre 2 tubes a essai. Puis le contenu de I'un des tubes est
additionné avec 0.5 ml de NH40OH a 25%. Le développement d’une fluorescence
intense sous UV a 366 nm, témoigne la présence de coumarines [115].

[1.1.1.10. Recherche du Mucilage

Introduire 1 ml de décocte aqueux a 10% dans un tube a essai, ajouter 5 ml
d’alcool absolu. La formation d’un précipité floconneux révéle la présence des

mucilages [115].
[1.1.2 Préparation des extraits
1.1.2.1. Préparation de I’extrait éthanolique par macération

La macération consiste a immerger une substance végétale, souvent dans un

liquide comme l'alcool ou l'eau, afin de permettre aux composés solubles de se
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dissoudre progressivement dans le liquide. Ce processus se déroule sur une période
prolongée, pendant laquelle les constituants actifs de la matiere végétale sont extraits
lentement par diffusion. Une fois la macération terminée, le liquide est généralement
filtré pour séparer la matiére végétale insoluble, laissant ainsi un extrait liquide enrichi

en composeés souhaités.

L’extrait ethanolique de Salvia chudaei est préparé par macération de 60g de
la poudre a température ambiante dans 600 ml d’éthanol pendant 72 heures sous
agitation. Apres filtration sur papier wattman (N°1), le filtrat est évaporé a 45°C en
utilisant un évaporateur rotatif. Les extraits obtenus sont ensuit conservés dans des

flacons stérile hermétiquement fermé jusqu’a leur utilisation [13].
[1.1.2.2. Préparation de I’extrait éthanolique par Soxhlet

Le Soxhlet constitue un appareil spécifiguement congu pour l'extraction
continue de substances solides dans un liquide. Durant cette opération, le solvant est
en contact prolongé avec la matiere a extraire pendant que le réservoir se remplit. Une
fois que le niveau de solvant atteint un seuil prédéterminé, le siphon est active,
ramenant le solvant enrichi en substances dissoutes vers le ballon principal, emportant
ainsi les composés a extraire. Ce processus cyclique peut étre réitéré plusieurs fois

jusqu'a ce que le solide ne puisse plus céder de substances.

30 g de plante préalablement séchée et réduite en poudre est placée dans une
cartouche en papier filtre, qui est ensuite insérée dans le réservoir a siphon.
Parallélement, 350 ml d’éthanol sont versés dans un ballon a col rodé, ce ballon est
positionné dans un chauffe-ballon, permettant ainsi au solvant d'atteindre son point
d'ébullition. Apres avoir effectué environ douze cycles de siphonage, le ballon
contenant le solvant enrichi en composés solubles (c'est-a-dire la fraction polaire) est
recueilli. Enfin, le résidu restant est obtenu par évaporation du solvant au moyen d'un

évaporateur rotatif [116].
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11.1.2.3. Préparation de I’extrait éthanolique par ultrasons

Les ondes sonores génerent des vibrations mécaniques dans un solide, un
liquide ou un gaz. A la différence des ondes électromagnétiques, les ondes sonores
peuvent se propager dans une matiere et elles impliquent des cycles d'expansion et

de compression lors de la propagation dans le milieu [117].

Plusieurs facteurs gouvernent I'action des ultrasons comme la fréquence, la
pression, la température et le temps de sonication. Il faut prendre en considération les
caractéristiques de la plante comme I'humidité, les dimensions des particules et les

solvants utilisés pour avoir un bon rendement [118].

10g de matiére végétale sont combinés avec 100 ml d'éthanol dans un
erlenmeyer de 250 ml. Une étape de sonication est entreprise en utilisant un bain de
nettoyage a ultrasons (ultra-turrax) avec des parametres de 230 v~, 50/60 Hz, 500 W
et une température de 60 °C, pour une durée de 60 minutes[119]. Le liquide extrait
résultant est soumis a plusieurs filtrations a travers un papier filtre Wattman (N°1). Le
filtrat ainsi obtenu est ensuite introduit dans un évaporateur rotatif et exposé a une
température de 45 °C, jusqu'a ce que le solvant se soit completement évaporé, laissant

ainsi place a la récupération du résidu.
1.1.2.4. Préparation de I’extrait aqueux

100g de la poudre végétale est mise en macération a température ambiante
dans 1litre d’eau distillée pendant 24 heures. Aprés décantation du mélange, I'extrait
hydrique est récupéré par filtration sur papier filtre. Le filtrat obtenu est immédiatement
congelé a — 4° C puis lyophilisé dans un lyophilisateur. Le lyophilisat a été récupéré
dans un flacon en verre hermétiguement fermé et conservé a — 4° C jusqu’a leur
utilisation ou ils sont reconstitué avec de 'eau distillée aux concentrations voulues,
(Majhenic et al., 2007).

11.1.2.5 Calcul du rendement

Le rendement de I'extraction (les deux solvants utilisés) est exprimé en % et
calculé selon la formule suivant : R (%) = Mes/Mv x 100

R : le rendement en %.
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Mes : la masse de I'extrait (g)
Mv : la masse de matériel végétal utilisé (g)

[1.1.3 Détermination de la teneur en Polyphénols totaux (TPC)

Le dosage des polyphénols totaux est basé sur la quantification de la
concentration totale des groupements hydroxyles présents dans I'extrait. Le réactif de
Folin-Ciocalteau, en milieu alcalin, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit
partiellement ces hétéropolyacides, d'ou la formation dun complexe
molybdotungstigue bleu. La coloration bleue obtenue est mesurée au
spectrophotometre a 765 nm et I'absorption est proportionnelle a la quantité de
phénols présents [120].

Un volume de 200ul de chaque extrait a été mélangé avec 1 ml du réactif Folin
Ciocalteu (dilué 10 fois), et 800ul d'une solution de carbonate de sodium(Na2CO3) a
7,5% dans des tubes a hémolyse en verre. Aprés agitation et incubation pendant 30
minutes a I'obscurité, I'absorbance a été mesurée a 765 nm. Une courbe d’étalonnage
a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant I'acide
gallique a différentes concentrations (0.125-1 mg/ml). Les résultats sont exprimés en

Mg équivalent d’acide gallique par mg d’extrait.
[1.1.4 Détermination de la teneur en Flavonoides (TFC)

Les flavonoides sont composés d'une variété des composés naturels qui
appartiennent aux polyphénols présents dans la plupart des plantes. Certains de ces
groupes structuraux forment des complexes jaunatres, probablement par chélation de

métaux, notamment l'aluminium et le fer [1].

La teneur en flavonoides a été déterminées par une méthode trichlorure
d’aluminium décrite par Lamairson (1990) [121].Un volume de 1,5 ml de AICIl3.6H20
a 2 % dissous dans du méthanol a été ajouté a un volume égale de l'extrait. Le
mélange a été secoué et l'absorption a été déeterminer a 440 nm aprés 10 min

d'incubation.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions
opératoires en utilisant la quercétine a différentes concentrations (0.125-1 mg/ml). Les

résultats sont exprimeés en pg équivalent de quercétine par mg d’extrait.
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I1.1.5 Détermination de la teneur en Tanins

La teneur en tanins a été évaluée a l'aide de l'essai au Vanilline [122]. Pour
cela, 50 ul d'extrait ont été mélangés avec 3 ml d'une solution de vanilline a 4% et 1,5
ml d'HCI concentré. Aprés une incubation de 15 minutes a température ambiante,
I'absorbance a été mesurée a 500 nm. La quantification des tanins a été réalisée en
utilisant une courbe d'étalonnage linéaire (Y = a x + b) établie avec des concentrations

croissantes d'acide gallique allant de 0 a 500 pg/ml.

Les résultats ont été exprimés en ug équivalents d'acide gallique par mg
d'extrait, fournissant ainsi une mesure quantitative de la teneur en tanins dans les

échantillons étudiés.
[1.1.6 Analyse des extraits par HPLC/UV-VIS

La chromatographie liquide a haute performance couplée a la détection UV-
visible (HPLC/UV-VIS) est une technique analytique qui combine la séparation
chromatographique avec la détection UV-visible. Elle est utilisée pour séparer,
identifier et quantifier les composés chimiques présents dans un échantillon liquide
[123].

Injection et Séparation des composés : L'échantillon liquide est injecté dans un flux
de solvant qui le transporte a travers une colonne de chromatographie. La colonne est
remplie de particules stationnaires, souvent des particules poreuses. Les composeés
de I'échantillon interagissent differemment avec la phase mobile (solvant) et la phase
stationnaire (particules de la colonne). Ces interactions entrainent une séparation des
composés en fonction de leurs propriétés physico-chimiques, tels que la polarité, la

taille moléculaire et la charge [124],[125].

Détection UV-visible : A mesure que les composés séparés passent a travers la
colonne, ils sont détectés a l'aide d'un détecteur UV-visible. La détection UV-visible
repose sur l'absorption de la lumiere par les composés. Les composés absorbent la
lumiére a des longueurs d'onde spécifiques, ce qui génére des pics d'absorption. Ces
derniers sont enregistrés sous forme de chromatogramme, qui est une représentation
graphique de l'intensité de I'absorption en fonction du temps de rétention. Chaque pic

correspond a un composé specifiqgue. En comparant les pics du chromatogramme
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avec des standards connus, il est possible de quantifier les composés présents dans
I'échantillon. [123].

L’analyse est effectuée par un appareil AGILENT SERIE 1200 HPLC composé
par une phase mobile constituée de deux solvants (P.A : Eau a 1% AC. Acétique, P.B
: Méthanol grade CLHP) et phase stationnaire dont une colonne apolaire (inverse) C18
de marque AGILENT (longueur : 150mm, diamétre : 4.6 mm, taille de particules : 5um)

couplé a un détecteur UV-VIS.
Les conditions opératoires de HPLC/UV-VIS sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 2.II: Conditions opératoires de HPLC/UV-VIS

Boucle d’injection 20pL
Température 35°C

Détection (A) 254 nm/ 280 nm
Durée d'analyse 60 mn

Débit Iml/min
Volume injecté 20pL

11.1.7 Extraction de I’huile essentielle

Les huiles essentielles ont été obtenues par hydro distillation en utilisant un
appareil de type Clevenger. L'extraction est effectuée durant quatre heures, durée
nécessaire a I'épuisement de la matiere premiére (environ 90%) en huile essentielle
[126].

Le principe de I'hydrodistillation est basé sur une distillation hétérogéne. Pour
ce faire, la matiére végétale est immergée dans un bain d'eau, puis I'ensemble est
porté a ébullition a pression atmosphérique. La chaleur provoque I'éclatement des

cellules végétales et la libération des molécules odorantes gu'elles contiennent.

Aprés la distillation, le mélange est refroidi et condensé dans un essencier. Une

fois condensées, I'eau et les molécules aromatiques, en raison de leurs différences de
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densité, se séparent en deux phases distinctes : une phase aqueuse et une phase
organique, qui est I'huile essentielle[127] .

Les huiles essentielles sont ensuite conservées dans un flacon opaque

hermétiguement fermé a une température de 4°C jusqu'a leur utilisation.
[1.1.7.1 Calcul du rendement

Le rendement de I'extraction est calculé selon la formule suivante :
R (%) = Mh/Mv x 100

R : le rendement en %.

Mh : la masse de I'huile essentielle (g)

Mv : la masse de matériel végétal utilisé (g).
1.1.7.2 Analyse de I’huile essentielle par CG/MS

L’analyse de I'huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse couplée
au spectrométre de masse a été réalisée au laboratoire de chromatographie de
Département de chimie, Université Sultatan Kaboos (OMAN).

C’est une méthode qui combine les performances de la chromatographie en
phase gazeuse et le spectrométre de masse afin d’identifier et/ou de quantifier

précisément de nombreuses substance.

Chromatographie en Phase Gazeuse (CG) : La chromatographie en phase
gazeuse est utilisée pour séparer les composants d'un mélange en fonction de leurs
propriétés physico-chimiques, notamment leur volatilité et leur affinité pour une
colonne de séparation. L'échantillon est vaporisé puis injecté dans le systeme de CG
ou il est transporté par un gaz porteur (généralement de I'hélium) a travers une colonne
de séparation. Chaque composant se déplace a une vitesse différente dans la colonne
en fonction de ses interactions avec la phase stationnaire, ce qui entraine une

séparation des constituants du mélange.

Spectrométrie de Masse (MS) : La spectrométrie de masse est utilisée pour
identifier les composants sépareés par la CG. Dans cette étape, les molécules ionisées
issues de la CG sont fragmentées en ions et leur rapport masse/charge (m/z) est

mesuré. Ces spectres de masse générés sont unigues pour chaque composé
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chimique, ce qui permet une identification précise des composants présents dans
I'échantillon [128].

L'analyse GC-MS a été effectuée sur un systeme GC GC-17 Shimadzu, équipé
d'une colonne capillaire HP-5MS (longueur 30 m x diamétre interne 0,25 mm ID x 0,25
um d'épaisseur de film), couplé avec Shimadzu QP5050A MS. Toutes les données ont
été obtenues par la collecte des spectres a balayage complet de masse. Les
composeés inconnus ont été identifiés par comparaison des spectres obtenus avec la
bibliotheque de spectre de masse Wiley229. Les conditions opératoires de la CG/MS

sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 2.1l : Conditions opératoires du CG/MS

Conditions Valeur
Volume d'échantillon injecté 1l
Gaz vecteur Hélium (He) a 1,7 ml/min
Température de l'injecteur 275°C
splitless
Température de la ligne de 300°C
transfert
Température de la source 300°C
d'ions
Energie d'ionisation 70 eV
Programmation de 51°C (maintenir pendant 1 min.), augmentation a un taux de

température du four 5°C/min jusqu'a 251°C (maintenir pendant 5 min.)



II.2. ETUDE DES ACTIVITES BIOLOGIQUES DE LA PLANTE
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[I.2 Etude des activités biologiques
[1.2.1 Activité antibactérienne

Afin d’évaluer l'activité antibactérienne des différents extraits issus de la plante
étudiée (extrait éthanolique, extrait aqueux et huile essentielle) au cours des étapes
précédentes sur une gamme de souches microbienne, nous avons utilisés deux

méthodes :
11.2.1.1 La méthode de diffusion sur milieu solide

Le principe de la méthode repose sur la diffusion des extraits a tester en milieu
solide dans une boite de Pétri, avec création d’un gradient de concentration. Aprés un
certain temps de contact entre le produit et le microorganisme cible, I'effet du produit
antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’'une zone d’inhibition, et en
fonction du diamétre d’inhibition, la souche sera qualifiée de sensible ou résistante
[129].

Chaque souche bactérienne ou levure est revivifiée dans 9ml de bouillon nutritif
puis incubée a 37°C pendant 18 a 24 heures. La turbidité du bouillon nutritif indique le

développement de souches cultivées.

A partir des cultures préparées précédemment, Les bactéries sont
ensemenceées en stries sur des boites de pétri contenant le milieu gélose nutritif solide
a l'aide d’une anse stérile et incubées a 37C° pendant 24 heures pour les bactéries et
a 25C° pendant 48 heures pour les levures, afin d’obtenir une culture jeune (des
cellules bactériennes en phase exponentielle de croissance) et avec des colonies bien

isolées.

