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Résumé

Salvia verbenaca (sauge verveine), plante médicinale de la famille des Lamiacées, est une espéce
endémique des régions méditerranéennes, reconnue pour ses propriétés thérapeutiques. Cette étude
compare la composition chimique et les activités biologiques des extraits hydro-éthanoliques de S.
verbenaca issus de deux régions d'Algérie (Blida et Médéa).

L'extraction par hydrodistillation n'a pas fourni de rendement suffisant en huiles essentielles pour les
analyses chromatographiques ou biologiques. L'extraction par macération a produit deux extraits aux
rendements distincts : 22,35 % pour Médéa contre 15,2 % pour Blida. Les dosages quantitatifs ont
révélé une teneur plus élevée en polyphénols totaux dans I'extrait de Médéa (165,25 mg EAG/g ES)
comparé a celui de Blida (130,25 mg EAG/g ES). A l'inverse, la teneur en flavonoides totaux
supérieure dans 1'extrait de Blida (15.81 mg EQ/g ES) par rapport a Médéa (6.19 mg EQ/g ES).
L'analyse qualitative par HPLC a mis en évidence des profils chimiques différenciés : 12 pics
détectés pour Blida (dont 3 identifiés : diosmine 11,72 %, fisétine 2,20 %, acide ascorbique 0,73 %)
contre 13 pics pour Médéa (5 identifiés : diosmine 7,43 %, acide tannique 2,32 %, tangertine 3,81 %,
butéine 1,46 %, 5-hydroxyflavone 0,87 %).

Sur le plan biologique, ’extrait de Médéa a montré une activité antioxydante significativement
meilleure (ICso = 0,3191 mg/mL) que celui de Blida (ICso = 0,9645 mg/mL). Les tests antimicrobiens
sur quatre souches bactériennes et deux champignons ont permis d’observer que 1’extrait de Blida
inhibait three souches : Pseudomonas aeruginosa (16,8 mm), Staphylococcus aureus (13,5 mm), et
Bacillus subtilis (18,5 mm), tandis que 1’extrait de Médéa était actif contre P. aeruginosa (20,9 mm)
et B. subtilis (13,6 mm). Aucune activité antifongique n’a été constatée, et la concentration minimale
inhibitrice n’a été atteinte qu’avec la solution mere.

Enfin, I’évaluation de la cytotoxicité a révélé que I’extrait de Médéa était 1égérement cytotoxique
(70 % de mortalité a 1000 ng/mL), alors que celui de Blida était non toxique (3,3 %). Les valeurs de
DLsg étaient respectivement de 7291,30 ug/mL pour Médéa et de 295,17 pg/mL pour Blida

Les mots clés : Salvia verbenaca , activités biologiques, hydro-éthanoliques , polyphénols, flavonoides,

HPLC.
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Summary

Salvia verbenaca (verbena sage), a medicinal plant of the Lamiaceae family, is a species endemic to
the Mediterranean regions, known for its therapeutic properties. This study compares the chemical
composition and biological activities of hydro-ethanolic extracts of S. verbenaca from two regions of
Algeria (Blida and Medea).

Hydrodistillation extraction did not provide a sufficient yield of essential oils for chromatographic or
biological analyses. Extraction by maceration produced two extracts with distinct yields: 22.35% for
Meédéa against 15.2% for Blida. Quantitative assays revealed a higher total polyphenol content in
Medea extract (165.25 mg EAG/g ES) compared to Blida extract (130.25 mg EAG/g ES).
Conversely, the total flavonoid content was higher in Blida extract (15.81 mg EQ/g ES) compared to
Meédéa (6.19 mg EQ/g ES).

The qualitative analysis by HPLC revealed differentiated chemical profiles: 12 peaks detected for
Blida (3 of which were identified: diosmin 11.72%, fisetin 2.20%, ascorbic acid 0.73%) compared to
13 peaks for Médéa (5 identified: diosmin 7.43%, tannic acid 2.32%, tangertine 3.81%, butein
1.46%, 5-hydroxyflavone 0.87%).

Biologically, Médéa extract showed significantly better antioxidant activity (Clso = 0.3191 mg/mL)
than Blida extract (Clsp = 0.9645 mg/mL). Antimicrobial tests on four bacterial strains and two
fungi, showed that Blida extract inhibited three strains: Pseudomonas aeruginosa (16.8 mm),
Staphylococcus aureus (13.5 mm), and Bacillus subtilis (18.5 mm), while Medea extract was active
against P. aeruginosa (20.9 mm) and B. subtilis (13.6 mm). No antifungal activity was observed, and
the minimum inhibitory concentration was only achieved with the stock solution.

Finally, the cytotoxicity assessment revealed that Médéa extract was slightly cytotoxic (70%
mortality at 1000 ng/mL), while Blida extract was non-toxic (3.3%). The LDsq values were 7291.30
pg/mL for Medea and 295.17 ug/mL for Blida

Keywords: Salvia verbenaca, biological activities, hydro-ethanolic, polyphenols, flavonoids, HPLC.
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Introduction

Introduction

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1’évolution des civilisations.
Des tablettes sumériennes datant de 3000 av. J.-C. aux papyrus égyptiens de 1'ére pharaonique,
ces ressources végétales ont constitué les premiéres pharmacopées de 'humanité. Dans toutes
les régions du monde, ces plantes ont toujours occupé une place importante en médecine.

(Ismaili et al., 2016)

L'importance des plantes médicinales est due a la présence de composés chimiques
spécifiques qui produisent un effet physiologique sur le corps humain. Ces constituants
chimiques bioactifs comprennent les saponines, les flavonoides, les alcaloides, les stérols, les
tanins et les phénols qui sont capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Leur
diversité structurale permet des activités antioxydantes, anti-inflammatoires et

antimicrobiennes validées in vitro et in vivo) (Vaidya, 1997; Ismaili et al., 2016).

Cependant, la synthése et I'accumulation de ces métabolites secondaires dépendent
essentiellement des conditions environnementales. Pour la plupart des especes, des facteurs
externes (lumicre, température, hydrométrie, fertilit¢ et salinit¢ du sol) modulent
significativement les processus physiologiques (Ferrandino & Lovisolo, 2014) et leur capacité
a synthétiser des composés spécialisés (Verma & Shukla, 2015), induisant des variations
phytochimiques pouvant atteindre 300% entre individus d'une méme espece cultivés sous

différents climats (Yang et al., 2018)

L'Algérie, carrefour biogéographique entre 1'Europe, I'Afrique et le Moyen-Orient, possede
I'un des patrimoines botaniques les plus riches du bassin méditerranéen : ses 4 200 especes
végétales recensées incluent plus de 800 plantes médicinales traditionnellement utilisées, avec
une concentration exceptionnelle dans les écosystémes montagneux de Kabylie, des Aures et

de I'Atlas tellien (Sarri et al., 2015 ; Belhouala & Benarba 2021 ; Azedam et al., 2022)

Face a cette complexit¢ chimique et variabilit¢ naturelle, 1'étude comparative de la
composition et des activités biologiques de Salvia verbenaca provenant de deux régions
géographiques (Blida et Médéa) s'impose comme une approche méthodologique pertinente.
Cette espece emblématique des Lamiacées méditerranéennes, réputée pour ses diterpenes
anticancéreux et ses acides phénoliques antioxydants, constitue un modele idéal pour évaluer

l'impact des écosystémes sur le potentiel thérapeutique des plantes médicinales
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Introduction

Afin d’achever nos objectifs, nous avons subdivisé ce mémoire en trois parties.

e Une partie bibliographique dans laquelle nous réaliserons une synthése des
connaissances concernant Salvia verbenaca, les substances bioactives (les huiles
essentielles et les composés phénoliques) et leurs activités.

e La deuxiéme partie présente le matériel et les méthodes utilisés pour la réalisation de
ce travail,

e La derniere partie est consacrée a la présentation des résultats obtenus ainsi qu’a leurs
discussions.