A partir d’'une culture bactérienne jeune de 18 heures, on realise des
suspensions en mettant quelques colonies dans 5ml d’eau physiologique stérile, afin
d’avoir une solution de 0.5 Mac Ferland ou une Densité Optique (DO a 600 nm) de
0.08-0.1 correspondant a 108 UFC/ml. A partir d’'une culture fongique jeune de
48heures, on réalise des suspensions, on dilue quelques colonies dans 5ml d’eau
physiologique stérile a fin d’avoir une solution de 2 Mac Ferland ou une densité
Optique (DO a 600 nm) de 0.32-0.4 correspondant a 4.108 UFC/ml.
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Des milieux de cultures Mueller Hinton (pour les bactéries) et Sabouraud (pour
les levures), sont préalablement coulés dans des boites de Pétri. On laisse refroidir et

solidifier sur la paillasse pendent 15 min.

L'ensemencement de la Gélose avec la suspension est réalisé sur toute la
surface par la méthode d’écouvillonnage dans trois direction ou en utilisant un

ensemencement rotatif.

Des disques stériles de 6 mm sont imbibé avec 25ul de d’huile essentielle ou
d’extrait éthanolique ou extrait aqueux (a raison de 300ug d’extrait par/disc) sont
déposés a la surface de la gélose a I'aide d’une pince stérile. Celles-ci sont ensuite
fermées et laissées diffuser pendant 20 mn puis incubées a 37 °C pendant 24 h pour

les bactéries et a 25C° pendant 48 h pour les levures [130].

Un contréle négatif est également effectué en utilisant un disque de papier

imprégné de DMSO.

Aprés incubation, l'absence de croissance bactérienne exprimant une activité
antimicrobienne se traduit par un halo translucide autour du disque, de méme couleur
que la gélose stérile et dont le diamétre est mesuré a l'aide d’'une régle graduée

millimétrée.
11.2.1.2 La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI

Le test de détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) est une
méthode utilisée en microbiologie pour évaluer l'efficacité d'un agent antimicrobien
contre des micro-organismes spécifiqgues. La CMI est définie comme la plus faible
concentration d'un agent antimicrobien capable d'inhiber visiblement la croissance

d'un micro-organisme donné.

La CMI a été déterminée selon la méthode utilisée par Weigand et al., (2008)
pour déterminer la plus faible concentration de lingrédient actif nécessaire pour
empécher la croissance des micro-organismes [129] . Cent microlitres de bouillon
nutritif, utilisé comme milieu de stimulation, ont été ajoutés aux puits de la plaque.
Ensuite, 100 pl d'extrait ont été ajoutés au premier puits et mélangés de maniére
homogéne par un processus de pipetage, 100 pl ont été prélevés et déposés dans le

puits suivant. Une dilution a été réalisée jusqu'au puits 6. Le milieu + bactéries (témoin
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négatif) a été ajouté au puits 7, et seul le milieu (témoin négatif) a été ajouté au puits
8. La plaque a été enveloppée dans du papier aluminium et incubée a 37°C pendant
18 & 24 heures. A la fin de l'incubation, la turbidité a été examinée et les valeurs de

DO a 600 nm ont été mesurées.
[1.2.2 Activité antifongique

L’étude du pouvoir antifongique des extrait de Salvia chudaei est évaluée in
vitro, par la méthode de contacte directe sur milieu P.D.A, vis-a-vis de quatre souches
fongiques : Fusarium equiseti, Fusarium redolens , Fusarium solani et Fusarium

oxysporum

Cette méthode est I'une des plus utilisées dans la détermination de Taux
d’inhibition d’'un agent antifongique et antimicrobien [129]. Quand ce dernier est
soluble, il est mélangé et dilué dans de 'agar, puis le champignon est inoculé sur ce
milieu. Si I'agent est insoluble ou faiblement soluble, il est mis sur I'agar et une

suspension de spores du champignon étudié est pulvérisée.

Diverses dilutions des extraits éthanolique et aqueux ont été élaborées dans le
but d'évaluer leur effet antifongique. Apres des essais préliminaires, une plage de

concentration a été sélectionnée, s'étendant de 5 mg/ml a 25 mg/ml.

Trois volumes distincts d'huile essentielle, variant de 5 a 20 pl, ont été choisis

pour correspondre a différentes concentrations.

- Chaque dilution de I'extrait est ajoutée aseptiquement a 15 ml de milieu de culture
P.D.A.

-Les boites de Pétri ainsi préparées ont été légérement agitées pour assurer

’'homogénéisation du milieu avec les extraits.

-Les cultures témoins ont été préparées 15 ml PDA additionné de DMSO pour

I’évaluation de I'effet d’extrait.

-Aprés solidification, a I'aide d’'une pipette pasteur stérile le repiquage a été fait par
dépbt d’un disque mycélien de 6 mm de diameétre de chaque souche fongique étudié,

issu du périphérique des cultures jeunes développées sur milieux PDA.
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- Les boites de Pétri préparées ont été scellées par du para film et incubées a
I'obscurité pendant 6 jours dans une étuve réglée a 24 °C.
- Pour chaque concentration trois répétitions ont été effectuées.

La lecture des résultats est basée sur la mesure de diamétre de croissance
radiale mycélienne on fonction de temps afin de calculer le taux d’inhibition. Ce dernier
est évalué par le calcul du pourcentage de réduction de la croissance mycélienne, par

rapport au témoin selon la formule suivante:
TI% = [(DT — D)/ DT] x 100 [131].
T1% : taux d’inhibition de la croissance mycélienne.

DT : diametre moyen de la croissance mycélienne du champignon (en cm) dans la

boite de Pétri (témoain).

D : diamétre moyen de la croissance mycélienne du champignon dans la boite Pétri

qui contient I'extrait.
II.2.2.1 Etude de I'effet fongicide ou fongistatique des extraits

L’effet fongicide ou fongistatique des extraits étudiés sur les souches fongiques
testées, a été évalué par le transfert d’'un fragment a partir de la zone d’inhibition sur

une nouvelle boite pétri contenant le milieu PDA par la méthode de repiquage.

Si l'inhibition de cette croissance persiste aprés 6jours d’incubation, le pouvoir

fongicide de I'extrait est alors confirmé.

En cas de reprise de la croissance mycélienne, I'extrait de plante est dit a

activité fongistatique.
[1.2.3 Activité antioxydante

Pour évaluer l'activité antioxydante in vitro d'extraits naturels, différentes
méthodes ont été développées. Ces méthodes impliquent le mélange d'espéces
oxydantes, telles que des radicaux libres ou des complexes métalliques oxydés, avec

un échantillon contenant des antioxydants capables d'inhiber la génération de
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radicaux. Ces antioxydants peuvent agir selon deux mécanismes principaux : le

transfert d'atome d'hydrogéne ou le transfert d'électron [132].

Les méthodes basées sur le transfert d'atome d'’hydrogéne mesurent la capacité
globale d'un antioxydant a neutraliser les radicaux libres en donnant un atome
d'hydrogéne, tandis que les méthodes basées sur le transfert d'électron évaluent la
capacité d'un antioxydant a transférer un électron pour réduire divers composés, y
compris les métaux, les carbonyles et les radicaux. Ainsi, il est recommandé d'utiliser
différents tests pour confirmer l'activité antioxydante [132] ; [133]. Pour cela I'activité

antioxydante des différents extraits de Salvia chudaei a été évaluée par plusieurs tests.
[1.2.3.1 La capacité antioxydante totale

La capacité antioxydante des différents extraits a été évaluée au moyen de la
méthode du phospho-molybdéne, qui se base sur la réduction du molybdate de
molybdene VI (MO(VI)) en molybdate de molybdene V (MO(V)) [134].

Pour cela, un réactif a été préparé en mélangeant 0,6 M d'acide sulfurique avec
28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d'ammonium. Ensuite, 3,6 ml
de ce réactif ont été mélangés avec 0,4 ml d'extrait a tester, suivi d'une incubation en

bain-marie a 95°C pendant 90 minutes.

Une fois refroidi, I'absorbance du mélange a été mesurée a 695 nm en utilisant

un blanc contenant du méthanol a la place de l'extrait.

La capacité antioxydante a été exprimée en pg d'acide ascorbique équivalent
par milligramme d'extrait, fournissant ainsi une mesure quantitative de ['activité

antioxydante de chaque extrait.
11.2.3.2 Test du piégeage des radicaux libre (DPPH)

La méthode DPPH (diphenyl picryl-hydrayl) est basée sur la réduction d'une
solution alcoolique du DPPH+ en présence d'un atome d'hydrogéne antioxydant
donneur (AH), qui entraine la formation d'une forme non radicalaire, DPPH-H (diphényl
picrylhydrazine).
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Un volume de 3.9 ml de la solution méthanoliqgue de DPPH (0,004 %) est mélangé
avec (0.1ml) de différentes concentrations de chaque extrait (ageux, éthanolique et
HE) respectivement. Aprés 30 minutes d’incubation a I'obscurité et a température
ambiante, 'absorbance est déterminée a 517 nm contre un blanc qui contient juste la
solution DPPH.

Le pouvoir antioxydant est exprimé en pourcentage d’inhibition, qui est calculé

selon la formule suivante :
% Inhibition = ((Abs blanc — Abs échantillon) / Abs blanc) x 100
11.2.3.2.1 Calcul des IC50

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

des concentrations utilisées [135].
[1.2.3.3 Le test de blanchiment de la béta-caroténe

C’est une technique spectrophotométrique utilisée pour évaluer la capacité d'un
composeé a agir en tant qu'antioxydant. Le principe du test repose sur la mesure de la
décoloration du B-caroténe, qui est oxydé par les radicaux peroxydes produits lors de
la décomposition de I'acide linoléique. Ces radicaux libres oxydent le B-caroténe,
entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge. Cette décoloration est suivie par

spectrométrie a 470 nm [136].

On mélange 0,5 mg de B-caroténe avec 200 pl de tween 40, 25 ul d'acide
linoléigue et 1 ml de chloroforme. Puis on évapore le mélange a l'aide d'un évaporateur
rotatif et on ajoute 50 ml d'eau oxygénée a la solution (afin d’avoir une absorbance

comprise entre 0.5 et 0.6).

Dans chaque puits d'une plaque, on met 40 pl de chaque concentration des
extraits testés et du standard (acide ascorbique) a 160 pl de la solution de [3-carotene
préparée precédemment.
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La plague est incubée a 45°C et l'absorbance est déterminée a 470 nm est

enregistrée toutes les 30 minutes pendant 2 heures.

Le pourcentage d'inhibition de blanchiment de la B-carotene est calculé a partir

de la formule suivante :

% d'inhibition = [(DO e120 - DO T120) / (DO 710 - DO T120)] X 100
DO e120: Absorbance de I'extrait & T = 120 min (temps final)
DO t120: Absorbance du témoin négatif a T = 120 min (temps final)
DO to: Absorbance du témoin négatif a T = 0 min (temps initial)

Le pourcentage d'inhibition de blanchiment indiquera la capacité de I'échantillon a
prévenir I'oxydation et le blanchissement du -caroténe, en neutralisant les radicaux
libres produits par l'acide linoléique. Une inhibition élevée indique une forte activité

antioxydante du compose testé.
[1.2.3.4 Pouvoir réducteur du Fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur des extraits a été évalué en utilisant la méthode de Decker
et Welch [137]. 1 ml d'extrait a une concentration de 1 mg/ml a été mélangé avec 0,1
ml de FeClz2 (2 mM). La réaction est initiée par I'ajout de 0,2 ml de Ferrozine (5 mM),
suivi d'une agitation et d'une incubation pendant 10 minutes a température ambiante.
L'absorbance est lue a 562 nm et les résultats sont exprimés en pourcentage de

réduction des ions Fe?* en Fe3* selon la formule suivante :
| (%) = (Do control-Do extrait)/Do controlx100

1(%): Pouvoir réducteur.

Do: Absorbance a 562 nm.

[1.2.4 Toxicité aigue

L'évaluation de la toxicité aigué d'un extrait est une étape essentielle dans la

recherche biomédicale et la sécurité des produits. Afin de mettre en évidence
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d’éventuels effets toxiques des extraits obtenus, et de déterminer la dose létale 50
(DLso) [138].

Des souris de sexe male et femelle sont répartis de maniere aléatoire en
plusieurs lots (n=6). Les animaux sont mis en diete hydrique pendant 18 heures avant
le test. Chaque animal recoit par voie orale une dose unique (0.500 ; 1 ; 2 ; 5g/kg) de
I'extrait aqueux, éthanolique ou l'huile essentielle. Les animaux sont attentivement
surveillés apres I'administration de I'extrait et d’éventuels signes de toxicité, tels que

changements de comportement, modifications physiologiques, ou mortalité sont notés.

A la fin de la période d'observation qui est de 14 jours, les résultats sont

analysés pour déterminer la dose létale médiane (DLso).
[1.2.5 Activité analgésique

L'activité analgésique est le pouvoir de supprimer ou de réduire les spasmes
musculaires involontaires, en particulier dans les muscles lisses du tractus gastro-
intestinal, de I'utérus ou des voies urinaires. Les spasmes peuvent étre douloureux et

entrainer des symptémes désagréables.

Il existe différents agents antispasmodiques, tels que des médicaments, des
herbes et des thérapies, qui peuvent étre utilisés pour traiter les spasmes. Les
antispasmodiques agissent généralement en bloquant les récepteurs muscariniques
du systéme nerveux parasympathique, ce qui diminue la stimulation des muscles
lisses et réduit ainsi les contractions involontaires. D'autres agents agissent en inhibant
les canaux calciques des cellules musculaires, ce qui réduit I'entrée de calcium dans

ces cellules et limite les contractions.

L’effet analgésique des extraits a été déterminé en mesurant le nombre de
torsions abdominales induites par I'injection intra-péritonéale (IP) de I'acide acétique,
selon la méthode décrite par Liu et al. (2015) [139]. Cinq groupes de six souris chacun
ont été utilisés dans cette évaluation, et les différents groupes ont recu des traitements
par voie orale comme suit :

- Groupe téemoin recoit 0,5 ml de solution saline.
- Groupe de référence recoit du paracétamol® a une dose de 100 mg/kg de poids

corporel.
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- Trois Groupes recoivent une dose de 500 mg/kg de poids corporel des extraits

ethanolique, aqueux et I'huile essentielle respectivement.

Aprés 30 minutes, les souris ont été soumises a une injection intrapéritonéale de
200pl d'acide acétique a 0,6 %. Cing minutes aprés linjection, le nombre de

contractions abdominales a été compté pendant une période de 30 minutes.

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage de protection en utilisant la

formule suivante :
Pourcentage de protection (%)= [(NCc — NCrt) / NCc] x 100.
NCc : le nombre de contractions dans le groupe témoin (solution saline)

NCr : le nombre de contractions dans le groupe traité (paracétamol® et les différents
extraits).

I1.2.6 Activité anti-inflammatoire

Le but de ce test est la mesure de l'activité anti-inflammatoire des extraits de
Salvia chudaei. Le principe repose sur la détermination du pourcentage d’cedéme de
la patte provoqué par l'injection de carraghénane [140]. Cette inflammation peut étre

réduite par 'administration =)d’un anti-inflammatoire.

Dans cette expérience, 5 groupes de 6 souris chacun ont été utilisés :
v" Un groupe témoin recoit 0,5 mL de solution saline ;
v Un groupe de référence recoit 50 mg/kg de diclofénac ;
v' Trois autres groupes recoivent les extraits de Salvia chudaei (aqueux,

ethanolique et I'huile essentielle) a la concentration de 500 mg/kg.

L'cedéme a été induit 30 minutes aprés l'administration des extraits par
I'injection d’'une solution de carraghénane a 1% dans une solution saline (0,9% de
NaCl) dans la surface plantaire de la patte arriere droite des souris. Les volumes des

pattes injectées ont été mesurés 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h aprés l'injection.

L'importance de l'cedéme a été appréciée par la détermination de la moyenne du
pourcentage d'augmentation (%AUG) du volume de la patte de la souris suivant la

formule :
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AUG (%) = [(Vt— Vo) / Vi] x 100.
Vi : Volume de la patte au temps t ;
Vo : Volume initial de la patte.

L'activité anti-inflammatoire a été évaluée par le calcul du pourcentage d'inhibition

(%INH) de I',edéme selon la formule :
INH (%) = [(AUG témoin — AUG traité) / AUG témoin] x 100
[1.2.7 Analyse statistique

L’analyse des résultats des tests a été réalisée sur la base du traitement
statistique en utilisant le logiciel Graph Prism version 9. One way ANOVA, multi
comparaison ANOVA ET Tuckey test ont été utilisé comme traitement statistique. Les

différences sont considérées comme significatives si p<0,05.
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RESULTATS ET DISCUSSION

l. Résultats de I’étude phytochimique de la plante
I.1. Screening phytochimique

Le Screening phytochimique a été effectué dans le but d'identifier toutes les
composantes chimiques présentes dans la plante et de cibler plus ou moins
précisément les molécules responsables des différentes propriétés de la plante. Cette
analyse vise a obtenir une vue d'ensemble des constituants chimiques de la plante et
a explorer leur potentiel pour expliquer les divers effets et propriétés associés a cette

plante. Les résultats sont présentés dans le tableau :
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Les composés chimiques Réactions Résultats
_ o _ _ (+) : Apparition d’un précipité rougeinsoluble dans I'alcool
_ Tannins catéchiques Alcool iso amylique _ _

Tannins iso amylique

Tannins galliques Réactif de Stiasny (-) : Négatif

Flavonoides libres Réaction de cyanidine (+) : Apparition d’'une couche rouge surnageant

) Réaction  cyanidine  sans .
Flavonoide Leucoanthocyanes _ . () : négatif
ajouter de magnésium
Anthocyanes H2S04 + NH20H (+) : coloration bleu violacé

Les Coumarines

NH40H

(+) : apparition d’une fluorescence jaune sous UV

Les Alcaloides

Réactif de Dragendorff

(-) : Négatif

Les Dérivés | Anthracéniqus libres

Réaction de borntrager

(+) : une coloration plus ou moins rouge

anthraceniques o
Anthracéniqus

Combinés

Réaction de borntrager

(+) : une coloration plus ou moins rouge

Réaction de borntrager

(-) : négatif

Les Hétérosides cardioniques

Réaction de  Liebermann
burchard par I'intermédiaire de

réactif de Baljet

(+) : l'apparition d’unecoloration orangée

Les Saponoside

Test de Mousse

(+) : la formation de mousse.

Les Composeés réducteurs

Liqueur de Fehling

(+) : Laformation d’'un précipité rouge brique

Les Mucilages

Alcool absolu

(+) : La formation d’un précipité floclanconneux

(+) : réaction positive

(-) : réaction négative
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Les tests phytochimiques qualitatifs ont révélé la présence de diverses familles
de produits naturels dans la plante étudiée. Parmi ces composés, on a identifié des
polyphénols, tels que les flavonoides (flavonols, flavononols et anthocyanes), les
tanins (catéchiques) et les coumarines. De plus, des hétérosides ont été détectes,
notamment les dérivés anthracéniques (libres et combinés), les hétérosides
cardiotoniques, les saponosides, les composés réducteurs et les mucilages. Ces
composés ont montré des réactions caractérisées par des couleurs trés intenses.
Notablement, les alcaloides sont absents ou présents en quantités tres faibles dans

cette plante.

Les résultats obtenus sont cohérents avec des études antérieures menées sur
la méme plante par krimat et al (2022) et Hammoudi (2015) , qui ont également réveélé
la présence de flavonoides, tanins, hétérosides, triterpénes, saponosides,

anthraquinones. lls ont aussi rapporté I'absence d’alcaloides[141] et [119].

Ces résultats suggerent que la plante posséde une activité biologique
intéressante. Bien que les conclusions soient générales et imprécises, elles sont
encourageantes en raison des propriétés pharmacologiqgues connues de ces

composés, qui sont impliqgués dans de nombreuses activités biologiques.
[.2. Préparation des éxtraits

Les parties aériennes de Salvia chudaei ont été soumises a divers types
d'extraction : macération, macération sous ultrasons et extraction par soxhlet en
utilisant I'éthanol comme solvant. Un extrait aqueux a été également obtenu par

macération.

D'apres les résultats présentés dans le tableau V, il est clair que I'extraction par
ultrasons produit le rendement le plus élevé en termes de matiére extractive. Cette

observation peut étre expliquée par le mécanisme d'action des ondes ultrasonores.

En effet, les ondes ultrasonores générent des bulles de cavitation dans le
solvant, qui implosent avec force lorsqu'elles entrent en contact avec la matiere
premiere. Ces forces de cavitation agissent sur les parois cellulaires, les rompent et
permettent une libération rapide des composés souhaités présents dans la matiere

premiere [142].
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Tableau 2.V : Rendements des extractions

Extraits Méthode d’extraction Rendement en (%)

Ethanolique Macération 12,23%

Macération sous ultrasons | 14,75%

Soxhlet 11,98%

Aqueux Macération 8,63%

En comparaison, dans d'autres méthodes telles que la macération ou le
Soxhlet, I'extraction des composés peut étre plus lente et moins efficace. La
maceération repose sur la diffusion des composés dans le solvant, tandis que le
Soxhlet fonctionne par extraction continue mais avec une action moins intense sur
les parois cellulaires. Ces méthodes peuvent étre moins efficaces pour extraire les

composeés, surtout lorsque la matiere premiere est difficile a pénétrer [143] ; [144].
[.3.Quantification de composés phénoliques

Les métabolites secondaires englobent une vaste gamme de molécules
présentes dans les plantes, avec leur nature chimique et leurs concentrations variant
considérablement d'une espéce a l'autre. Pour évaluer les phénols totaux, les
flavonoides et les tanins contenus dans les extraits précédemment préparés, des
dosages spectrophotométriques ont été effectuée. Les teneurs ont été calculées a
partir des courbes d'étalonnage et exprimées en microgrammes équvalent d’étalon par

milligrammes d'extrait. Ces derniéres sont représentées en tableau 2.VI.

Les divers extraits éthanoliqgues obtenus par différentes méthodes d'extraction
montrent une importante variation dans leurs concentrations en CcomMpoOsés
phénoliques. L'analyse statistique, effectuée (ANOVA one way), n'a révélé aucune
différence significative (p=0.778) entre les différentes concentrations obtenues par les
divers procédés d'extraction. Cependant, la méthode de macération sous ultrasons a

produit des concentrations élevées, atteignant 765,85+1,20 pug d'acide gallique/mg
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d'extrait pour les polyphénols totaux, 84,32+1,98 pug de quercétine/mg d'extrait, et

16,15 + 3,9 pg d'acide tannique/mg d'extrait pour les flavonoides et les tanins

respectivement.

Tableau 2.VI : Teneurs en composés phénoliques

Extraits Polyphénols totaux | Flavonoides (ug de | Tanins (ug d’acide
(Mg d’acide | quercétine/mg tanique/mg d’extrait)
gallique/mg d’extrait)
d’extrait)

Extrait éthanolique | 556,72+2,56 72,01+3,21 14,65+0,95

par maceération

Extrait éthanolique | 249,08+3,27 64,38+4,20 13,09+0,7

par soxhlet

Extrait éthanolique | 765,85+1,20 84,32+1,98 16,15+ 3.9

par ultrasons

Extrait aqueux 401,11+1,78 36,60+2,32 9,21+1,94

L’extrait ethanolique par macération a donné des teneurs en polyphénols

totaux, flavonoides et tanins de : 556,72+2,56 ug d’acide gallique/mg d’extrait ;

72,01+£3,21 pg de quercétine/mg d’extrait et 14,65+0,95 ug d’acide tanique/mg d’extrait

respectivement. Alors que I'extraction sous reflux (soxhlet) a permet de quantifier des

valeurs de 249,08+3,27 ug d’acide gallique/mg d’extrait pour les poly phénols totaux,

64,38+4,20 ug de quercétine/mg d’extrait pour les flavonoides et 13,09+0,7 ug d’acide

tanique/mg d’extrait pour les tanins (Figure 2.4).
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Figure 2.4 : Teneurs en polyphénols totaux (TPC), flavonoides (TFC) et tanins par

différents procédé d’extraction.

L’extrait aqueux obtenu par macération affiche des quantités de 401,11+£1,78
Mg dacide gallique/mg d’extrait ; 36,60+2,32 pg de quercétine/mg d’extrait
et 9,21+1,94 ug d’acide tanique/mg d’extrait pour les trois types de composés

phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides et tanins) respectivement.

Les méthodes d'extraction jouent un rdle crucial dans la quantification des composés
phénoliqgues présents dans les échantillons. Différentes techniques d'extraction

peuvent entrainer des variations significatives dans les teneurs en composés
phénoliques mesurées.

Chaque méthode d'extraction peut extraire différents sous-groupes de
composés phénoliques. Certains composés phénoliques sont mieux extraits par des
solvants organiques, tandis que d'autres sont plus solubles dans l'eau. Par
conséquent, le choix du solvant aura un impact sur les teneurs obtenues. Par exemple,
les phénols non polaires peuvent étre mieux extraits avec des solvants organigues,

tandis que les anthocyanes et acides phénoliques sont plus solubles dans I'eau [144].

La méthode d’extraction menée a température ambiante permet d’extraire le
maximum de composeés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues
aux températures élevées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction [145].

L'extraction assistée par ultrasons est une méthode rapide et efficace pour extraire les



12

composés phénoliques. Les ultrasons peuvent faciliter la rupture des parois cellulaires,
augmentant ainsi le rendement d'extraction. Les ultrasons présentent I'avantage de
réduire considérablement le temps d’extraction et d’augmenter le rendement
d’extraction [142].

Samaoui et al., (2019) rapportent que I'extrait aqueux de Salvia chudaei
présente des teneurs en polyphénols totaux et flavonoides différentes des notres, elles
sont de : 201,8 mg GAE/ g DW, 195. 6 mg ECE/g DW respectivement [146].

En outre Hammoudi et al., (2017) trouvent des taux de poly phénols totaux de
187.2 + 4.68 et 292.1 + 3.81 mg GAE/g DW pour I'extrait éthanolique obtenu par
macération ou par Soxhlet respectivement. Ces valeurs sont proches concernant

I'extraction par soxhlet, mais restent inférieurs a ceux obtenus par macération [119].

Pendant la croissance de la plante, il est possible que la distribution des
métabolites secondaires subisse des changements. Ces variations pourraient étre
associées a des conditions climatiques telles que des températures élevées, une
exposition solaire intense, la sécheresse et la salinité. Ces facteurs peuvent stimuler

la biosynthese de métabolites secondaires comme les polyphénols [13] ; [147].

Il est important de noter que la teneur phénolique d'une plante est également
influencée par divers autres facteurs tels que les conditions climatiques, le moment de
la récolte, le solvant utilisé lors de l'extraction, le type de variété de la plante,

I'environnement, le type de sol et les conditions de stockage [148] ; [149].

Les concentrations en composés phénoliques totaux présentes dans les extraits
de S. chudaei, telles que déterminées au cours de cette étude, se révélent étre
supérieures ou équivalentes a celles de certains autres extraits de Salvia. C'est
notamment le cas pour S. officinalis, affichant une concentration de 431 + 37 mg
GAE/g d'extrait [150], ainsi que S. tomentosa et S. fruticosa, avec respectivement
349,72 £1,27 et 396,31 £ 1,89 mg GAE/g d'extrait [151], De plus, S. cadmica présente
une concentration notable de 940,93 + 6,97 mg GAE/100g d'extrait [152] .

En ce qui concerne le contenu total en flavonoides (TFC) des différentes
espéces Salvia, plusieurs études ont rapporté des valeurs inférieures de TFC. Par

exemple, I'espéce S. officinalis a affichée une teneur de 11,2 mg d'équivalent de
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catéchine par gramme d'extrait [153]. En De méme, S. fruticosa a affiché une valeur
de 107,14 + 2,47 mg d'équivalent de catéchine par gramme de matiére déshydratée
(DE) [154], tandis que S. aramiensis a présenté une valeur de 118,85 *+ 4,47 mg
d'équivalent de catéchine par gramme d'extrait [155]. D'autres espeéces, telles que S.
sclarea, S. atropatana, S. ahendica, S. hydrangea, S. xanthocheila, S. macrosiphon,
S. glutinosa, S. chloroleuca, et S. ceratophylla, ont montré des variations dans leur
contenu en flavonoides. Les extraits méthanoliques de ces especes se situaient dans
une fourchette allant de 2,2 + 0,2 a 36,2 £ 0,5 mg d'équivalent de catéchine par

gramme d'extrait [156].

La comparaison des valeurs de TPC (teneur totale en composés phénoliques)
et de TFC (teneur totale en flavonoides) des extraits de S. chudaei avec les résultats
rapportés dans la bibliographie permet d'avoir une idée de leur richesse en composés
phénoliques. Néanmoins, il est important d'identifier le type de composés phénoliques
présents dans ces échantillons, ce qui a été réalisé par la suite par HPLC-UV/VIS.

I.4. Analyse chromatographique par HPLC-UV/VIS

L’analyse chromatographique des deux extraits de Salvia chudaei (extrait
éthanolique et aqueux) a été réalisé par HPLC-UV/VIS contre une gamme de
composés phénoliques standards (40 composés). L’identification des différents
composeés était basée sur leur temps de rétention et sur leurs spectres UV-visible, en

comparaison avec ceux des standards utilisés (Figure 2.5 et 2.6).
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Figure 2.5 : Profil chromatographique par HPLC-UV/VIS de I'extrait éthanolique de

Salvia chudaei

Les résultats sont répertoriés dans le Tableau V, mettant en lumiére différentes
catégories de composés phénoliques extraits de Salvia chudaei, nhotamment des
acides dérivés du benzoique tels que le catéchol et I'acide gentisique, ainsi que des
acides hydroxycinnamiques tels que l'acide caféique, l'acide férulique, l'acide
chlorogénique et l'acide sinapique. De plus, on observe la présence du tert-
butylhydroquinone (TBHQ), un dérivé d’hydroquinones, et de [Iacide
phénylpropanoide, l'acide hydrocinnamique. Il est a noter qu’aucune recherche
antérieure n’avait exploré le profil phénolique de I'extrait éthanolique de S. chudaei,
faisant de ces résultats la premiére étude détaillée décrivant sa composition

phénolique.
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Figure 2.6 : Profil chromatographique par HPLC-UV/VIS de I'extrait aqueux de

Salvia chudaei

En ce qui concerne la quantification, l'extrait éthanolique révéle une
concentration plus élevée en acide dihydroxy caféique (4,654 mg/g d’extrait), TBHQ
(1,744 mg/g d’extrait), acide caféique (1,591 mg/g d’extrait) et acide chlorogénique
(1,080 mg/g d’extrait). En revanche, I'extrait aqueux présente des niveaux plus élevés
d’acide hydrocinnamique (5,695 mg/g d’extrait), acide dihydroxy caféique (4,578 mg/g
d’extrait), acide trans-cinnamique (2,972 mg/g d’extrait), TBHQ (1,593 mg/g d’extrait)
et acide férulique (1,021 mg/g d’extrait).