Enfin, la conclusion générale met en évidence les principaux résultats obtenus
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

L. Présentation de I’espéce Salvia verbenaca :
I.1. Nom vernaculaire :

Salvia verbenaca est une plante médicinale connue dans plusieurs régions sous différents

noms vernaculaire :

» Maroc : kayyata, kayyata safar l'afit, kohila (Fakchich & Elachouri, 2021).

» Algérie : kayyata, ra'i lahmam (Boudjelal et al., 2012 ; Chermat & Gharzouli, 2015 ;
Nazim et al., 2020 ; Taibi et al., 2021 ; Zatout et al., 2021).

» Frangais : fausse verveine-sauge verveine ; sauge fausse verveine.

» Anglais: wild clary; vervain s.
I.2. Systématique :

La classification botanique de I’espece Salvia verbenaca selon Quezel et Santa (1963)
v Embranchement Spermatophyta

Sous-embranchement Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Salvia

AN N N N N NN

Espece Salvia verbenaca

1.3. Description botanique :
1.3.1. Appareil végétatif :

Salvia verbenaca, également appelée Sauge verveine, est une plante vivace de hauteur tres
variable entre 30 a 50 cm, a souche ligneuse, racines pivotantes. Elle est poilue au sommet,
odorante, plus ou moins glandulaire au sommet. Elle pousse dans les pelouses séches, les

pentes et en bordure des chemins (Neégre, 1961 ; Abdur-Rauf et al., 2022).

La tige dressée, quadrangulaire, trés velue, glanduleuse, bien feuillée. Les tiges 1égérement

ramifiées portent des grappes de fleurs bleu foncé au printemps (Negre, 1961).

Les feuilles radicales en général nettement pétiolées, a limbe lyré ou pennatilobé, gaufré, velu

sur les nervures (au moins sur la page inférieure). Feuilles caulinaires a pétiole devenant de

3
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Chapitre 1 Synthése bibliographique

plus en plus court (Négre, 1961). Dans I’ensemble les feuilles sont oblongues, larges de 2 a 3
cm, crénelées ou incisées-lobées, avec la partie supérieure sans pédoncule (Abdur-Rauf et al.,

2022).

1.3.2. Appareil reproducteur :

Les inflorescences sont velu-soyeuses, formées d’épis organisés en verticilles de 5 a 10 fleurs,
densément axillées par de larges bractées sessiles, elles-mémes groupées en panicules plus ou

moins fournies (Claen-Bockhoff et al., 2004; Reith et al., 2007 ;Servais & Seba, 2018 ) .

Les fleurs, longues de 6 a 17 mm, présentent un calice glabre a [’orifice, entiérement
recouvert de poils argentés, vert nervuré de bleu, avec deux dents plus longues que le tube et

trois dents soudées et courtes (Servais & Seba, 2018).

La corolle, d’un bleu intense, dépasse le calice, avec une lévre supérieure arquée en casque et

une lévre inférieure trilobée .

L’androcée se compose de deux étamines a filet court, surmontées d’un connectif bifurqué :
une branche fertile portant 1’anthére et une branche stérile munie d’une écaille — typique du
mécanisme de levier pollinique des Salvia, ou le connectif élargi sert de bras de levier lors de
la pollinisation, de facon a déposer efficacement le pollen sur le dos des visiteurs (Reith et al.,

2007 ;Servais & Seba, 2018 ).

Le gynécée consiste en un ovaire supere bicarpellé, faussement quatre loges uniovulées, un
style gynobasique généralement plus long que les étamines et un stigmate bifide.( Servais &

Seba, 2018) .
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Figure 1 : Morphologie de Salvai verbenaca ,(A) :fleurs Salvia verbenaca (Crespo, 2011) ,

(B) : Feuilles de Salvia verbenaca (wild_mike uk, 2022) ,(C) :inflorescences Salvia

verbenaca (Crespo, 2011).

I.4. Répartition géographique :
1.4.1. Dans le monde :

Salvia verbenaca est une espece indigéne des pays méditerranéens et a été signalée tout
autour du bassin méditerranéen : du Maroc aux Canaries, de 1’Algérie, la Tunisie, la Libye,
I’Egypte, Chypre, la Turquie jusqu’a la Transcaucasie, du sud et de I’ouest de I’Europe
jusqu’au nord de la Grande-Bretagne. Elle s’est naturalisée en Amérique, en Afrique australe,
en Nouvelle-Z¢élande et en Australie. S. verbenaca est largement répartie dans une gamme
d’altitudes allant de 1 a 2500 m en Argentine, et de 1 a 900 m en Turquie, a I’exception de

I’ Anatolie orientale et sud-orientale. (Khouchlaa et al., 2021) (Figure 2).

I -l = } %';‘~ ’j
M g P '
\-,,_f\ 1 ‘QI‘} v ;
¥ 4
rFo-
] .Nalive
',-,_ . Introduced

Figure 02 : Carte géographique représente la répartition géographique de Salvia verbenaca

(POWO, 2023).
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1.4.2. En Algérie :

Salvia verbenaca est une espece originaire du bassin méditerranéen, naturellement présente en
Afrique du Nord, y compris en Algérie (Quezel et Santa, 1963 ; Benmouhoub et al., 2018)
( Figure 3) .

Dans le nord du pays, notamment dans les régions du Tell et sur le littoral méditerranéen,
cette espece colonise les prairies seéches, les pelouses xérophiles et les jachéres. Elle prospere
sur des sols pierreux ou limoneux sous un climat méditerranéen typique de ces zones (Quezel

et Santa, 1963 ; Benmouhoub et al., 2018) .

Des recherches menées dans les pré-Sahara de I’ Algérie, notamment autour de Bou Sadda, ont
permis la premiere caractérisation de I’huile essentielle de la sous-espece S. verbenaca ssp.

clandestina poussant dans cette région (Smaili et al., 2022) .

Ces informations mettent en évidence la vaste répartition méditerranéenne de 1’espéce en
Algérie, ses écosystemes favoris dans le Tell et le Sahara, ainsi que la présence de sous-

especes régionales aux caractéristiques phytochimiques distinctes.

— Salvia jaminiana

FEsssssEss
H

: {): Salvia pseudojaminiana

| e Salvia lanigera i Ethiopia
v Salvia verbenaca
— M Salvia meriamie @
e Salvia hasankeyfensis . 1000 km

Figure 03 : Répartition de Salvia verbenaca en Algérie (Smaili et al., 2022).
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I.5. Composition chimique Salvia verbenaca :

Comme toutes les plantes de la famille des Lamiaceae, Salvia verbenaca renferme une riche
diversité de métabolites secondaires, notamment des flavonoides, terpénes, stérols, acides gras
et phénoliques, révélés notamment par des techniques analytiques telles que GC-MS,

HPLC-PDA-ESI-ToF/HRMS et spectroscopies RMN 1D/2D (Mrabti et al., 2022) .

Les phénols, tels que I’acide rosmarinique, caféique et des dérivés phénoliques diterpéniques,
sont responsables d’activités antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes, comme
I'ont montré des études analytiques approfondies sur I’espece (Mrabti etal., 2022; Jabeur

etal., 2020) .

Les flavonoides identifiés comprennent la lutéoline, la quercétine, 1’apigénine et des dérivés
tels que I’hispiduline et le jaceosidin, confirmés par analyses HPLC-DAD-HRMS (Mrabti
etal., 2022; Nowak etal., 2021) .

Les terpénoides, prédominants dans 1’huile essentielle, incluent notamment 1’1,8-cinéole (<9
—10%), le p-cymene, l’a-pinéne, le y-terpinene, le B-caryophylléne, le viridiflorol et

I’épimanool, comme quantifié¢ par GC-MS (Mrabti et al., 2022; Ben Taarit et al., 2008) .

Selon Menichini etal. ( 2009), les terpénoides monoterpéniques et sesquiterpéniques
dominent I’huile essentielle, avec des composés principaux tels que (Z)-p-ocimene (=29,5 %),
B-phellandréne (=8,2 %), B-thujone (=7,9 %) et a-pinéne, ainsi que des sesquiterpénes comme

B-caryophylléne (7,1 %), B-cubébeéne (2,7 %) et germacréne D (20,5 %) .

Des acides gras (palmitique, linoléique, oléique) et des stérols (sitostérol, campestérol) ont été

¢galement décrits dans les extraits lipidiques (Mrabti et al., 2022) .

1.6. Usages traditionnels et propriétés phytothérapeutiques

Les extraits hydromethanoliques de S. verbenaca ont démontré une activité antioxydante
robuste in vitro (captation de radicaux libres, inhibition de la peroxydation lipidique, capacité
de réduction) et anti-inflammatoire in vivo, avec stabilisation membranaire érythrocytaire,
inhibition de 1’cedéme auriculaire induit par la xyléne et absence de toxicité aigué/subaigué

chez la souris (Grab & Hamza, 2021) .
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Des actions pharmacologiques spécifiques incluent

e Antioxydant : réduction des niveaux de ROS intracellulaires et modulation du rapport
glutathion oxydé/réduit (Mrabti et al., 2022) .

e Anti-inflammatoire intestinal : en modéle de colite induite par TNBS, I’extrait
diminue Pactivité MPO, réduit I’expression des cytokines pro-inflammatoires (IL-1p,
IL-6, IL-12a, IL-23, iNOS, ICAM-1, MCP-1, CINC-1) et améliore la perméabilité
colique (augmentation de MUC-2, MUC-3 et Villin) (Antioxidants, 2023) .

e Activité antibactérienne et antifongique, particulicrement prononcée chez les
extraits éthérés et organiques, cible efficacement plusieurs souches pathogenes a
Gram-positif et Gram-négatif, ainsi qu’a champignons humains, ce qui soutient
I’usage traditionnel des feuilles en application cutanée (Belkhiri etal.,2019; Mrabti
etal.,2022) . Des ¢étudesin vitro confirment son activité antimicrobienne
contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli, ainsi qu’un potentiel antidiabétique
via P’inhibition de I’a-glucosidase. Son extrait aqueux montre également des effets

analgésiques dans des modeles murins (Alarcon , 2021).

L’extrait aqueux montre des effets anti-xanthine oxydase, suggérant un potentiel utilité¢ dans

la prévention de la goutte et des troubles liés a I’acide urique (Belkhiri et al., 2019) .

Enfin, des études in vitro sur I’activité antileishmanienne révélent une inhibition des
promastigotes, validant I’usage folklorique de S. verbenaca dans le traitement des maladies

parasitaires (Et-Touys etal., 2016).

Aucune toxicité aigué n’a été rapportée aux doses traditionnelles. Cependant, la présence de
thuyones (a I’état de traces) contre-indique un usage prolongé durant la grossesse. Des
réactions allergiques cutanées sont possibles chez les sujets sensibles aux Lamiacées (Moretti,

2022).



http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

Mateériel et methode


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

Chapitre 11 Matériel et méthodes

Lieu de réalisation de I’expérimentation

Notre étude expérimentale a été réalisée durant 3 mois dans différents laboratoires

spécialisés :

e La macération et le test de la cytotoxicité ont été réalisées au sein du laboratoire
d’analyse de la faculté des sciences de la vie et de la nature de ’'université Blida 1

e La concentration des extraits et les analyses HPLC ont été effectuées dans le
laboratoire de molécules bioactives et de valorisation de la biomasse d’ENS-Kouba

e Les tests d’activité antioxydante et antimicrobienne ont été évalués au niveau du
service de contrdle de qualit¢ de I’unité de fabrication SAIDAL — Médéa, au sein des

laboratoires d’analyses physico-chimiques et de microbiologie.

L. Matériel
I.1. Matériel biologique :
I.1.1. Matériel végétal :

Cette étude s'est fondée sur les feuilles de Salvia verbenaca, prélevées manuellement dans
deux zones de I’Algérie Médéa, Ben Chicao (36°1220.6"N 2°51'34.1"E ) 973 m d’altitude
(Coordonnées GPS) . et Blida ,Soumaa (36°31'06" N, 2°54'19"E) 148 m d’altitude

Coordonnées GPS , au mois de mars 2025.

11

Figure 04 : Feuilles de Salvia verbenaca

a- Séchage :

Le matériel végétal récolté a été séché a I'ombre, sur du papier, a I’air libre et a température
ambiante et dans un endroit sec pendant 10 a 15jours. Ils sont ensuite stockés dans des sacs en

papier jusqu’a la préparation des extraits.

12
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b- Broyage :

Une fois les feuilles completement seches, on les broie a 1’aide d’un broyeur électrique

jusqu’a I’obtention d’une poudre tres fine.

Figure 05 : Broyage des feuilles séches Figure 06 : Poudre des

feuilles
I.1.2 Souches microbiennes :

L'analyse antimicrobienne a été réalisée sur quatre souches bactériennes et deux souches

fongiques (tableau 01) et (figure05)

Figure 07 : Souches microbiennes

Tableau 1 : les souches microbiennes testées.

Nom scientifique Type Origine

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 | Bactérie Gram - Laboratoire de

Salmonella typhimurium ATCC 14028 | Bactérie Gram - microbiologie de

Staphylococcus aureus ATCC 6538 Bactérie Gram + | ['unité de fabrication

Bacillus Subtilis ATCC 6633 Bactérie Gram + SAIDAL — Médéa

13
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Candida albicans ATCC 10231 Levure

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 | Champignon

1.1.3 larves d'Artemia salina :

Les ceufs de crevettes ont été fournis par le Centre National de Recherche, de Développement

et de la Péche (CNRDPA), Tipaza.
1.2. Matériel non biologique :

Le matériel utilisé pour nos expérimentations (la verrerie, 1’appareillage et les réactifs) est

détaillé en annexe.
I1. Méthodes :
I1.2. Préparation de ’extrait des feuilles de Salvia verbenaca

I1.2.1 Extraction :

Les extraits végétaux ont été préparés par macération a froid, une technique d’extraction qui
consiste a immerger le matériel végétal dans un solvant, avec ou sans agitation. Bien que cette
méthode, souvent longue et de rendement modeste, soit particuliérement adaptée a
I’extraction de composés thermosensibles, elle préserve I’intégrité moléculaire, évitant ainsi

toute dénaturation (Leybros & Frémeaux, 1990).