L'analyse a montré que les composés phénoliques étaient principalement
représentés par des dérivés d'acide hydroxycinnamique (voir détails en ANNEXE B).
Cette observation est conforme a des études antérieures menées sur d'autres especes
Salvia [157] ; [158] ;[159] ; [160]

La majorité des acides phénoliques dans les especes  Salvia sont
exclusivement des dérivés de l'acide caféiqgue notamment I'acide rosmarinique, I'acide
coumarique et acide dihydroxy caféique. L'acide caféique joue un rdle central dans la
biochimie des Lamiaceae et se présente principalement sous forme de dimeére en tant
gu'acide rosmarinigue [161]. Dans les espéces Salvia, l'acide caféique sert de bloc de

construction a une variété de métabolites végétaux, allant des monomeres plus
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simples aux produits de condensation multiples, donnant ainsi naissance a divers
oligoméres. Les triméres et tétrameres sont particulierement intéressants du point de
vue thérapeutique, car ils ont démontré posséder des activités biologiques

significatives [162].

Les monomeéres fréquemment présents dans les espéces du genre Salvia sont
représentés par l'acide caféique [163] et d'autres dérivés monomériques, notamment

I'acide férulique et l'acide isoferulique [164].

Les travaux de Tohma et al., (2016) sur I'analyse en composés phénolique de
plusieurs especes du genre Salvia, rapportent que les principaux acides phénoliques
étaient le kaempférol , I'acide rosmarinique, alors que les phénols moins abondants
étaient I'apigénine, I'acide p-coumarique, lutéoline et I'acide chlorogénique [165]. Des
différences dans la variété et la quantité de composés phénoliques provenant de
différentes espéces Salvia sont attendues, car il est possible que la saison de récolte
et I'origine géographique affectent les contenus phénoliques. De plus, chaque espéce

a une composition phénolique unique propre a la plante [166].



Tableau 2.VII : Identification et quantification des composés phénoliques des extraits de Salvia chudaei
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Concentration dans

Concentration dans

Nom du composé T,empé de Air I’extrait éthanolique en I’extrait aqueux en mg/g
retention mg/g d’extrait d’extrait
Gallic acide 3.77 14584.74 0,0154 0,012
2,3,4-Trihydroxybenzoic acide 9.89 317.75 - 0,013
Catechol 11.45 3859.87 0,238 0,038
4-Hydroxybenzoic acide 15.41 450.23 - -
4-Acetocatechol 16.36 1406.01 0,016 -
2,4-Dihydroxybenzoic acide 17.87 3939.20 0,062 0,11
Homovanillic acide 19.45 7804.18 0,819 0,379
3-hydroxybenzoic acide 19.96 109.77 - -
Pyrogallol 21.27 1066.59 - -
4-Methylcatechol 22.40 1229.87 0,065 -
phenol 22.77 585.53 - -
2,3-hydroxybenzoic acid 23.75 880.74 -
resorcinol 24.51 2329.70 0,093 0,084
caffeic acide 25.42 9133.21 1,591 0,759
2,6-dihydroxybenzoic acid 26.69 3220.78 0,396 -
coniferyl alcohol 27.40 1171.66 - -
tert-butyl hydroquinone TBHQ 28.63 7052.27 1,744 1,593
Dihydroxycaffeic acide 30.21 31674.73 4,654 4578
ferulic acid 30.33 32431.10 0,659 1,021




Tableau 2.VII : Identification et quantification des composés phénoliques des extraits de Salvia chudaei (Suite 1)
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Concentration dans

Concentration dans

Nom du composé T,empé de Air I’extrait éthanolique en I’extrait aqueux en mg/g
retention mg/g d’extrait d’extrait

chlorogenic acid 31.18 7840.10 1,081 -
Caffeic acide dimethyl ether 32.40 8977.25 0,076 0,021
Sinapic acid 33.87 1934.03 0,119 0,030
p-coumaric acid 36.07 117.78 - 0,030
hydroferulic acid 37.42 4173.80 0,267 0,137
4-Propylphenol 37.83 2524.78 0,074 0,038
3,4,5-trimethoxycinnamic acide 41.70 132.56 - -
lawson 42.06 22491 - -
Acide salicylique 45,81 289,98 - 0,119
esculin 46.63 491.98 0,037 -
beta-carotene 47.08 300.09 0,027 0,200
hespertin 47.28 228.96 0,019 -
4-ethyl phenol 48,90 44755,76 - 0,723
benzoic acide 49.14 3664.67 0,067 -
3,5-Dimethoxyphenol 50.49 143.44 0,070 -
Hydrocinnamic acide 52.19 180.40 0,119 5,695
trans-cinnamic acid 56.25 501.54 0,079 2,972
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1.5 Extraction des huiles essentielles

Dans notre étude, I'extraction des huiles essentielles de la partie aérienne de
Salvia chudaei par hydro-distillation a donné une huile essentielle de couleur jaune
pale, une odeur agréable, épicée rappelant 'odeur de la plante et avec un rendement
de 1.33 %. Ce résultat est plus élevé par rapport a celui de Krimat et al., (2015) [23],
Hammoudi et al., (2015) [119], qui rapportent des valeurs de 0.55% et 0.4 - 0.6%
respectivement. Cette différence pourrait s'expliquer par le fait que nous avons testé
une période de récolte différente et des conditions climatiques distinctes dans chaque

étude.

Des variations significatives dans le rendement en huiles essentielles peuvent
étre observées, elles sont influencées par divers facteurs tels que les conditions de
culture, la période de récolte, la méthode d'extraction, le type de variété de la plante
et son origine géographique. Par exemple pour la sauge officinale : en France, le
rendement est de 2,05%, en Hongrie de 2,50%, au Portugal de 2,90% et en Roumanie
de 2,30% [167]. En Tunisie, on observe un rendement de 2,55% pour la variété de la
région de Djebel ouest et de 1,80% pour celle de Marsa [13]. En Serbie, les espéces
Salvia pratensis et Salvia berolonii présentent des rendements encore plus bas,
respectivement de 0,073% et de 0,0016% [168]. En Turquie, une étude a montré des
rendements de 0,5% pour l'espéce S. heldreichiana et de 0,4% pour S. cryptantha
[169]. D'autres especes de sauge récoltées en Turquie, telles que S. aramiensis et S.

cyanescens, présentent des rendements de 2,2% et 0,04% respectivement [170].
1.6 Analyse de I’huile essentielle par CG/MS

La composition chimique de l'huile essentielle de Salvia chudaei a été
déterminée par Chromatographie en phase gazeuse couplée a la Spectrométrie de
masse (CG/MS). L’identification des différents constituants chimiques des huiles
essentielles est réalisée selon I'ordre d'élution, leurs teneurs relatives et grace a la
comparaison de leurs indices de rétention de Kovats avec ceux donnés dans la
littérature. Les spectres de masse obtenus sont ensuite comparés avec ceux des
produits de référence contenus dans les bibliotheques informatisées. Cette analyse a

fait ressortir 26 composés en totale. lls sont représentés en tableau VI.



Tableau 2.Vl : Composition chimique de 'huile essentielle de Salvia chudaei

N Temps de rétention (min) | Composé identifié % Nature chimique
1 5,819 alpha.-pinéne 24,22 Monoterpéne

2 6,231 Camphéne 1,75 Monoterpéne

3 6,964 I-.beta.-Pinéne 1,04 Monoterpéne

4 8,056 Alpha.-Terpinéne 0,37 Monoterpéne

5 8,285 PARA Cyméne 1,09 Monoterpéne

6 8,414 [-Limonéne 0,38 Monoterpéne

7 9,276 gamma.-Terpinéne 2,31 Monoterpéne

8 10,088 Terpinoléne 0,53 Monoterpéne

9 12,784 L Bornéol 0,89 Alcool monoterpéne
10 13,035 Terpine-4-OL 0,34 Alcool monoterpéne
11 16,204 Bornyl acetate 34,09 Ester monoterpéne
12 17,833 Acétate de trans-Pinocarvyl 1,51 Ester monoterpéne
13 19,508 NI 1,61 -

14 19,738 Acétate de Limonén-10-yl 0,35 Ester monoterpéne
15 20,048 trans-Caryophylléne 4,21 Sesquiterpéne

16 20,225 Mentha-1,4,8-triéne 1,75 Monoterpéne

17 21,133 DELTA.-cadinéne 0,27 Sesquiterpéne

18 21,908 Valencéne 3,78 Sesquiterpéne

19 22,132 Isolédéne 0,7 Sesquiterpéne

20 22,324 (A)germacréne 0,29 Sesquiterpéne

21 22,583 gamma.-Cadinéne 2,99 Monoterpéne

NI : non identifié
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Tableau 2.VIII : Composition chimique de I'huile essentielle de Salvia chudaei (Suite 1)

N Temps de rétention (min) | Composé identifié % Nature chimique

22 22,763 1S, CIS-Calamenéne 0,3 Monoterpéne

23 24,391 NI 0,32 -

24 25,229 Alpha. —Cubebéne 0,87 Sesquiterpéne

25 2591 NI 5,69 -

26 26,253 Elémol 8,36 Alcool sesquiterpéne

NI : non identifié
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L'analyse de l'huile essentielle de Salvia chudaei a mis en évidence deux
principales classes de composés, les monoterpénes qui représentent 73,9% de la
masse totale, et les sesquiterpenes qui représentent 18,48%.

Parmi les monoterpénes identifiés, les hydrocarbures mono-terpéniques sont
les plus abondants et comprennent des composeés tels que : I'alpha Pinéne (24,22%),
le gamma-Cadinene (2,99%), le gamma-Terpinéne (2,31%), le Camphene (1,75%), le
Mentha-1,4,8-triene (1,75%), le Para cyméne (1,09%), le I-beta.-pinene (1,04%), le
terpinoléne (0,53%), le I-limonéne (0,38%) et I'Alpha terpinéne (0,37%). On trouve
également des alcools mono-terpéniques comme le Terpine-4-ol (0,34%) et le L-
Bornéol (0,89%), ainsi que trois esters ; I'acétate de bornyl (34,09%), I'acétate de trans-
Pinocarvyl (1,51%) et l'acétate de Limonen-10-yl (0,35%).

Quant aux composés sesquiterpenes, ils comprennent principalement des
hydrocarbures tels que le trans-caryophylléne (4,21%), la Valencéne (3,78%), l'alpha-
Cubebéne (0,87%), le (-)-Isolidéne (0,7%), I'A-germacréne (0,29%) et le Delta.-
cadinéne (0,27%). On trouve également un alcool sesquiterpénique, I'elemol (8,36%).

En résumé, l'huile essentielle de Salvia chudaei est dominée par les
monoterpénes, avec une forte présence d'hydrocarbures mono-terpéniques, suivis

des sesquiterpenes, principalement sous forme d'hydrocarbures sesquiterpéniques.
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Figure 2.7 : Composition chimique de I'huile essentielle de Salvia chudaei
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Les composés majoritaires caractérisant cette huile sont : bornyl acetate
(34.09%), alpha Pinene (24.22 %), trans-caryophyllene (4.21 %) et Valencéne (3.78
%). Des études similaires sur la méme espece, ont rapporté la présence de ces
composés mais avec des teneurs différentes, elles sont de 20.5 %, 6.9%, 10.6 %, 9.3

% respectivement [141].

Selon I'analyse phytochimique des espéces Salvia, les principaux constituants
sont des monoterpénes, des sesquiterpenes et des composés phénoliques [171];
[172];[173]; [159] ; [174]. Plusieurs travaux antérieurs ont signalé, que les principaux
composants de I'huile essentielle de Salvia sont le 1,8-cinéole (eucalyptol), I'a et -
thuyone, I'a et B-pinene et le bornéol. Cependant, certains auteurs ont noté qu'il existe
des variations significatives spécifiques a chaque espéece dans la concentration de ces
composeés en présence d'autres. De plus, comme c'est le cas avec d'autres plantes
meédicinales et aromatiques, la composition de I'huile essentielle des especes Salvia
est grandement influencée par des facteurs génétiques et environnementaux [175] ;
[162] ;[176].

Parmi les espéces Salvia partageant la méme prédominance de composés
monoterpiniques mais a des proportions différentes, nous citons: Salvia hydrangea,
dont l'huile essentielle a été également caractérisée par une quantité relativement
élevée en monoterpenes oxygénés (69.6%) et avec le camphre (54.2%), I'a-humuléne
(4.0%), le Cis-sesquisabinéne hydraté (2.8%), le myrténol (2.6%), le B-bisabolol (2.2%)

et le 1,8 -cinéole (2.1%) comme composés majoritaires [176].

L'étude réalisée par Akin et al., (2010) a montré que le camphre (19.1%), le 1,8-
cinéole (16.4%), le bornéol (11.9%), et I'acétate de bornyle (2.4%) sont les principaux
constituants de I'huile de Salvia cryptantha. Alors que le linalool (9.4%), I'a-pinéne
(5.6%), le 1,8-cinéole (5.6%), le bornéol (5.6%), la cryptone (5.3%), I'acétate de linalyle
(4.9%), l'a- terpinéol (4.4%) sont les principaux constituants de l'huile de Salvia
heldreichiana [169].

Ibrahim kivrak et al., (2009) rapportent que I'huile essentielle de Salvia
potentillifolia affichait une prédominances de composés monoterpéniques avec : l'a-
pinéne (29.2%), le B-pinéne (14.9%), le 1,8 cinéole (7,44%) et le lomonene (2,64%)

comme composé majoritaires [177].
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Il. Résultats de I’étude des activités biologiques des extraits de Salvia chudaei

L'objectif principal de cette étude était de mener une évaluation compléte des
propriétés biologiques des extraits de Salvia chudaei , a savoir lactivité
antimicrobienne, antioxydante, anti-inflammatoire, et analgésique, tout en examinant
leur toxicité. Ces investigations visaient a apporter une contribution significative a la
reconnaissance et a la validation des vertus thérapeutiques de la plante. Ce faisant,
elles cherchaient a étayer I'usage traditionnel de cette plante en médecine en mettant

en lumiere ses bénéfices potentiels pour la santé.
[I.1. Activité antibactérienne

Les extraits de Salvia chudaei ont été soumis a des tests d'activité
antibactérienne contre un total de 12 souches bactériennes, comprenant des Gram
positifs et des Gram négatifs, ainsi que 2 levures. Ces micro-organismes sont connus
pour étre les agents responsables d'infections affectant divers systemes, notamment
les voies respiratoires, gastro-intestinales, urinaires et la peau. Pour évaluer cette
activité, deux méthodes ont été utilisées : la diffusion sur milieu solide et la méthode
de dilution pour déterminer la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI). Les résultats

de ces tests sont présentés dans le tableau ci-dessous.



Tableau VIl : Résultats de I'activité antimicrobienne de I'huile essentielle
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Diamétres des zones d’inhibition en (mm) CMI mg/ml
Huile essentielle Extrait . Extrait AMP
ethanolique agueux 10 pg

Gram +
Bacillus subtilis ATTC 6633 16 +2.13 10 +0.55 - 1.75
Staphylococcus aureus ATTC 6538 23.33+1.52 14.5+1.32 7+1,00 15
Staphylococcus epidermidisATTC 12228 20.16 £ 2.02 10.33 +0.57 - 15
Enterococus faecalisATTC 29122 30 £ 2.56 6.5 +0.50 30 1.25
Sarcina lutea 38.25+1.52 15 +2.00 0.5
Gram-
Echerichia coli ATTC 10536 - 8 +£1.00 7.66 £1,00 -
Echerichia coli ATTC 2378 - - 24
Pseudomonas aeroginosa ATTC 27853 - - -
Klebsiella pneumonia ATTC2372 - 6.5+0.5 6,5+ 0,86 18
Citrobacter diversus - 7.16 £1.00 20
Schigella flexineri - 6.5+1.3 22
Levure
Candida albicansATTC 10231 - - - -
Candida tropicalis 8+1 - - - 2.5

Résults sont exprémis en moyenne + écart type; AMP : Ampicilline ;

CMI: concentration minimale d’inhibition .
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L'huile essentielle de Salvia chudaei a démontré une action antimicrobienne
significative, avec des variations notables entre les différentes souches testées (p <
0,001). Elle a réussi a entraver la croissance de cinq souches distinctes : Sarcina lutea,
Enterococcus feacalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus
subtilis et Candida tropicalis, avec des zones d'inhibition respectives de 38,25 mm, 30

mm, 23,33 mm, 20 mm, 16 mm et 8 mm.

Les hydrocarbures monoterpéniques, qui représentent 36,55% de la
composition totale, comprenant notamment I'acétate de bornyle et I'a-pinene (24,2%),
sont bien connus pour leurs propriétés antimicrobiennes [178];[179]. En effet, le bornyl
acétate extrait des huiles essentielles de diverses espéces a manifesté une forte
activité antimicrobienne contre plusieurs souches bactériennes, y compris S. aureus,
S. epidermidis, P. aeruginosa, K. pneumoniae et E. coli, avec une décroissance

séquentielle de l'activité inhibitrice [180].

L'équilibre microbien intestinal a été étudié par Zhang et al., (2017), qui ont
constaté que la thérapie au bornyl acétate réduisait significativement les bactéries
pathogenes dans lintestin, notamment Escherichia, Helicobacter, Desulfovibrio,
Ruminococcus, Parabacteroides, Clostridium, et rétablissait I'abondance des
probiotiques de la famille des Lactobacillaceae [181]. Cette rééquilibration pourrait
contribuer a réduire les maladies inflammatoires de l'intestin provoquées par des
agents pathogenes. L'analyse en grappes a également suggéré que le traitement au

bornyl acétate rétablissait partiellement I'équilibre microbien intestinal

L'a-pinéne, qui est également abondant dans les huiles essentielles de
nombreuses plantes, y compris celles du genre Salvia [182], a démontré un effet
inhibiteur sur S. aureus et B. subtilis, comme rapporté par [183]. De plus, Yang et al.
(2015) ont signalé l'effet inhibiteur de 'a-pineéne sur diverses especes bactériennes,
notamment Streptococcus pyogenes (CMI : 132 pg/ml), Staphylococcus aureus
résistant a la méthicilline (CMI : 210 ug/ml), Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline et a la gentamicine (MGRSA) (CMI : 256 pg/ml), Streptococcus
pneumoniae (CMI : 172 pg/ml), Klebsiella pneumoniae (CMI : 178 pg/ml),
Haemophilus influenzae (CMI : 126 pg/ml) et Escherichia coli (CMI : 98 pg/ml).
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Nobrega et al., (2021) ont également noté I'effet inhibiteur de I'a-pinéne sur la
croissance de Candida albicans (CMI : 64—-128 pg/ml), Candida parapsilosis (CMI : 64
pl/ml) et Candida tropicalis (CMI : 1.024—64 pg/ml) [184].

En outre, la présence de caryophyllene (4,21%), de limonéne (0,38%) et de
germacrene (0,29%) pourrait également contribuer partiellement a [l'activité
antimicrobienne, méme si leurs concentrations sont inférieures. En effet, plusieurs
études antérieures ont confirmé les propriétés antimicrobiennes de ces composes

[185-189].

Cependant, il convient de noter que cette activité antimicrobienne pourrait étre
aussi expliquée par le phénomene de synergie entre tous les composants volatils.
Selon plusieurs études, les interactions synergiques ou antagonistes entre les
différents composés, méme en proportions réduites, pourraient jouer un réle
significatif. En effet, ces interactions pourraient donner lieu & une activité
antimicrobienne bien plus marquée que celle prévue en se basant uniquement sur les

composés majoritaires [190-192].

L’huile essentielle de Salvia chudaei semble avoir un effet antimicrobien
puissant contre les bactéries Gram+. En revanche, aucun effet n'a été observé sur les
bactéries Gram- . Ces résultats concordent avec ceux présentés par Krimat et al
(2015). lIs ont constaté que I'huile essentielle de Salvia chudaei peut avoir un effet

inhibiteur sur la croissance de souches Gram+ mais pas sur les souches Gram- [23].

Cependant les travaux de Hammoudi et al., (2015) ont rapporté un effet
inhibiteur sur la croissance de Pseudomonas aeruginosa et E coli avec des diameétres
de 16 et 19 respectivement. Ceci peut étre expliqué par le fait que leur huile essentielle
présente une composition chimique tres différente de la nbtre et avec une

prédominance de composés sesquiterpéniques oxygéenés [119].

Plusieurs études rapportent que les bactéries Gram-négatives semblent étre
plus résistantes que les bactéries Gram-positives aux huiles essentielles [193]. Cette
caractéristique est en partie due a la complexité de I'enveloppe cellulaire de ces micro-
organismes, qui contient une double membrane [191],[194]. En fait, les bactéries
Gram- ont une membrane qui présente une perméabilité sélective ; la surface des

lipopolysaccharides contient des charges négatives, qui empéchent la diffusion des
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molécules hydrophobes, et des porines qui bloquent le passage des molécules de
poids moléculaire élevé[195].

Contrairement aux bactéries Gram+, l'absence de cette barriere permet un
contact direct entre les constituants hydrophobes de I'huile essentielle et la bicouche
de phospholipides de la membrane bactérienne, ce qui leur permet de pénétrer dans
cette derniere. Cela peut induire un changement dans la conformation de la
membrane, une perturbation chémo-osmotique ou une fuite d'ions, libérant ainsi les

constituants intracellulaires vitaux [196].

L'extrait éthanolique de Salvia chudaei a démontré la capacité d'inhiber la
croissance de neuf souches bactériennes, a savoir Sarcina lutea, S. aureus, S.
epidermidis, Bacillus subtillus, E. coli et Citrobacter diversus. Les zones d'inhibition
obtenues étaient de 15 mm, 14,5 mm, 10,33 mm, 10 mm, 9,66 mm et 7,16 mm,
respectivement. En revanche, l'extrait aqueux a présenté un effet inhibiteur
uniquement sur S. aureus, E. coli et Klebsiella pneumonia avec des zones d'inhibition

mesurant 7 mm, 7,66 mm et 6.5 mm respectivement.

Le potentiel antimicrobien des extraits semble découler des diverses catégories
de métabolites secondaires qui ont été identifiées lors du screening phytochimique
initial. Les espéeces Salvia sont particulierement riches en polyphénols, incluant des
acides phénoliques et des flavonoides [39]. Les flavonoides tels que la quercétine,
I'apigénine et la lutéoline, ainsi que les acides phénoliques tels que les acides gallique,
rosmarinique, chlorogénique et caféique [65], ont été identifiés dans les espéces

Salvia.

Les propriétés antimicrobiennes des acides phénoliques, des flavonoides et des
terpénoides ont également été rapportés. Cowan (1999) a suggéré que différentes
catégories de polyphénols, en particulier les tanins et les flavonoides, sont en mesure
d'accentuer la toxicité des extraits envers les microorganismes [197]. Divers
mécanismes ont été proposés pour expliquer les effets antimicrobiens des
polyphénols. Parmi ceux-ci, on retrouve l'inhibition de la synthese d'acides nucléiques,
la perturbation des fonctions de la membrane cytoplasmique, la séquestration de
substrats nécessaires a la croissance microbienne, ainsi que laltération du

métabolisme énergétique des micro-organismes. A titre d'exemple, les tanins sont
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capables d'inhiber les enzymes microbiennes, d'induire une lyse membranaire directe,
ou de former des complexes avec des ions métalliques cruciaux pour leur survie,
notamment le fer. La toxicité varie en fonction du nombre et de la position des

groupements hydroxyles dans le composé phénolique [198].

En outre, on a également noté que l'activité antimicrobienne de plusieurs
plantes est attribuable a la présence d'anthraquinones [199];[200]. Les saponosides,
déja reconnus comme des agents antimicrobiens par divers auteurs, jouent également

un réle important [201].

En somme, l'efficacité optimale d'un extrait ne repose pas uniquement sur ses
composés phénoliques, mais plutdt sur l'interaction combinée (synergie) de divers

composeés présentant des effets antibactériens [202].

Des études ont rapportés le pouvoir antimicrobien de plusieurs espéces
Salvia, : les travaux de Tepe et al., (2004) sur les extraits de S.crypntantha et S.
multicaulis et S.tomentosa lls ont noté une activité antimicrobienne importante avec
plus d’inhibition sur la croissance de Candida albicans, qui présente une zone
d’inhibition de 25mm [203],[204].

Alors que les études de Kivrak et al., (2009) sur S.potentillipholia de la Turquie,
ont montré que 'huile essentielle possédait un pouvoir antimicrobien plus important
que I'extrait éthanolique, avec des zones d’inhibition variant de 8 a 40 mm de diamétre
[205].

[1.2. Activité antifongique

L’activité antifongique des extraits de Salvia chudaei sur quatre souches
fongiques a été testée par la méthode de contact direct. Les pourcentages d’inhibition

obtenus sont représentés dans les figures suivantres.
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Figure 2.8 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium redolens sous

'effet des différentes doses des extraits de Salvia chudaei

D'apres les données présentées dans les figures 2.8, il est observé que la
croissance myceélienne de Fusarium redolens présente une diminution proportionnelle
aux concentrations des extraits utilisés. Des taux d'inhibition tres significatifs sont
obtenus pour l'extrait éthanolique (88,31%, 90,90%, 90,90%) ainsi que pour l'extrait
agueux (15,06%, 16,43%, 22,53%) a des concentrations de 5 mg/ml, 10 mg/ml et 20
mg/ml respectivement. L'huile essentielle présente un effet inhibiteur modéré sur la

croissance de Fusarium redolens, avec un taux d'inhibition maximum de 42,85%.

L'extrait éthanolique a démontré une activité notable contre le développement
mycélien de Fusarium solani, entrainant des taux d'inhibition variant de 61,25% a
90,54%. En comparaison, les extraits aqueux et I'huile essentielle ont manifesté un
effet plus modéré, avec des taux d'inhibition respectifs de 17,14% et 21,42%.
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Figure 2.9 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium solani sous

I'effet des différentes doses des extraits de Salvia chudaei.

En observant la figure suivante, il devient évident que le taux de développement
mycélien de Fusarium oxysporum décroit a mesure que les concentrations des extraits
augmentent. En effet, I'extrait éthanolique, I'extrait aqueux et I'huile essentielle
affichaient des taux d'inhibition de 90%, 54.14% et 39.5% respectivement.
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Figure 2.10 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum

sous l'effet des différentes doses des extraits de Salvia chudaei.
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Figure 2.11 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium equiseti sous

I'effet des différentes doses des extraits de Salvia chudaei

D'aprés la figure 2.11, il est apparent que l'extrait éthanolique présente l'effet
inhibiteur le plus significatif, avec des taux d'inhibition de 82,14%, 88,09% et 91,66%

pour les différentes concentrations utilisées (5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml)

respectivement. En revanche, I'huile essentielle et I'extrait aqueux affichent des taux

d'inhibition plus modestes, ils sont de 32,94% et 17,07% respectivement.

I.2.1.Evaluation de I’effet fongicide ou fongistatique des extraits

Aprés avoir évalué I'activité antifongique des extraits, nous avons réalisé un test

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

obtenus sont représentés en tableau



Tableau 2.X : Effet fongicide ou fongistatique des extraits.
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Souches Extraits Nature de l'activité
Aqueux Fongistatique
Fusarium redolons Ethanolique Fongicide
HE Fongicide
Aqueux Fongistatique
Fusarium solani Ethanolique Fongicide
HE Fongicide
Aqueux Fongistatique
Fusarium oxysporum Ethanolique Fongicide
HE Fongicide
Aqueux Fongistatique
Fusarium equiseti Ethanolique Fongicide
HE Fongistatique

L’étude du suivie de la croissance mycélienne des différentes souches

fongiques testées (Fusarium redolens, Fusarium solani, Fusarium oxysporum et

Fusarium equiseti) en présence d'extraits éthanoliques, aqueux et I'huile essentielle

issus de la partie aérienne de Salvia chudaei a révélé une réduction de la croissance

mycelienne qui était proportionnelle a 'augmentation de la concentration des extraits.
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Figure 2.12 : Activité antifongique des extraits sur les souches testés.

Il est important de souligner que, a mesure gque la concentration des extraits
augmentait, l'inhibition de la croissance mycélienne devenait significativement plus
marquée que dans les boites témoins. L’analyse statistique( Tukey's multiple
comparisons test ) a montré une différence hautement significative (p<0.0001) entre
la croissance mycélienne dans les boites témoins et les boites additionnées d’extrait
éthanolique et une différence significative (p<0.05) entre les boites témoins et les
boites contenants I'huile essentielle et I'extrait aqueux. Ces résultats démontrent de
maniére convaincante que la croissance mycélienne et le taux d'inhibition, étaient
fortement influencés par l'introduction d'extraits riches en composés actifs dans le
milieu de culture. En outre, les extraits testés ont inhibé la croissance des quatre
souches fongiques étudiées, avec une sensibilité plus élevée observée chez la souche
Fusarium redolens. Cette derniere a présenté un taux d'inhibition moyen dépassant
les 90%,40% et 20% pour les extraits éthanoliques, I'huile essentielle et I'extrait
aqueux respectivement.

A mesure que la concentration augmentait, des changements morphologiques
étaient observes, incluant une augmentation des déformations et une diminution

notable de la présence de la matrice cellulaire [206].
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Selon Chung (2019), I'activité antifongique des extraits semble étre associée a
une inhibition de I'expression des génes impliqués dans la croissance et la sporulation
des champignons filamenteux, tels que les genes de régulation abaA et wetA.
L'inactivation de ces genes pourrait induire des anomalies significatives dans la

morphologie des conidiophores [207].

Une autre étude qui a été menée sur l'activité antifongique du camphre contre
des champignons phytopathogénes courants : Fusarium oxysporum et Fusarium
solani. Elle rapporte que le camphre pouvait causer la destruction de la cytomembrane
et libérer des macromolécules intracellulaires, telles que les acides nucléigues et les

protéines [185].
11.3. Evaluation de I’activité antioxydante

Il existe plusieurs approches disponibles pour évaluer l'activité antioxydante in
vitro. Certaines de ces méthodes se basent sur la capacité réductrice d'un compose,
considérée comme un indicateur significatif de son potentiel antioxydant, tandis que
d'autres se fondent sur la capacité d'une molécule a neutraliser les composeés
radicalaires [208]. Les méthodes que nous avons employées dans notre étude
comprennent la détermination de la capacité antioxydante totale, la méthode de
piégeage du radical libre DPPH, la méthode du blanchiment du béta-caroténe, ainsi

gue la méthode de réduction du fer FRAP.