Dans le cadre de cette étude, deux lots de 20 g de poudre de feuilles de Salvia verbenaca,
originaires de deux régions distinctes, ont été soumis a cette macération avec deux solvants de
polarité différente : de 1’eau et un mélange éthanol/eau (30/70, v/v). Les mélanges ont été
placés dans des erlenmeyers hermétiquement fermés et enveloppés de papier aluminium, puis

maintenus a température ambiante pendant 48 heures, avec agitation intermittente.

Aprés cette période, chaque suspension a été filtrée a travers un papier filtre afin de séparer
I’extrait liquide des résidus solides. Les extraits obtenus ont ensuite été recueillis dans des
flacons propres et conservés a 1’abri de la lumiére et de la chaleur. Le méme protocole de
macération a été appliqué une seconde fois sur les résidus pour optimiser 1’extraction des

compos¢s actifs.

14
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Figure 09 : Filtration du mélange hydro-éthanolique

Les solutions obtenues ont été évaporés a 1’aide d’un évaporateur rotatif (BUCHI rotavapor

R-200) afin obtenir un extrait hydro éthanolique sec.
I1.2.2 Calcule de rendement :
a. Calcul de la masse d’extrait sec :

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon apres

évaporation, et le poids du ballon vide (avant évaporation).

Masse cxiraic =m1-m0

m1 : le poids du ballon apres évaporation.
m0 : le poids du ballon vide.

b. calcule de rendement en(%) :

Rendement en (%) = (masse d’extrait / masse de poudre) 100
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I1.3. Analyse phytochimique :
I1.3.1. Dosage de polyphénols totaux :
I1.3.1.1.Principe :

Le contenu en polyphénols totaux des extraits testés est estimé par une méthode
colorimétrique basée sur le réactif de Folin Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965). Le réactif
est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo12040). I1 est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdéne (Mo803) (Ribéreau, 1968).
La coloration produite, dont 1’absorption maximum a 765 nm est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans les extraits.
11.3.1.2. Mode opératoire :

Dans des tubes a essai, on introduit un volume de 4 ml d’extrait dilué¢ (0,1 ml d’extrait +
0,39 ml d’eau distillée), mélangé ensuite avec 0,25 ml de réactif Folin Ciocalteu. Apres 3min,
on additionne 0,75ml de carbonate de sodium a 20%. Les tubes sont mélangés au vortex puis
mis au bain marie a 40°C pendant 40min. La lecture de la coloration bleue est faite a 765 nm
contre un blanc préparé a partir d’eau distillée. Toutes les manipulations sont répétées 3 fois.
La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1'équation de régression de la
gamme d'étalonnage établie avec l'acide gallique. Elle est exprimée en milligramme

d'équivalents d'acide gallique par gramme d'extrait (mg EAG/g).
I1.3.2.Dosage des flavonoides totaux
I1.3.2.1.Principe :

Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode adaptée de Lamaison & Carnet, 1990,
en utilisant le trichlorure d'aluminium (AICI3) comme réactif. La présence d'une case libre
dans AICI3 forme une liaison dative avec les doublets libres de I'oxygene des groupements
OH des flavonoides, en produisant un complexe de couleur jaune, dont 1’absorbance

maximale est enregistrée a 430 nm.
11.3.2.2.Mode opératoire :

On préleve 2 ml de chaque extrait (préparés avec des dilutions convenables dans I'éthanol)
additionné au méme volume de la solution d’AICI3 a 2% dans 1’éthanol. Le mélange est

vigoureusement agité, puis I’ensemble est incubé a I’ombre a température ambiante pendant
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10 minutes. L’absorbance est lue a 430 nm contre le blanc contenant 2 ml de la solution AICI3
et 2 ml de solvant (70 ml éthanol/30 ml eau). Toutes les manipulations sont répétées 3 fois.
La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un
flavonoide standard, la quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme

d’équivalent de quercétine par gramme de poids sec de la plante (mg EQ/g Ps).
I1.4.Analyse chromatographique (HPLC) :
I1.4.1. Principe :

La chromatographie liquide a haute performance (C.L.H.P.) est la technique la plus
performante, utilisée pour la séparation et le dosage des produits non volatils thermo
dégradables, tels que les composés phénoliques. Elle ne demande qu’une faible quantité
d’échantillon végétal et permet de combiner en une seule opération les analyses qualitatives et
quantitatives d’un extrait complexe, ce qui permet 1’étude des matériels végétal trés variés

( Pietta et al., 2003).
11.4.2.Condition :

Les échantillons sont analysés par un appareil CLHP de type Agilent 1260 infinity équipé
d’un détecteur UV a barrettes de diodes (DAD : Diode Array Detector). Les analyses ont été

réalisées dans les conditions expérimentales suivantes :

e La colonne : phase inversé avec une colonne C18 (5 um, 250 x 4.6 mm)
e Lsatempérature : 22+01°C.

e Ledébit: 1 ml/min

e Le volume d’injection : Sul

e Lalongueur d’onde de détection : 270nm, 324nm, 374nm

e Les conditions d’¢lution : deux phases ont été utilisées A et B
V' 0.2% d’acide acétique + H20
v' Méthanol**

Les conditions d’¢lution de CLHP-DAD représent¢ dans le tableau suivant :

Tableau 02: les conditions d’élution de CLHP-DAD

Temps Eluant
00 min 95% A+ 5% B
30 min 5% A +95%B
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*H20 utilisée est b-distillée **1e méthanol utilisé est de qualit¢ CLHP

Figure 10: les échantillons pour 1’analyse HPLC
I1.5. Activités biologiques
I1.5.1. Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH
I1.5.1.1.Principe :

La capacité de céder des hydrogenes par les extraits est mise en évidence par une méthode
spectrophotométrique, en suivant la disparition de la couleur violette d’une solution

¢thanolique contenant le radical libre DPPH 51.1-Diphenyl 2-picrylhydrazyl).

Figure 11 : test antioxydant d’extrait de Médéa Figurel2 :test antioxydant d’extrait de
Blida

I1.5.1.2. Mode opératoire :

Nous avons réalis¢ le test utilisant le DPPH en suivant la méthode décrite par (Tepe et al.,
2005). Ou 0.1 ml de chacune des dilutions des extraits testés (0.1 - 4mg/ml) sont mélangés

dans des tubes a essai avec 3.9 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,004%).

Apres 30 min d’incubation a température ambiante de laboratoire et a I’obscurité,

I’absorbance est lue a 517 nm. Nous réalisons les expériences en 3 répétitions successives,
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La capacité¢ anti-radicalaire des échantillons est exprimée en pourcentage en suivant

I’équation:

% Activité anti-radicalaire= [1-(Abs controle-Abs échantillon/Abs controle)] 100

Abs échantillon : correspond a I’absorbance de I’échantillon ou du standard aprés 30minutes.
Abs contréle : correspond a I’absorbance du contrdle contenant uniquement la solution

DPPH.

La valeur d’IC50, la concentration de I’extrait nécessaire pour piéger 50% de radicaux libres,
a ¢té calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de

différentes concentrations d’extraits préparés.