Tableau 2.XI : Activité antioxydante des extraits de Salvia chudaei
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Capacité antioxydante totale | Test DPPH | FRAP (%) Test du blanchiment B-
(ng/ml équivalent d’acide | (IC50 en pg/ml) carotene (%)
ascorbique)
Huile essentielle 15 .18+1.1 932+0.36 59 .96+1.00 91+0.50
Extrait aqueux 25 pg/ml 20.56+0.96 2240+1.12
50 pg/ml 28.12+1.42 41.32+0.98 65.32+1.01
100 pg/ml 41.86+1.32
Extrait ethanolique 25 ug/ml 23.52+0.53
50 pg/mi 35.96+1.25 740+0.95 69.71+0.75 95.56+0.85
100 pg/ml 59.68+0.98
a-tocopherol 56.19+0.23 39.4+0.55 53.45+0.6 59.86+0.51
Acide ascorbique 4.01+0.12 43.21+0.94 51.58+0.70

\
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[1.3.1 Capacité antioxydante totale

Le transfert des électrons et des hydrogenes du composé antioxydant au
complexe molybdene (VI), dépend des différents potentiels redox et de la structure de
I'antioxydant. L’habilité de céder un électron ou un hydrogéne par des composés tel
que : l'acide ascorbique, glutathionne, cystéine, tocophérols, poly phénols et des
amines aromatiques, peut étre détectée par la méthode de phospho-molybdéne
[148][58].

Les différents extraits de Salvia chudaei ont présenté une importante capacité
antioxydante globale, surpassant celle de I'étalon utilisé (a-tocophérol). Cette capacité
antioxydante dépend de la dose, comme en témoigne son augmentation
proportionnelle & l'augmentation des concentrations pour les deux extraits (I'extrait
agueux et éthanolique). Plus précisément, les valeurs sont de 59.68+0.98, 41.86+1.32
et 15.18+1.1 pug/ml équivalent d'acide ascorbique pour I'extrait éthanolique, I'extrait

agueux et I'nuile essentielle, respectivement.

Il convient de noter que dans une étude antérieure menée par Hammoudi et al.
(2015), I'extrait éthanolique de Salvia chudaei avait montré une capacité antioxydante
totale de 11.62 + 0.55 pug/ml équivalent d'acide ascorbique, une valeur inférieure a

celle que nous avons obtenue.
11.3.2 Test du DPPH

Le test du piégeage des radicaux DPPH est largement utilisé pour évaluer la
capacité des composés a agir en tant que piégeurs de radicaux libres ou donneurs
d'hydrogene, ainsi que pour évaluer l'activité antioxydante de nombreux extraits
végétaux ou composés. Le DPPH est un radical libre stable qui présente une couleur
violette profonde avec une absorption maximale a 517 nm. Les molécules
antioxydantes réagissent avec le radical libre en donnant de I'nydrogéne ou des
électrons, ce qui entraine la décoloration du DPPH en raison de leur conversion en

diphenylpicryl hydrazine de couleur jaune [209].



98

—— extrait éthanolique
—— extrait agueux

Ollllllllllllllllllllllllllllll

0.0 0.5 1.0 1.5
Concentration des éxtraits en mg/ml

Pourcentage de réduction DPPH

100=- . .
—— Huile essentielle
80—
60=-
40

20-

0 || I I I 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Concentration en mg/ml

Pourcentage de réduction DPPH

Figure 2.13 : Pourcentages de réduction du DPPH par les différents extraits de

Salvia chudaei

Selon les données présentées dans la figure 2.13, il est observé que tous les
extraits de Salvia chudaei démontrent une réduction significative (p<0.001) du taux de
radicaux libres DPPH de maniere dose-dépendante. En effet, on peut remarquer que
plus les concentrations des extraits augmentent, plus le pourcentage de réduction des

radicaux DPPH augmente, ce qui souligne une corrélation dose-effet.

Cependant, il est important de noter que malgré cette activité antiradicalaire, les
extraits testés présentent une efficacité qui demeure inférieure a celle des standards
utilisés comme référence. Les valeurs d'IC50 pour les extraits (tableau 2.XI) sont

d'environ 740 £ 0.95 pg/ml pour I'extrait éthanolique, 932 + 0.36 pg/ml pour I'huile
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essentielle, et 2240 = 1.12 pg/ml pour l'extrait aqueux, respectivement. En
comparaison, les standards tels que le tocophérol et I'acide ascorbique affichent des
IC50 de 39.4 £ 0.55 pg/ml et 4.01 + 0.12 pg/ml, respectivement.

Notamment, une étude antérieure menée par Krimat et al en 2015 [23] rapporte
une IC50 de 3250 pg/ml pour I'huile essentielle de Salvia chudaei. Cette valeur est
inférieure a la nétre, ce qui suggére une activité antiradicalaire plus prononcée que

celle de notre échantillon.

En contraste, une autre étude réalisée par Hammoudi et al en 2015 [119]
indique des IC50 de 4.22 + 0.105 mg/ml pour I'huile essentielle et 5.33 £ 0.31 mg/ml
pour I'extrait éthanolique, respectivement. Ces valeurs sont supérieures aux nétres,
suggérant donc un effet antioxydant moins marqué dans leur échantillon. Ces
différences pourraient s'expliquer par les variations dans la composition chimique des
huiles essentielles obtenues dans les trois études. Méme si la composition de I'huile
essentielle de Krimat et al (2015) présente certaines similitudes avec la nétre, les
teneurs en composés spécifiques different. D'autre part, I'étude de Hammoudi et al
(2015) révele un profil chimique totalement distinct, comme mentionné précédemment

dans la section sur I'étude phytochimique.
11.3.3.Test du blanchiment du B-caroténe

Le B-caroténe subit une décoloration rapide en I'absence d'un antioxydant, ce
qui entraine une réduction de l'absorbance de la solution d'essai au fil du temps de
réaction. Cela est di a I'oxydation de I'acide linoléique qui génére des radicaux libres
attaquant les molécules fortement insaturées de B-caroténe dans le but de récupérer
un atome d'hydrogéne. Lorsque cette réaction se produit, la molécule de (3-caroténe
perd sa conjugaison et, par conséquent, la couleur orange caractéristique disparait.
La présence d'un antioxydant empéche la destruction du systéme conjugué du [3-

carotene, maintenant ainsi la couleur orange [210].
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Figure 2.14 : Activité antiperoxydase des extraits de Salvia chudaei

Comme le met en évidence la Figure 2.14, tant les extraits que les standards
utilisés ont manifesté leur capacité a réduire de maniére substantielle le taux de
dégradation du B-caroténe en neutralisant les radicaux libres dérivés de l'acide
linoléique. Il est a noter que l'extrait éthanolique et I'huile essentielle se sont
démarqués avec des taux d'inhibition remarquablement élevés, atteignant
respectivement les 9556 % et 91 %. Ces valeurs sont nettement supérieures
(P<0,001) a celles obtenues avec I'extrait aqueux et I'acide ascorbique, bien que I'effet

soit similaire a celui de I'a-tocophérol, sans différence significative (P=0,56).

Par ailleurs, il convient de noter que l'extrait aqueux présente également une
activité antioxydante modérée, avec un pourcentage d'inhibition de 65,32 %, qui
demeure significativement supérieur (P<0,005) a celui de I'acide ascorbique, lequel a

montré le taux de réduction des peroxydes le plus faible.

De maniere complémentaire, une étude antérieure menée par Krimat et al en
2022 [141] a également observé un taux d'inhibition significatif des peroxydes par
I'extrait méthanolique de Salvia chudaei, atteignant le 76,58 %. Ces résultats
corroborent notre constatation d'une forte activité antioxydante de l'extrait éthanolique

de Salvia chudaei.
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[1.3.4.Test FRAP

L’effet chélateur des extraits de la plante testés est mesuré par la réduction
directe de Fe3** en une forme ferreuse Fe?*(CN- )s qui est déterminée par détection
spectrophotométrique du complexe (Fe3*)s [Fe>*(CN- )s]s ayant une forte absorption a
700 nm . La couleur du milieu réactionnel passe du jaune au vert selon l'intensité du

pouvoir réducteur de I'échantillon étudier [210].
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Figure 2.15 : Pouvoir réducteur du fer des différents extraits de Salvia chudaei et les

standards

Selon les données présentées dans la figure 2.15, il est clair que les extraits de
Salvia chudaei ont démontré des capacités de réduction des ions Fe*® avec des
pourcentages variables. Plus précisément, |'extrait éthanolique s'est avéré étre le plus
puissant en termes de pouvoir réducteur, atteignant un impressionnant taux de 69,71
%. En comparaison, I'huile essentielle a également montré une capacité significative
de réduction, atteignant un pourcentage de 59 %. Ces deux valeurs nettement
supérieur (p<0,001) aux résultats obtenus avec les deux standards utilisés, a savoir le
tocophérol et I'acide ascorbique, qui ont présenté des taux de 59,45 % et 43,21 %

respectivement.



102

Il convient de souligner que I'extrait aqueux affiche le taux de réduction le plus
faible parmi les échantillons testés, avec un pourcentage de 41,32 %. Il est important
de noter que ce résultat est similaire (p=0,63) a celui obtenu avec l'acide ascorbique.
Cette variation significative des capacités de réduction entre les extraits éthanolique,
d'huile essentielle, aqueux, et les standards met en évidence l'intérét potentiel des
extraits de Salvia chudaei en tant que sources naturelles de composés réducteurs, qui
peuvent jouer un rble important dans divers contextes, notamment en tant

gu'antioxydants.

Des recherches approfondies menées au cours des dernieres décennies ont
permis d'établir la pertinence des réactions redox dans les systemes biologiques.
Ainsi, la consommation constante d'oxygene chez les organismes aérobies conduit a
la production de substances chimiques résultant de la réduction partielle de I'oxygene,
c'est-a-dire Oz, H20:2 et le radical hydroxyle, généralement appelés oxydants. Ces
substances peuvent interagir chimiqguement avec des cibles biologiques, telles que les
protéines, les lipides, les acides nucléiques et les glucides, provoquant leur oxydation
et une éventuelle perte de leur fonction biologique. Dans le cas des protéines, leur
oxydation réversible peut entrainer des événements redox, y compris la modulation de

la signalisation redox [3].

Les défenses antioxydantes non enzymatiques peuvent agir de plusieurs manieres :

> en réagissant directement avec les oxydants par le biais de réactions redox,
puis en diminuant ou annulant leur réactivité oxydante ;

» en séquestrant directement les ions métalliques de transition impliqués dans
la catalyse de la production d'oxydants ;

» eninhibant indirectement la production d'oxydants par leur interaction avec les
enzymes productrices d'oxydants.
Le mécanisme d'action des antioxydants est complexe ; ils agissent selon

plusieurs mécanismes, ce qui nécessite |utilisation de nombreuses méthodes

différentes pour évaluer leur activité antioxydante [211].

Comme il est bien établi que la capacité de réduction dépend généralement de la
présence de composeés bioactifs, il est raisonnable de conclure que les extraits riches
en phénols présentent une activité antioxydante elevée. En effet, I'extrait éthanolique

a manifesté une activité antioxydante plus marquée que l'extrait aqueux, comme en
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témoignent les résultats des quatre tests réalisés pour évaluer leur activité
antioxydante. De plus, cet extrait éthanolique présente une teneur en composeés
phénoliques plus élevée (556,72+2,56 ug EAG/mg) par rapport a I'extrait aqueux
(401,11+1,78 ug EAG/mg).

Les especes réactives de I'oxygene (ERO) et les especes réactives de l'azote
(ERAN) sont des sous-produits des processus redox cellulaires qui générent de
l'adénosine triphosphate (ATP) pour fournir de I'énergie aux cellules via I'oxygene.
Lorsque les ERO et les ERAN sont en déséquilibre dans la cellule, ceci génére un
stress oxydatif, qui peut conduire & des maladies chroniques et dégénératives. De
nombreux composés polyphénoliques sont connus pour avoir des propriétés
antioxydantes. Les polyphénols peuvent lutter contre les ERO de plusieurs maniéres
en tant qu'antioxydants exogenes [212]. Tout d'abord, en raison de la présence de
groupes hydroxyle phénoliques sur leurs molécules, les polyphénols peuvent
directement piéger les ERO. Le nombre et la position des groupes hydroxyle, ainsi que
les motifs de substitution, ainsi que la glycosylation des molécules phytochimiques,
affectent tous la capacité des polyphénols a piéger les ERO, de plus de hombreuses
études ont établi des relations entre les structures chimiques des flavonoides et leur
capacité antioxydante. L’activité de ces molécules a piéger les radicaux libres dépend
essentiellement de leurs structures, les flavonoides les plus actifs sont ceux qui
renferment des groupements 3’-4’dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement 3'OH

sur le cycle C [213].

Basli et al (2017) ont démontré que les polyphénols peuvent inhiber I'enzyme
xanthine oxydase impliquée dans la production d'ions superoxyde ; par conséquent,
ils peuvent modifier I'état redox d'une cellule souffrant d’'un stress oxydatif [214]. Dans
d'autres études, il a été confirmé que le pouvoir antioxydant des composeés
phénoliques est déterminé par le nombre et la position des groupes hydroxyle dans un
composé phénolique particulier [215].

Les antioxydants phénoliqgues (AH) peuvent donner des atomes d'hydrogene
aux radicaux lipidiques et produire des dérivés lipidigues et des radicaux antioxydants,

qui sont plus stables et moins disponibles pour favoriser l'autoxydation [211].

R/RO /ROO + AH — A + RH/ ROH /ROOH
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L'effet de la concentration d'antioxydants sur les taux d'autoxydation dépend de
nombreux facteurs, notamment la structure de I'antioxydant, les conditions d'oxydation
et la nature de [I'échantillon soumis a l'oxydation. Souvent, Les antioxydants
phénoliques sont plus efficaces pour prolonger la période d'induction lorsqu'ils sont
ajoutés au début. Cependant, ils sont inefficaces pour retarder la décomposition de

lipides déja détériorés [216].

L’huile essentielles de Salvia chudaei a exhibé un important pouvoir réducteur
des peroxydes de 91%, une EC50 de 932 pg/ml par le test DPPH, un pouvoir réducteur
de fer modére (59,96%) et une capacité antioxydante totale de 15.18 pg/ml équivalent
d’acide ascorbique. Cet effet antioxydant remarquable évalué par les quatre tests
précédemment illustré, peut étre attribué aux composés majoritaires de cette huile

essentielle : bornyl acétate (%), a-pinéne (%), élemol (%)et le caryophylene (%)

Bouzenna et al. ont montré que l'a-pinéne avait un potentiel effet antioxydant
dans les cellules IEC-6 évaluées avec le test DPPH avec une EC50 : 310 + 10 pyg/ml,
et le test FRAP avec une EC50 : 238 + 18,92 ug/ml), respectivement [217].

[1.4.Toxicité aigue

L'évaluation de la toxicité aigué des divers extraits de Salvia chudaei a été
réalisée au moyen d'un test d'innocuité visant a administrer des doses croissantes de
ces extraits aux animaux et a observer tout signe de mortalité ou de changement de
comportement au cours de la période de quinze jours du test. Il est important de noter
qu'aucun déces n'a été observé dans lI'ensemble des groupes testés tout au long de
la période du test, méme aprés I'administration des doses.

De plus, aucun changement notable dans le comportement des animaux n'a été
signalé pour tous les extraits testés, qu'il s'agisse de l'extrait éthanolique, de I'extrait
aqueux ou de l'huile essentielle. Ces résultats indiquent que les extraits de Salvia
chudaei utilisés dans I'étude ne présentent pas de toxicité aigué aux doses testées,
gu'ils n‘ont pas eu d'effet néfaste sur le comportement des animaux soumis au test et

que leurs DL50 est supérieur a la dose de 5 g/kg.