I1.5.2. Activités antimicrobiennes :

La méthode de diffusion en puits sur gélose a ét¢ employée, conformément a la procédure
de Rahal (2005), afin d’évaluer I’activité¢ antibactérienne de 1’extrait de Salvia verbenaca

contre quatre souches bactériennes pathogenes, ainsi que deux souches de champignons.
I1.5.2.1. Préparation de I’inoculum :
Pour les bactéries :

A partir d’une culture jeune de 18 heures préparée sur milieu gélose nutritive, on réalise des
suspensions en prélevant 3 a 5 colonies bien isolées et identiques dans 5 mL d’eau
physiologique stérile (Nal a 9g/L), puis on agite au vortex pendant quelques secondes

Pour les champignons :

La préparation de I’inoculum est la méme que celui des bactéries sauf que la culture doit étre
jeune de 48 heures sur milieu Sabouraud dextrose. La quantité de germes dans 1’inoculum
préparé doit étre de concentration de 107 a 108 UFC/mL. Pour cela, une mesure de
transmittance est réalisée, on utilise un spectrophotometre réglé sur une longueur d’onde de
620 nm. La transmittance doit €tre entre 22% et 32% qui correspondent a la concentration

demandée. L’inoculum doit étre utilisé dans les 15 minutes qui suivent sa préparation.
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Figurel3 : Préparation des suspensions bactériennes

I1.5.2.2. Préparation des milieux :

Deux types de milieux ont été employés : la gélose nutritive a servi de milieu de culture pour
les bactéries examinées, tandis que la gélose Sabouraud (SDA ou agar dextrose Sabouraud) a

été utilisée pour les champignons.

Positionnez la bouteille remplie du milieu solide dans un bain-marie dont la température est
portée a environ 90-100 °C, et attendez que le milieu se liquéfie entiérement. Sous une hotte a
flux laminaire, déposez approximativement 15 ml de gélose dans chaque boite de Pétri stérile.

Laissez-le solidifier a température ambiante.

Figure 14 : Coulage de gélose dans les boites de Pétri
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I1.5.2.3. Méthode de diffusion en milieu gélosé :

La méthode de diffusion en milieu gélosé consiste a déposer un disque stérile (papier
Whatman n°3) de 5.5 mm de diamétre imprégné de la substance a tester ou de I’antibiotique
pris comme témoin, a la surface d’une gélose préalablement coulée dans une boite de Pétri et
ensemencée avec le micro-organisme testé. Apres incubation, la lecture des résultats se fait
par la mesure du diametre (en mm) de la zone claire autour du disque, appelée : zone
d’inhibition.

La suspension est étalée en stries serrées sur la gélose. Les disques sont imbibés dans I’extrait

(préparés dans du méthanol a 100 mg/mL) puis déposés délicatement a la surface de la gélose.

Les boites de Pétri sont maintenues a 4°C pendant 1 heure, pour permettre la pré-diffusion de

I’extrait, ensuite incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Le méthanol pur est pris comme témoin négatif alors que la gectapen et la nystatine (10
pg/disque) sont utilisées comme standards pour les bactéries et les champignons

respectivement.

Figure 15 : Disque stérile en papier Figure 16 : Dépot des disques

L’expression des résultats se fait par la mesure des diamétres de la zone d’inhibition autour

des disques a 1’aide d’un SCAN 1200®, version 8.6.5.0
I1.5.2.4. Antibiogramme par diffusion en milieu gélose :
a. Préparation des solutions diluées :

C1 : prélever le volume de 750 ul de I’extrait meére (100mg/ml) et ajouter 250 pul de solvant
(70% éthanol et 30% eau distillée)
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C2 : prélever le volume de 500 pl de I’extrait meére et ajouter 500 pl de solvant (70% éthanol
et 30% eau distillée)

C3 : prélever le volume de 250 pl de I’extrait meére et ajouter 750 ul de solvant (70% éthanol
et 30% eau distillée)

Ces dilutions pour chaque extrait, I’extrait de Blida et Médéa .
b. Préparation des milieu de culture :

Verser la gélose nutritive dans les boites de pétri sous haute a flux laminaire et laisser

solidifier a température ambiante.
c.Dépot des disques :

La suspension est étalée en stries serrées sur la gélose. Les disques sont imbibés dans les
solutions diluées préparés dans I’éthanol a 100 mg/ml puis déposés délicatement a la surface

de la gélose.

Figure 17 : Dépot des disques

Les boites de Pétri sont maintenues a 4°C pendant 1 heure, pour permettre la pré-diffusion de

I’extrait, ensuite incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures.

L’expression des résultats se fait par la mesure des diameétres de la zone d’inhibition autour
des disques a I’aide d’un SCAN 1200®, version 8.6.5.0 échelle d’estimation de 1’activité

antibactérienne (Djenadi, Micolau et al. 2011).
-Résistante : diamétre < 8mm.

-Sensible : diametre compris entre 9 a 14 mm.
-Trés sensible : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

-Extrémement sensible : diameétre > 20 mm.
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I1.5.3. Etude de l'activité cytotoxique par le test de « Brine shrimp »

Le test de toxicité consiste a observer le comportement d'un individu (ou d’un groupe
homogene d'individus) mis en contact, dans des conditions expérimentales bien définies, avec
la substance étudiée afin d'évaluer le degré de sensibilité (ou de résistance) a cette derniére
(Ainane, 2012). Selon Truhaut cité par Ramade, 1979 une substance est toxique si elle
provoque des altérations ou des perturbations des fonctions de I'organisme vivant conduisant a
des effets nocifs dont la plus grave, de toute évidence, est la mort de cet organisme. Pour
¢valuer la toxicité de nos extraits, on a utilisé le test de cytotoxicité (Brine Shrimp ) sur les

larves d'Artemia salina

Les ceufs de crevettes ont été fournis par le Centre National de Recherche, de Développement
et de la Péche (CNRDPA), Tipaza. On utilise les ceufs de crevette de saumure dans I'eau de
mer préalablement préparée, en dissolvant le sel NaCl (36 g) dans 1L d'eau distillée. On
ajoute une source d'oxygene dans le bac expérimental, ainsi qu’une lampe de 60 W proche
comme source de lumiere et de chaleur (27-28°). Environ 1g des ceufs de crevette sont placés

dans un litre d’eau de mer.

Aprés 10-12h, I'éclosion des ceufs commence. Deux jours aprés, les nauplii sont accordés
comme des crevette mures (larve-nauplii) et peuvent étre employées. (48 a 72h) (McLaughlin

etal., 1991).

Aprés 72 h d’incubation, 1’aération est interrompue et la suspension est laissée au repos
pendant 10 minutes. Les ceufs vides, de faible densité, remontent a la surface, tandis que les
ceufs non éclorés coulent. Les nauplii (larves d’artémias) fraichement écloses se concentrent
juste au-dessus des ceufs déposés au fond. En raison de leur phototaxie positive, 1’exposition
d’une source lumineuse directe sur le récipient attire les larves vivantes vers la lumiere, ce qui

facilite grandement leur collecte siphonage (Turker & Camper, 2002).

Ensuite, on met 1.5 ml de 1'eau de mer préalablement préparée dans des tubes a essais en verre
avec les extraits des deux régions a différentes concentrations (10 000 pg, 1000ug, 100ug,
10ug, 1ug). Chaque essai est répété trois fois. 10 artémias sont additionnées a chaque tube et
incubées pendant 24 h a une température ambiante et & l'obscurité. La méme solution est

utilisée sans extrait pour le controle négatif.

Apres 24 h d'incubation, le nombre des artémia mortes et vivantes est compté sous une loupe

et le pourcentage de mortalité est déterminé en utilisant la formule suivante :

23


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

Chapitre 11 Matériel et méthodes

% Mortalit¢ = NLM /NLT x 100

NLP: Nombre de Larves Mortes.
NLT: Nombre de Larves Testées.

La dose LD50 est déterminée a partir de la courbe de régression qui exprime le pourcentage

des larves tuées en fonction du logarithme de la dose de I'échantillon
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I. Résultats
1.1. Rendement d’extraction :

Les masses et le rendement des extraits obtenus pour chaque région sont représentés dans

(Tableau 03) :

Tableau 03 : Rendement d’extraction

Régions Masses (g) Rendements (%)
Blida 6.08 £0.95 15.2+1.25
Médéa 8.94+1.02 22.35+1.75

Le rendement d’extraction des extraits obtenus a partir des feuilles du Salvia verbenaca, varie
selon la région étudiée. le rendement obtenu de plante récoltée a Médéa était plus éleve

(22.35%) tandis que celui de Blida était de 15.2 (%) .
1.2. Analyses phytochimique :
1.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs obtenues en polyphénols ont été déterminées a partir des équations de la
régression linéaire d’une courbe d’étalonnage réalisée avec 1’acide gallique, et exprimées en

milligrammes d’équivalent de 1’acide gallique (EAG) par gramme d’extrait sec (Figure 18).

0.7

y=0,1035x + 0,1046
R*= 0986
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o o o2 e o
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=

0 05 1 .5 2 25 3 35 4 45 5 55
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Figure 18 : Droite d’¢étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Les résultats obtenus sont présentés dans (Tableau 04):

Tableau 04:Teneur des polyphénols totaux.

Régions Teneur EAG/g ES
Blida 130.25£2.56
Médéa 165.25 £3.48

La teneur en polyphénols était plus €élevée dans 1’extrait de Médéa 165.25EAG/g ES mg que
dans celui de Blida 130.25 EAG/g ES

1.2.2.Dosage des flavonoides totaux :

L’analyse quantitative des flavonoides a été déterminée a partir de 1’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage (Figure 19) exprimée en milligramme équivalent de

quercétine par mg d’extrait.

1,6 y =0,0161x + 0,2764
, R?=0,9783
1,4

1,2

0,8 e

0,6

I'absorbans a 430 nm

0,4

0,2

0 10 20 30 40 50 60 70 80

concentration en mg/ml

Figure 19 : Courbe d'é¢talonnage de quercétine (mg/ml)
Les résultats obtenus représentés dans (tableau 05).

Tableau05 : Teneurs des flavonoides totaux.

Régions Teneur mg EQ/g ES
Blida 15.81 +£2.87
Médéa 6.19 £ 1.05
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Les résultats obtenus ont montré que la concentration en flavonoides dans I’extrait de Blida

15.81 (mg EQ/g ES) était ¢élevée que celle de Médéa 6.19 (mg EQ/g ES)
1.2.3.Analyse qualitatif par L’HPLC :

L'identification des molécules phénoliques a été réalisée en soumettant tous les extraits
hydroéthanoliques a une analyse HPLC-DAD. Chaque molécule identifiée a été enregistréesous
forme de pics dans les chromatogrammes corresondants. Les données indiquent 13 pics détectés

pour l'extrait de Médea et 12 pics pour I'extrait de Blida.

Afin d’identifier les pics obtenus, une comparaison a été effectuée entre des temps de rétention

et les spectres UV des pics et ceux des standards.(Tableau 06 et Tableau 07) .

Tableau 06: Composés identifiés par HPLC dans 1’extrait de Blida

Composant Famille Temps de rétention | Area (%)
Acide ascorbique Acide phénolique 3.660 0.73
Diosmine Flavone 49.770 11.72
Fisétine Flavonol 29.35 2.20

Tableau 07: Composés identifiés par HPLC dans I’extrait de Médéa

Composant Famille Temps de rétention | Area (%)
Diosmine Flavone 49.770 7.43
Acide tannique Acide phénolique 6.62 2.32
Butéine Chalcone 32.527 1.46
Tangertin Flavone 51.703 3.81
Shydroxy flavone Flavone 54.243 0.87

Les résultats d’analyses par HPLC de 1’échantillon de Blida, ont permis d’identifier trois
composés dont la diosmine était la molécule majoritaire avec un pourcentage de 11.72%

suivie par la fisétine (2.20 %) et de 1’acide ascorbique (0.73 %) .

Bien que 'analyse de I'échantillon de Médéa ait identifi€é cinq composants, la diosmine
demeure le composé dominant, bien qu'elle présente un pourcentage inférieur (7.43%)

comparé a celui de Blida.
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Nous avons également noté la présence de deux autres flavones, la tangertin et la 5-hydroxy

flavone, avec des pourcentages respectifs de 3,81% et 0,87%. Ainsi que l'acide tannique

(6,62%) et la butéine (1,46%).

L.3. Activités biologiques

1.3.1. Activités antioxydante :

Le profil d’activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH des diftérents extrait(figure 20)
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Figure 20 : Représentation graphique d’activité antioxydante des deux extraits
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Figure 21 : Représentation graphique du 1’activité antioxydante de 1’acide ascorbique

Les profils d’activité antiradicalaire obtenus révelent que les extraits étudiés possédent une
activité antiradicalaire dépendante de la concentration. Une inhibition maximale de 92.17% du
radical DPPH a été obtenue pour I’extrait de Médéa a une concentration de 0.6 mg/ml. Pour

I’extrait de Blida une inhibition maximale de 68.44 % a été obtenue a une concentration de
1 mg/ml.

En ce qui concerne I’acide ascorbique ’inhibition maximale était de 99.26% du radical DPPH

a une concentration de 0.08 ng/ml .

Les valeurs IC50 ont été obtenues a partir du graphe tracé en fonction de pourcentage de
I’inhibition du piégeage du DPPH et de la concentration de l'échantillon. Cette valeur
correspond a la concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. L’IC50 et ’activité
antioxydante de I’extrait testé sont inversement proportionnelles. (Tableau 08) présente les

1IC50 des différents extraits.

Tableau 08 : IC 50 des différents extraits

Echantillon IC 50 mg/ml
Médéa 0.3191 £ 0.025
Blida 0.9645 £+ 0.045

Acide ascorbique 0.0431£0.02
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L’antioxydant standard (1’acide ascorbique) utilisé¢ a des fins comparatives a montré une

activité antiradicalaire trés puissante avec IC50 de ’ordre de 0,043 1ug/ml .

L’extrait hydroéthanolique de Salvia verbenaca de Médéa , a montré une activité modéré
vis a vis du radical DPPH avec une valeur de IC50 de 0.3191 mg/ml, par rapport au I’acide

ascorbique .

Tandis que 1’extrait de Blida présente une activité inférieure a celle de Médéa et faible par

rapport a I’acide ascorbique, avec une valeur de IC50 de 0.9645 mg/ml.
1.3.2Activité antibactérienne des extraits :
1.3.2.1Activité antibactérienne par la méthode des disques :

L’effet antimicrobien des extraits se traduit par une zone d’inhibition autour du disque. Les
résultats obtenus, en fonction du diamétre de la zone d’inhibition, sont représentés dans

(tableau 09) :

Tableau 09 : Diamétre des zones d'inhibition en (mm)

Microorganisme Zone d'inhibition | Zone d'inhibition | Zone d'inhibition | Zone d’inhibition
(mm) EchB (mm)Ech M (mm)de Gectapen (mm)de nystatine

Pseudomonas aeruginosa | 16.8mm 20.9mm 28.00mm

ATCC 9027

Salmonella typhimurium | Résistante | Résistante 13.6mm

ATCC 14028

Staphylococcus aureus 13.5mm Résistante 61.5mm

ATCC 6538

Bacillus Subtilis ATCC | 18.5mm 13.6mm 29,4mm

6633

Candida albicans ATCC | Résistante | Résistante

10231 19.5mm

Asp brasiliensis ATCC Résistante | Résistante 20.4mm

16404

Les résultats ont montré des réponses variables selon les souches testées. On note que les

deux extraits ne présentent aucun effet sur Sa/monella typhimurium ; cette souche était
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résistante. De plus, la souche Staphylococcus aureus a montré une résistance vis-a-vis de
I’extrait de Médéa, malgré sa sensibilité a I’antibiotique (zone d’inhibition 61.5 mm). Elle
¢tait toutefois moyennement sensible a I’extrait de Blida, avec une zone d’inhibition

d’environ 13,5 mm.