Ainsi, ces extraits suggérent qu'ils pourraient étre considérés comme sdrs pour

une utilisation potentielle, du moins a court terme. Cependant, il est important de
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souligner gu'en raison de I'absence de données bibliographiques sur la toxicité de
Salvia chudaei, il peut étre nécessaire de mener d'autres études de toxicité a plus long
terme et des évaluations de sécurité plus approfondies avant de parvenir a une

conclusion définitive concernant leur innocuité.

L'Agence européenne des meédicaments a récemment publié des rapports
d'évaluation sur Salvia officinalis et Salvia fruticosa avec un apercu des données
toxicologiques disponibles. Ces rapports indiquent que [I'utilisation de la sauge
officinale aux doses recommandées est considérée comme sdre. Cependant, les
informations actuelles concernant la sécurité et la toxicité de S. fruticosa restent
limitées. Pour ce qui est de la dose Iétale médiane (DL50) aigué de I'huile de sauge,
elle est de 2,6 g/kg chez les rats lorsque administrée par voie orale. Cela s'explique
par la présence de la thuyone, une substance réputée pour sa neurotoxicité a des
concentrations élevées [218]. Il est important de noter que la thuyone n'est pas

présente dans la composition chimique de I'huile essentielle de Salvia chudaei.

Dans un contexte différent, bien que les informations toxicologiques sur
certaines especes Salvia, issues d'études sur les animaux et d'essais contrélés chez
I'hnomme, soient encore limitées, leurs antécédents d'utilisation a des fins alimentaires
dans d'autres pays peuvent étre considérés comme une preuve favorable de leur
sécurité. C'est le cas, par exemple, de S. miltiorrhiza, une plante chinoise traditionnelle
bien connue qui n'a pas été associée a des effets indésirables graves. Les DL50 de
plusieurs extraits de cette plante étaient supérieures a 2,5 g/kg dans des modéles
animaux [218]. Par conséquent, ces considérations générales devraient étre prises en
compte lors de I'évaluation de la sécurité des nouveaux extraits bioactifs issus de ces

plantes et d'autres especes de Salvia.
[1.5. Activité analgésique et anti-inflammatoire

L’activité antispasmodique des différents extraits de salvia chudaei a été
evaluée par le test de contorsion induite par I'acide acétique. Ce test, aprés l'injection
intrapéritonéale de l'acide acétique, une augmentation du nombre de neutrophiles
polymorphonucléaires dans le liquide péritonéal a été détectée. Cela peut entrainer la
libération de plusieurs médiateurs inflammatoires, conduisant a la douleur

inflammatoire sur le site de l'inflammation par la stimulation des neurones nociceptifs.
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L'acide acétique active directement les nocicepteurs viscéraux et somatiques, en tant
que modéle nociceptif général (non sélectif). Il s'agit d'un test sensible pour évaluer

I'action analgésique périphérique des médicaments [219] ; [220].

L’effet analgésique des extraits a été déterminé en mesurant le nombre de
torsions abdominales induites par I'injection intra-péritonéale (IP) de 'acide acétique
pendant 30 min apres l'injection. Le nombre de contractions exprimé en moyenne *

écart type de chaque groupe est représenté en figure 2.14.
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Figure 2.16 : Réduction du nombre des contractions entre le lot témoin et les lots

traités

Tous les extraits testés ont considérablement réduit le nombre de contractions
par rapport au groupe témoin non traité. En effet, I'nuile essentielle a réussi a réduire
le nombre de contractions de maniére significative (p<0.001), passant de 29 + 0,89
contractions a seulement 1,6 + 1,85 contractions. Il est intéressant de noter que ce
taux de réduction est tres proche de celui obtenu avec le paracétamol, qui est de 0,2

+ 0,4 contractions.

De plus, les extraits éthanolique et aqueux ont également démontré leur

efficacité en réduisant le nombre de contractions a des niveaux significatifs. L'extrait
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éthanolique a réussi a diminuer le nombre de contractions jusqu'a 10,2 + 1,9, tandis
que I'extrait aqueux a atteint une réduction notable avec 20,2 + 3,6 contractions. Ces

observations confirment que les différents extraits testés possedent un effet

analgésique remarquable.
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Figure 2.17 : Taux de protection des différents extraits testés

En effet, ces extraits ont démontré des pourcentages de protection
remarquables (figure 2.17). L'huile essentielle a affiché un taux de protection de
94,48%, l'extrait éthanolique a atteint 64,82%, et l'extrait aqueux a montré un

pourcentage de protection de 20,34%.

L'analyse statistique, qui comparait I'effet protecteur du traitement standard (le
paracétamol) avec les différents extraits de Salvia chudaei, a révélé I'absence de
différence significative (p=0,72) entre I'effet protecteur du paracétamol (99,31%) et
celui de I'huile essentielle (94,48%). En d'autres termes, I'huile essentielle a montré
une efficacité de protection similaire a celle du paracétamol, ce qui est un résultat

prometteur.

Concernant I'étude de I'activité anti-inflammatoire, I'expérience a été menée en
utilisant un modéle d'cedéme aigu a la patte de la souris provoqué par I'administration

de carragénine. Cette substance déclenche la libération de médiateurs responsables
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du processus inflammatoire. L'cedéeme provoqué par cette substance est considéré
comme un indicateur caractéristique de l'inflammation. Il est considéré comme un
parametre essentiel pour évaluer I'efficacité anti-inflammatoire de divers extraits Cette
meéthode a été choisie en raison de sa simplicité d'exécution et de la rapidité avec

laquelle elle induit I'cedeme.

La Figure 2.18 illustre la variation du volume de I'cedéme provoqué par la

carragénine en l'absence et en présence de différents traitements
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Figure 2.18 : Activité antiinflammatoire des extraits de Salvia chudaei.

Lorsque de la carragénine est injectée dans la face plantaire des pattes de
souris, une augmentation du volume des pattes est observée dans tous les groupes.
Aprés deux heures, on note une diminution significative du volume de I'cedéme.
Toutefois, cette diminution demeure stable jusqu'a la troisiéme heure dans les groupes
témoins, ainsi que dans les groupes traités avec l'huile essentielle et les extraits
éthanoliques et aqueux. En contraste, dans le groupe standard, la réduction du volume

de I'cedéme se poursuit progressivement jusqu'a la derniére heure.
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Figure 2.19 : Evolution de I'oedéme chez le lot témoin et les lots traités par les
différents extraits et le Diclofénac (50 mg/kg) : (A) chez le lot traité par I'huile
essentielle ;(B) chez le lot traité par I'extrait aqueux; (C) chez le lot traité par I'extrait

éthanolique
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Il est & noter qu'apres la troisieme heure, une réduction substantielle du volume

de I'cedéme est spécifiquement observée dans le groupe traité avec I'huile essentielle.

Toutefois, au bout de six heures, on observe une diminution significative du
volume dans les groupes traités avec de l'huile essentielle (p=0.013), de I'extrait
éthanolique (p=0.0026), et du diclofénac (p=0.0025), par rapport au groupe témain.
Plus précisément, I'huile essentielle réduit le volume de I'cedéme a 9.23+2.10, l'extrait
éthanolique provoque une diminution de 13.50+1.38, tandis que le Diclofénac

(standard) montre une réduction de 2.93+0.85.

En revanche, I'extrait aqueux présente une réduction du volume de I'cedeme de
22.2+1.38, qui ne présente pas de différence significative (p=0.14) par rapport au
groupe témoin. Cette observation suggére que l'huile essentielle, I'extrait éthanolique
et le diclofénac ont des effets significatifs dans la réduction de I'oedéme, tandis que

I'extrait aqueux n'a pas montré une efficacité notable a cet égard.
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Figure 2.20 : Pourcentage d’inhibition de l'inflammation INH% des différents extraits.

Aprés une durée de six heures de I'évolution de I'cedéme provoqué, nous avons
procédé au calcul des pourcentages d'inhibition de l'inflammation pour les différents
groupes de traitement, a savoir I'huile essentielle, I'extrait éthanolique, I'extrait aqueux

et le Diclofénac . Les résultats obtenus ont été représentés en figure 2.19.

Il est important de noter que I'huile essentielle, I'extrait éthanolique et I'extrait

agueux ont tous montré une capacité a réduire l'inflammation, bien que leurs
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pourcentages d'inhibition aient varié. En particulier, I'huile essentielle a présenté un
effet antiinflammatoire impressionnant, affichant un taux d'inhibition de 66,79 %. En
revanche, I'extrait éthanolique a montré un pourcentage d'inhibition de 51,43 %, tandis

gue I'extrait aqueux a donné le taux le plus bas, avec seulement 20,14 % d'inhibition.

Il est intéressant de noter que tous ces pourcentages demeurent inférieurs a
celui du médicament standard, le Diclofénac, qui a atteint un pourcentage d'inhibition
de linflammation de 89,46 %. Cette différence est cohérente avec le fait que nos
extraits sont des préparations brutes, contrairement au Diclofénac, qui est une

molécule purifiée.

L'impressionnante propriété analgésique et anti-inflammatoire de ['huile
essentielle peut étre attribuée principalement a la présence de l'acétate de bornyl et
de l'alpha-pinéne en tant que composants prédominants de cette huile essentielle
selon la littérature. En effet, ces deux constituants affichent des concentrations de
34,09 % pour l'acétate de bornyl et de 24,22 % pour l'alpha-pinéne.

Le systeme immunitaire humain se caractérise par la présence a la fois de
cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires, qui sont étroitement équilibrées
pour réguler la réponse inflammatoire ; Les premiéres, comprenant des cytokines
telles que I'lL-1P, I'lL-6 et le TNF-a, favorisent la cascade inflammatoire, tandis que les
secondes, notamment I'lL-4, I'lL-6 et I'IL-11, agissent pour inhiber ce processus en
régulant la réponse des cytokines pro-inflammatoires [221]. Le déséquilibre de la
balance des cytokines pro-inflammatoire et anti-inflammatoire représente I'un des
aspects clé d’inflammation. Lorsque des facteurs inflammatoires sont présents, a
'exemple du LPS et la flagéline, ils stimulent I'activation des TLR qui représentent les
récepteurs de la réponse immunitaire innée. Cette activation a pour conséguence
I'induction du facteur nucléaire kappa B (NF-kB) qui entraine une augmentation de
'expression du TNF-a et de I'lL-1B, ce qui peut déclencher un stress oxydatif qui
perturbe la fonction cellulaire normale et provoque des dommages cellulaires et la
douleur [222].

Il a été démontré que l'acétate de bornyl (BA) a des effets anti-inflammatoires
dans divers modeéles. Yang et al., (2014) ont montré que le BA présente une activité

anti-inflammatoire dans les chondrocytes humains induits par I'lL-13 en régulant a la
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hausse I'expression de I'lL-11 via l'activation de l'activité transcriptionnelle du c-Fos,
qui est un composant d'AP-1[223].

Chen et al., (2014) ont évalué les effets anti-inflammatoires du l'acétate de
bornyl (AB) sur un modele murin, ils ont constaté que le prétraitement et le post-
traitement par le AB réduisaient de maniére significative les niveaux de TNF-a, d'IL-13
et d'IL-6 de maniéere concentration-dépendante [224]. De maniére similaire, Zhang et
al., (2017) ont démontré que le BA réduisait les niveaux d'lIL-6 et de TNF-a dans un

modele de mucosite intestinale induit par la 5-fluorouracile [181].

La bibliographie rapporte divers études sur I'effet anti-inflammatoire gratifiant de
I'acétate de bornyl (AB). Cela signifie que ce dernier joue un rdle dans les maladies
dominées par linflammation, notamment, mais sans s'y limiter, la pneumonie,
I'entérite, I'ostéoarthrite, I'athérosclérose et la neuroinflammation. Compte tenu de
I'affinité élevée de l'acétate de bornyl pour la COX-2 démontrée par une expérience
de docking moléculaire [225], il est probable que I'acétate de bornyl produise des effets
anti-inflammatoires et analgésiques similaires a ceux des médicaments anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS). En tant que médicaments anti-inflammatoires
classiques, les effets secondaires des AINS se manifestent principalement au niveau
du systeme gastro-intestinal et cardiovasculaire [95] ;[226].

En plus des preuves de l'effet anti-inflammatoire de l'acétate de bornyle,
notamment l'inhibition des voies NF-kB et MAPK, I'AB a également un effet protecteur
sur l'intestin en améliorant I'expression des protéines de jonction serrée et I'abondance
de probiotiques intestinaux [181], régulant ainsi la fonction de I'épithélium intestinal

[227] et réduisant I'inflammation [228].

Une étude de Rahbar et al. (2019) a examiné l'effet de I'a-pinéne administré
directement dans le cerveau sur la douleur dentaire induite par la capsaicine chez des
rats. Différentes doses d'a-pinéne ont été injectées, et les résultats ont montré une

réduction de la douleur aux doses de 0,2 et 0,4 ymol/L.[229].

Him et al., (2008) ont également mené une étude sur les effets antinociceptifs
de l'a-pinéne, du limonéne, du fénone et d'autres composés monoterpéniques chez
les souris BALB/C. L'a-pinéne a été administré par voie intrapéritonéale a des doses

de 0,05, 0,1 et 0,2 mg/kg de poids corporel, et la réponse a la nociception
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comportementale a été évaluée a l'aide du test du retrait de la queue. Les résultats ont
indiqué que l'a-pinéne augmentait le délai dans le test du retrait de la queue,
démontrant ainsi son effet antinociceptif. De plus, il a été constaté que I'a-pinéne avait

des effets antinociceptifs plus puissants que les autres monoterpenes [230].

Une étude menée par Bae et al., (2011) a montré aussi que le prétraitement a
l'a-pinene réduisait la production de facteur de nécrose tumorale (TNF-a),
d'interleukine (IL)-1 et d'IL-6 pancréatiques chez des rats atteints de pancréatite aigué

induite par la céruleine [231].

Kim et al., (2015) ont testé I'a-pineéne dans des macrophages péritonéaux de
souris induits par LPS. Les auteurs ont rapporté que le traitement avait inhibé les
kinases activées par les mitogenes (MAPKS) et la voie NF-kB, ce qui indique deux
mécanismes possibles de cette molécule. De plus, les auteurs ont signalé une
diminution significative de la production d'IL-6, de TNF-a, d'oxyde nitrique et une
inhibition des enzymes iINOS et COX-2 [232].

En outre, I'a-pinéne présente des activités anti-inflammatoires dans divers types
de cellules, tels que les mastocytes péritonéaux de rat, les mastocytes humains et les

chondrocytes [233].

Les extraits éthanoliques et aqueux de Salvia chudaei ont démontré une
certaine capacité a soulager la douleur et diminuer l'inflammation, bien que leur
efficacité se soit révélée inférieure a celle de I'huile essentielle et des standards
utilisés. Plus précisément, I'extrait éthanolique a affiché un taux de protection de 64,82
%, et un pourcentage d’inhibition de I'inflammation de 51,79% indiquant un niveau
d'efficacité plus élevé que celui de I'extrait aqueux, qui a montré un taux de protection
et d’inhibition de seulement 20,34 % et 20,14% respectivement . En d'autres termes,
I'extrait éthanolique a été plus efficace pour réduire la douleur et I'inflammation par
rapport a l'extrait aqueux, bien que les deux extraits aient été moins efficaces que

I'huile essentielle.