Par ailleurs, Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis étaient moyennement sensibles aux
deux extraits, avec des variations des zones d’inhibition enregistrées : respectivement 16,8
mm et 18,5 mm pour I’extrait de Blida, et respectivement 20,9 mm et 13,6 mm pour 1’extrait

de Médéa.
Toutes les souches testées ont montré une sensibilité au Gectapen (témoin positif).

les résultats montrent que les deux souches fongiques Candida albicans ATCC 10231 et Asp
brasiliensis ATCC 16404 présentent une sensibilités notable a l'antifongique ( nystatine )avec
des zones d'inhibition de 19.5mm pour C.albicans et 20.4 mm pour Asp brasiliensis , ce qui
confirme la sensibilités des champignons a I'antifongique .Tandis qu’aucun des extraits testés
sur les deux champignons n’a généré de zone d'inhibition , ce qui indique I'absence totale de

I’activité antifongique .

1.3.2.2.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par

I’antibiogramme par diffusion en milieu gélose :

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été réalisée par la méthode de
diffusion en milieu gélosé. Les résultats sont exprimés par le diamétre des zones d’inhibition (Tableau

10 et Tableau 11).

Tableau 10 : Diametre des zones d’inhibition (en mm) de 1’extrait de Médéa a diftérentes

concentrations .
Diamétre | Diametre | Diamétre | Diametre
Les souches [100%] [75%] [50%0] [25%0]
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 11.4mm 00.0mm | 00.0mm | 00.0mm
Bacillus Subtilis ATCC
6633 11.3mm 00.0mm | GCCmm | 00.0mm
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Tableau 11 : Diametre des zones d’inhibition (en mm) de I’extrait de Blida a différentes

concentrations.
Diamétre | Diametre | Diamétre | Diametre

les souches [100%] [75%] [50%)] [25%]
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 28.6mm 00.0mm | 00.0mm | 00.0mm
Staphylococcus aureus
ATCC 6538 11.4mm 00.0mm | 00.0mm | 00.0mm
Bacillus Subtilis ATCC
6633 11.4mm 00.0mm | 00.0mm | 00.0mm

Les résultats de I’évaluation de 1’activité antibactérienne des extraits a différents
concentrations ,ont montré que , pour toutes les souches testées et pour les deux extraits,
I’activité antimicrobienne n’a été observée que dans la solution mére, et aucune activité n’a
¢été observée dans les solutions diluées. Cela montre que ’efficacité des extraits est

étroitement liée a leur concentration .

B.subtilis P.aeruginosa S.aureus

- As brasiliersis

Figure 22 : Résultats de diffusion en milieu gélosé¢ pour les deux régions
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S:aureus ech Blida

Figure23 : Résultats de CMI par I’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé
1.4.3. Activité cytotoxique

Cette activité est réalisée pour examiner la cytotoxicité des extraits de Salvia verbenaca sur
des larves d’Artemia Salina. Dix larves ont été utilisées pour chaque tube. La mortalité et le
nombre moyen de larves mortes et la mortalité aprés 24h d’incubation sont représentés dans

(Tableau 12) ,avec le controle (I’eau de mer comme témoin négatif’)

Tableau 12 : Résultats de I’activité cytotoxique « Brine shrimp »

Echantillon C [pg/ml] Nombre moyen de | Mortalité (%)
larves mortes
Controle 0 0
Extrait Médéa 1 10 100 =
10 9,66 +0.57 96,6 +5.77
100 8+1 80+ 10
1 000 7+1 70+ 10
10 000 0,33 £0.57 3,3 +5.77
Extrait Blida 1 8,33 1 83,3+ 10
10 6,66 = 0.57 66,6 +5.77
100 6+1 60 £10
1 000 0,33 £ 0.57 3,3+5.77
10 000 0 0

Selon Ayesha et al. (2010), les extraits végétaux sont classés selon I’échelle suivent :
» Non cytotoxique : le pourcentage de mortalité <50%

» Cytotoxique légere : le pourcentage de mortalité varie entre 50% et 75%.
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» Hautement cytotoxique : le pourcentage de mortalité > 75% de déces
Ces seuils sont évalués a une concentration de 1 000 pg / mL de I’extrait.

Les résultats obtenus apres 24 h d’incubation a une température ambiante et a 1’obscurité, ne
montrent aucune mortalité pour le témoin négatif, ce qui confirme que le milieu n’est pas
toxique. La mort des larves dans le test est donc due a ’effet de 1’extrait et non aux les

conditions extérieures.

Selon la classification d’Ayesha et al. (2010), ’extrait de Médéa est 1égérement cytotoxique,
avec taux de mortalité de 70% a la concentration 1000 ug/ml ,tandis que D’extrait de Blida est

non toxique avec une mortalité de ( 3.3%) a la méme concentration .

Cependant, une autre classification a été adoptée par Meyer et al. (1982), basée sur la val eur
de LD50 calculée a partir par de la courbe de régression des pourcentages de mortalité en

fonction de logarithme des concentrations.

Les extraits végétaux sont toxiques (actifs) si leur valeur LD50 est inférieure a 1000 pg/mL
alors qu’ils sont non toxiques (non actifs) si elle est supérieure a 1000 pg/mL. De plus, I’activité
cytotoxique est considérée faible lorsque la valeur LD50 est comprise entre 1000 et 500 pg/mL,
modérée quand elle est entre 500 et 100 pg/mL et forte quand elle est comprise entre 100 et 0
pg/mL.

Pour chaque échantillon, la dose 1étale 50 (LD50) a été¢ déterminée a partir de la courbe de
régression exprimant le pourcentage des larves tuées en fonction du logarithme de la dose de la

dose de I’échantillon testé, les résultats sont présentés dans la Figure 24 et le Tableau 13.
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Figure 24 : Courbe de régression pour détermination de la DL50

Tableau 13 : Valeurs de LD50 pour les extraits de Salvia verbenaca

Extrait DL 50 Spg/ml
Médéa 7291.30
Blida 295.17

Selon la classification de Meyer et al (1982), I’extrait de Médéa avec une DL50 de 7291.30
pg/ml, est non toxique. Concernent I’extrait de Blida avec une LD50 de 295.17ug/ml, il est

considéré comme ayant une activité cytotoxique modérée.

36


http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

Chapitre 111 Résultats et discussion

II. Discussion :

Salvia verbenaca L. (S. verbenaca) est I'une des especes de Lamiacées réparties dans les régions
méditerranéennes. Cette plante présente différentes propriétés bioactives, notamment
antibactériennes, anticancéreuses, antioxydantes, antileishmaniales, antidiabétiques et

immunomodulatrices (Mrabti et al., 2022)

Dans cette étude, nous avons évalué les activités biologique de cette plante notamment
,L’activité antioxydante , antimicrobienne ,et cytotoxique ,et effectué des analyse quantitative et
qualitative des extraits hydro-éthanolique des feuilles de Salvia verbenaca récoltées dans deux

régions dans 1’ Algérie .