Cet effet observé peut étre attribué aux composés phénoliques, notamment les
acides phénoliques et les flavonoides, présents dans les extraits de Salvia chudaei.
Cela est appuyé par le fait que I'extrait éthanolique contenait des teneurs plus éleves
en polyphénols totaux (TPC) de 765.85 = 1.20 mg d'équivalent d'acide gallique par
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gramme d'extrait, ainsi que des teneurs en flavonoides (TFC) de 84.32 + 1.98mg
d'équivalent de quercétine par gramme d'extrait. En comparaison, I'extrait aqueux avait
des teneurs en TPC moins élevées, soit 401,11 + 1,78 mg d'équivalent d'acide gallique
par gramme d'extrait, et des teneurs en TFC moins importantes, soit 36,60 = 2,32 mg
d'équivalent de quercétine par gramme d'extrait, respectivement. Ces composeés
phénoliques peuvent jouer un role dans les propriétés analgésiques des extraits, avec
I'extrait éthanolique affichant une activité analgésique potentiellement renforcée en

raison de ses niveaux plus élevés de ces composes.

Boonyarikpunchai et al., (2014) rapportent que les dérives d’acide hydroxy
cinnamique peuvent atténuer a la fois la douleur centrale et périphérique, ils peuvent
réduire la libération de médiateurs inflammatoires ou bloquer directement les

récepteurs opioides [234].

De plus, l'administration orale de ces dérives d’acide hydroxy cinnamique
produit une inhibition significative de la réponse nociceptive dose-dépendante dans le
test de la nociception induite par le glutamate chez la souris, avec une diminution
importante des marqueurs inflammatoires et oxydatifs tel que le COX-2, PGE-2, NO et
IL-1B [235, 236].

D'apres I'étude de De Melo et al., (2009), il a été mis en évidence que les
flavonoides, tels que les glycosides de kaempférol, peuvent également posséder des
propriétés analgésiques. Leur administration par voie orale a produit des effets
notables a la fois dans le soulagement de la douleur et dans la réduction de
I'inflammation chez la souris [237].
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CONCLUSION

Ce travail a porté sur deux volets distincts. Le premier volet a été consacré a la
caractérisation chimique des différents extraits obtenus a partir des parties aériennes
de Salvia chudaei. Le deuxieme volet s'est focalisé sur I'évaluation des activités
biologiques de ces extraits, notamment leur potentiel antibactérien, antifongique,
antioxydant, analgésique et anti-inflammatoire, ainsi que la détermination de leur
DL50.

L'analyse phytochimique de la plante a permis de détecter qualitativement la
présence de divers composeés tels que les polyphénols, les flavonoides, les tanins
catéchiques, les anthocyanes, les coumarines, les hétérosides et les saponosides.

Les dosages teneurs de Salvia chudaei (extrait éthanolique et aqueux
respectivement) en polyphénols totaux (765.85+1.20, 401.11+1.78 pg équivalent
d’acide gallique /mg d’extrait), de flavonoides (84.32+1.98, 36.60+£2.32 ug équivalent
de quercétine/mg d’extrait) et de tanins (16.15£3.9, 9.21+1.94 ug d’acide tanique/ mg
d’extrait) démontrent la richesse de cette plante en polyphénols et son fort potentiel
antioxydant.

L'analyse effectuée pour la premiere fois par HPLC-UV/VIS de l'extrait
éthanolique, a permet de constater la présence d'acide dihydroxy caféique (4.65 mg/g
d’extrait), tert-butyl hydroquinone (1.74 mg/g d’extrait), acide caféique(1.591mg/g
d’extrait) et acide chlorogenique (1.08 mg/g d’extrait). Pour I'extrait aqueux, I'analyse
a révélé la présence d'acide hydrocinnamique (5.69 mg/g d’extrait), acide dihydroxy
caféique 4.578mg/g d’extrait), acide trans cinnamique (2.97 mg/g d’extrait), tert-butyl
hydroquinone (1.59 mg/g d’extrait) et acide férulique (1.02mg/g d’extrait) .

Par ailleurs, I'analyse de I'huile par CG/MS a identifié au total 26 composes,
principalement des monoterpénes, parmi lesquels le bornyl acétate (34.09%), I'alpha-
pinene (24.22%), élemol (8.36%), trans-caryophylléne (4.21%) et le valencéne
(3.78%) prédominent.
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En matiére d'activité antimicrobienne, les extraits de Salvia chudaei,
comprenant I'huile essentielle, I'extrait éthanolique et I'extrait aqueux, ont démontré
leur capacité a freiner la croissance de différentes souches microbiennes. Les
bactéries Gram+ ont affiché une sensibilité accrue par rapport aux bactéries Gram—,
avec une sensibilité particulierement marquée de la souche Sarcina lutea a I'huile

essentielle, illustrée par un diamétre de zone d'inhibition de 38,25 + 1,52 mm.

En ce qui concerne l'activité antifongique L'extrait éthanolique a présenté |'effet
antifongique le plus prononcé, atteignant une inhibition dépassant les 90% pour

I'ensemble des souches fongiques testée.

L'évaluation du potentiel antioxydant des extraits, a travers diverses méthodes
telles que la capacité antioxydante totale, le test du piégeage du radical libre DPPH,
le test du blanchiment de la 3-carotene et la méthode FRAP, a révélé leur capacité a

neutraliser les radicaux libres et a prévenir les dommages oxydatifs.

Les tests d'innocuité ont indiqué I'absence de toxicité pour I'ensemble des

extraits testés, avec une DL50 supérieure a 5g/Kg.

En ce qui concerne l'effet analgésique, I'huile essentielle de Salvia chudaei a
présenté le taux de protection le plus élevé (94,48%), suivi de I'extrait éthanolique
(64,82%) et de I'extrait aqueux (20,34%).

by

Enfin, les extraits de Salvia chudaei ont également montré une capacité a
réduire l'inflammation, avec des pourcentages d'inhibition de 66,79%, 51,43% et

20,14% respectivement pour I'huile essentielle, I'extrait éthanolique et I'extrait aqueux.

En conclusion, cette étude ouvre des perspectives prometteuses pour
I'exploitation de Salvia chudaei en raison de ses propriétés antimicrobiennes,
antioxydantes, analgésiques, et anti-inflammatoires. Pour une analyse plus
approfondie, [I'utilisation de techniques plus avancées telles que la LC/MS et
HPLC/ESI-MS pourrait permettre l'identification et la quantification plus précises des
composeés présents dans la plante. Une approche plus approfondie consisterait a
explorer le docking moléculaire, qui permettrait de mieux comprendre les interactions
moléculaires spécifiques entre les composés identifies dans Salvia chudaei et les

protéines cibles ou enzymes associées a ces activités pharmacologiques.
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De plus, l'intégration de ces avancées dans le domaine de la micropropagation
offrira des perspectives encore plus vastes. En procédant avec des techniques de
culture in vitro efficaces, il devient possible de multiplier Salvia chudaei & grande
échelle, ce qui non seulement faciliterait son accés, mais également permettrait une
utilisation plus large dans divers secteurs tels que la phytothérapie, cosmétique ou
I'industrie alimentaire. Ainsi, cette convergence entre la recherche analytique avancée
et les techniques de culture innovantes pourrait ouvrir la voie a une exploitation plus

efficiente et durable de cette plante.



RECOMMENDATIONS

Voici quelques recommandations pour poursuivre et approfondir ce travail :

» Optimisation des méthodes d'extraction : Tester difféerentes méthodes
d'extraction (ultrasons, micro-ondes, extraction assistée par enzymes) pour
maximiser le rendement des composés bioactifs, en particulier les polyphénols
et monoterpenes.

» ldentification approfondie des composés bioactifs : Compléter les analyses
avec des techniques plus avancées telles que la LC-MS/MS ou la HPLC/ESI-
MS pour identifier et quantifier précisément les composés présents.

> Tests biologiques supplémentaires : Elargir les tests d'activité biologique,
notamment en incluant des essais antiviraux ou anticancéreux, pour évaluer
d'autres potentialités thérapeutiques.

> Approfondissement des tests in vivo : Etudier l'efficacité des extraits en
conditions in vivo sur des modéles de maladies chroniques ou aigués afin de
valider leur potentiel thérapeutique.

» Exploration des mécanismes d'action : Utiliser le docking moléculaire pour
comprendre les interactions spécifiques des composés avec leurs cibles
moléculaires (enzymes, récepteurs) impliquées dans les activités biologiques
observées.

» Développement de formulations : Envisager de formuler des extraits ou huiles
essentielles de Salvia chudaei dans des produits pharmaceutiques,
cosmétiques ou nutraceutiques, en tenant compte de la stabilité et de la
biodisponibilité.

» Micropropagation et conservation : Poursuivre les travaux sur la culture in vitro
pour assurer une production durable a grande échelle de la plante, tout en

protégeant ses ressources naturelles.

Cela permettra d'approfondir I'exploitation du potentiel de Salvia chudaei tout en

explorant de nouvelles voies d'application.
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ANALYSE DES EXTRAITS PAR HPLC-UV/VIS
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Nom Temps de air de std concent unite air concent
retention std echantillon| echantillon

|Gallic acide 3.88 640.36 6.80 ppm 1175.61 12.48
ig’i’gj”hydmxybenzo'c 1015 |[34398 |6.80 ppm | 691.84 | 1368
[Catechol 11.28 71.26 4.40 ppm 621.76 38.39
4-Hydroxybenzoic acide 15.24 828.74 5.60 ppm 190.33 1.29
iﬁi' d[;'hydmxybenzo'c 1776 |377.95 |6.00 ppm | 71753 | 1139
[Homovanillic acide 19.25 68.59 7.20 ppm 3617.01 379.68
3-hydroxybenzoic acide 20.32 120.09 5.60 ppm 134.21 6.26
[Pyrogallol 21.13 829.29 5.20 ppm 233.10 1.46
lphenol 22.60 1004.13 | 3.60 ppm 308.23 111
2,3-hydroxybenzoic acid 24.20 538.93 6.00 ppm 446.56 4.97
[resorcinol 24.49 110.17 4.40 ppm 2115.92 84.51
[caffeic acide 2511 [41.32 7.20 ppm 4358.81 | 759.52
ftyrosol 26.39 1203.48 |5.60 ppm 435.77 2.03
|conifery| alcohol 27.52 1787.72 | 7.20 ppm 1702.32 6.86
[Dihydroxycaffeic acide 29.50 49.00 7.20 ppm 31161.71 | 4578.86
ferulic acid 29.87 373.60 7.60 ppm 50226.63 | 1021.74
[m-coumaric acide 30.70 1172.60 |6.40 ppm 5623.96 30.70
ICaffeic acide dimethyl ether 32.03 706.26 6.00 ppm 2479.49 21.06
Sinapic acid 33.34 142.99 8.80 ppm 496.53 30.56
Vanillic acide 33.60 37.14 6.80 ppm 115.50 21.15
4-Ethylguaiacol 34.93 150.17 6.00 ppm 361.80 14.46
[p-coumaric acid 36.05 1878.88 | 6.40 ppm 578.44 1.97
Ihydroferulic acid 36.76 124.94 8.00 ppm 2142.69 137.20
4-Propylphenol 38.17 188.63 5.60 ppm 1319.63 39.18
lawson 41.23 728.18 16.50 ppm 111.05 2.52
4-methyl guaiacol 44.07 211.21 5.60 ppm 1545.12 40.97
i:i"de;hoxyhydmc'””am'c 4557 |44712 |7.20 ppm | 10093 | 177
Salicylic acide 45.81 13.57 5.60 ppm 289.98 119.67
folic acide 46.22 396.81 27.37 ppm 1180.80 81.45
beta-carotene 46.71 92.68 8.47 ppm 2196.20 200.71
alpha-methyl-cinnamic 4689 |789.83 |6.40 ppm | 245229 | 19.87

acide




Nom Temps de air de std concent unite air_ concent
retention std echantillon| echantillon

[benzoic acide 48.26 20.09 0.37 ppm 373.14 6.87

4-ethyl phenol 48.90 297.00 4.80 ppm 44755.76 | 723.33
Imaleic acide 49.52 184.53 18.41 ppm 612.72 61.13
Inaringenin 49.84 69.84 6.00 ppm  [186.22 16.00
Hydrocinnamic acide 50.59 9.04 6.00 ppm 8581.38 5695.61
tert-butyl hydroquinone 55.43 45.82 3.32 ppm 21990.60 | 1593.38
trans-cinnamic acid 55.69 37.69 6.00 ppm 18671.29 | 2972.35
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HPLC
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Air ncen
] :;Z:Eisoie Alldestd 002;:; ™ [unite echantillon ec?hoanctt?llgn
Gallic acide 3.77 640.36 |[6.80 ppm 14584.74 |154.88
zgai'ﬂ'hydroxybenzo'c 0.89 343.98 [6.80 ppm |317.75  [6.28
Catechol 11.45 71.26 [4.40 ppm 3859.87 |238.33
4-Hydroxybenzoic acide 15.41 828.74 [5.60 ppm 450.23 3.04
4-Acetocatechol 16.36 510.20 [6.00 ppm 1406.01 |16.53
2,4-Dihydroxybenzoic acide [17.87 377.95 [6.00 ppm 3939.20 |62.54
Homovanillic acide 19.45 68.59 [7.20 ppm 7804.18 |819.22
3-hydroxybenzoic acide 19.96 120.09 [5.60 ppm 109.77 512
Pyrogallol 21.27 829.29 [5.20 ppm 1066.59 |6.69
4-Methylcatechol 22.40 89.98 14.80 ppm 1229.87 |65.61
phenol 22.77 1004.13 [3.60 ppm 585.53 2.10
2,3-hydroxybenzoic acid 23.75 538.93 [6.00 ppm 880.74 9.81
resorcinol 24.51 110.17 }4.40 ppm 2329.70 |93.04
caffeic acide 25.42 41.32 |7.20 ppm 9133.21 |1591.46
2,6-dihydroxybenzoic acid  [26.69 48.74 16.00 ppm 3220.78 |396.49
coniferyl alcohol 27.40 1787.72 [7.20 ppm 1171.66 |4.72
tert-butyl hydroquinone 28.63 24.25 16.00 ppm 7052.27 |1744.89
Dihydroxycaffeic acide 30.21 49.00 [7.20 ppm 31674.73 |4654.25
ferulic acid 30.33 373.60 [7.60 ppm 32431.10 |659.73
chlorogenic acid 31.18 101.47 ]14.00 ppm 7840.10 ]1081.71
Caffeic acide dimethyl ether |[32.40 706.26 [6.00 ppm 8977.25 |76.27
Sinapic acid 33.87 142.99 18.80 ppm 1934.03 |119.03
p-coumaric acid 36.07 1878.88 [6.40 ppm 117.78 0.40
hydroferulic acid 37.42 124.94 [8.00 ppm 4173.80 |267.25
4-Propylphenol 37.83 188.63 [5.60 ppm 2524.78 | 74.96
Z’é‘i‘ai'tr'methoxyc'””am'c 41.70 1987.15 [9.60 ppm  |13256  |0.64
lawson 42.06 728.18 [16.50 ppm 224.91 5.10
esculin 46.63 71.80 [5.50 ppm 491.98 37.69
beta-carotene 47.08 92.68 [8.47 ppm 300.09 27.43
hespertin 47.28 224.21 19.05 ppm 228.96 19.45
benzoic acide 49.14 20.09 [0.37 ppm 3664.67 |67.49
3,5-Dimethoxyphenol 50.49 13.50 [6.60 ppm 143.44 70.13
Hydrocinnamic acide 52.19 9.04 [6.00 ppm 180.40 119.73
tert-butyl hydroquinone 54.25 4582 [3.32 ppm 4098.50 296.97
trans-cinnamic acid 56.25 37.69 [6.00 ppm 501.54 79.84