Le rendement d’extraction hydro-éthanolique était de teneur de 22.35 % et 15.2 pour les régions
de Médéa et Blida respectivement. Plusieurs études ont évalué le rendement d’extraction de
Salvia verbenaca avec la méme méthode par 1’éthanol comme celui de (Kosti¢ et al., 2015 ) qui
ont obtenu un taux de 5.90% inférieur a notre rendement . D’autres études effectuées avec le
méthanol montrent des taux variables, selon (Belkhiri, 2018), le rendement était 14.97 %
similaire a notre étude (notamment 1’extrait de Blida), tandis que (Khemkham, 2022) rapporte

5.35% par extraction méthanolique.

De plus, des études récentes ont indiqué que le stade phénologique de la plante influence
significativement la teneur en composés bioactifs, notamment les polyphénols, avec une

accumulation maximale observée en phase de floraison (Ben Farhat et al., 2015).

De plus, I’influence des conditions climatiques (précipitations, ensoleillement), de la période
de récolte, du stade de développement, structure et pH du sol et des pratiques culturales est
déterminante sur le rendement et la composition des extraits (Penchev et al., 2010 ;

El Ouali Lalami et al., 2013).

Les résultats du dosage quantitatif effectué sur les extraits ont montré des teneur différentes en

polyphénols totaux et en flavonoide ,

Pour les polyphénols d’extrait de Médéa présentait 165.25EAG/g ES , et I’extrait de Blida
130.25 EAG/g ES , valeurs supérieures a celle obtenues par (Kosti¢ et al., 2015 ) (55.80 + 3.09
mg GAE/g) , mais similaires a celles de (Belkhiri, 2018) (177,56 + 2,51 mg EAG/g ES).
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Concernent les flavonoides, nous avons obtenu 15.81 mg EQ/g ES et 6.19 mg EQ/g ES pour
Blida et Médéa respectivement , des valeurs inférieures a la teneur d’extrait méthanolique

rapportée par (Et-Touys et al., 2016) (23.60+1.42 mg EQ/g ES) .

La différence dans le contenu phénolique peut étre attribuée a plusieurs facteurs :la méthode
d’extraction, la méthode de quantification, les facteurs climatiques et environnementaux (la
zone géographique et la sécheresse), la période de la récolte et le stade de développement de la
plante (Locatelli et al., 2010). Les variations observées pourraient également étre dues aux
conditions climatiques (température, altitude, ensoleillement et précipitation), aux maladies et

a la zone géographique (Ebrahimi et al., 2008; Andarwulan et al., 2010).

L’analyse quantitative par HPLC des extrait hydro-éthanolique a montré une variété¢ de
métabolites secondaires, avec des différences de composition entre les deux extraits : présence
de diosmine, acidde tannique ,butéine ,tangertin et Shyroxy flavone pour Médéa et diosmine,
acide ascorbiquee et fisétine) pour Blida . (Guaouguaou et el., 2023) a identifi¢ 18 composés
phytochimiques Salvia verbenaca dont neuf composés phénoliques, trois diterpenes

phénoliques et six flavonoides.

Des analyses HPLC détaillées ont permis d’isoler des composés spécifiques tels que 1’acide
rosmarinique, le méthyl carnosate, la lutéoline et des dérivés diterpéniques, confirmant la forte

contribution des phénols a I’activité antioxydante (Ben Farhat et al., 2015).

L’étude in vitro de I’activité antioxydante par la méthode de piégeage du radical DPPH a permis
d’identifier IC50 de 0.3191 mg/ml pour Médéa et 0.9645 mg/ml pour Blida. Ces valeurs sont
supérieures a celles rapportées par (Vezza et al., 2021) 59.9 £ 8.7 pg/mL) et (Khouchlaa et al.,
2021) (IC50 = 8.1 £ 0.6 ng/mL), indiquant une activité plus faible dans notre étude.

Plusieurs travaux ont montré que [’activité antiradicalaire est corrélée avec le taux des

polyphénols et des flavonoides (Mariod et al., 2009 ; Locatelli et al., 2010 ; kumara et al., 2014)

L’évaluation de I’activités antimicrobienne par la méthode de diffusion en milieu gélosé contre
quatre souche bactériennes et deux champignons a montré des variations dans les zonés
d’inhibition. Aucun effet antifongique n’a été observé, contrairement a (Belkhiri, 2018) qui

rapporte une inhibition Candida albicans (24.0 mm) .

L’extrait de Blida exercé un effet antibactérien sur S.aureus (zone d’inhibition :13.5 mm)

Résultat proche de ceux de (Khamkham ,2022) (10.32 mm), et (Saadi, 2025) (17mm)
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(Dulger & Dulger, 2023) a observé des diamétres d'inhibition entre 10,8 et 22,4 mm pour

différents extraits, similaires a nos résultats (13.4mm et 20.9 mm).

Cette différence d’activité pourrait étre corrélée a la teneur €levée en flavonoides, dans 1’ extrait
de Blida. Les flavonoides sont connus comme agents antibactériens contre divers micro-
organismes pathogenes, via plusieurs mécanismes : inhibition de la synthése des acides
nucléiques, altération de la fonction de la membrane cytoplasmique, inhibition du métabolisme
énergétique, inhibition de la fixation et de la formation du biofilm, inhibition de la porine sur

la membrane cellulaire et atténuation de la pathogénicité. (Xie et al., 2015)

De plus, ces composés sont naturellement synthétisée par les plantes pour lutter contre les
infections bactériennes, expliquant leur activité antimicrobienne in vitro (Tsuchiya et al., 1996;

Cushine et Lamb, 2005).

Notre méthode d’antibiogramme a démontré une efficacité uniquement a la concentration mere
(10 mg/mL), ce qui contraste avec les CMI entre 0,03—0,34 pg/mL rapportées par (Dulger &
Dulger, 2023) et 0,62 mg/mL observé par (Saadi, 2025).

Ces différences observées entre nos extraits et ceux de la littérature sont a considérer au regard

de la qualité et diversité des composés, ainsi que des parametres analytiques utilisés.

L’évaluation de la cytotoxicité par le test Brine shrimp sur Artimia salina a révélé que I’extrait
de Médéa est 1égerement cytotoxique (70% de mortalité a 1 000 pg/ml) ,tandis que 1’extrait

de Blida est non toxique avec un mortalité de ( 3.3%) a la méme concentration

Selon autre classification Meyer et al (1982) 1’extrait de Médéa avec DL50 de 7291.30 pg/ml
est non toxique , et concernent I’extrait de Blida avec une LD50 de 295.17ug/ml considéré

comme ayant une activité cytotoxique modéré .

La cytotoxicité des extraits de S.verbenaca a été évaluée auparavant, mais pas avec la méme
méthode, lextrait d’acétate d’éthyle étudié par (Al-Zereini et al., 2021) était modérément actif
contre la lignée cellulaire cancéreuse humaine MDA-MB-231 (cancer du sein triple

négatif)(IC50 =41 pg/mL) .

De méme, (Guaouguaou et al., 2022) a montré une faible activité cytotoxique sur deux lignées
cellulaires, Vero (IC50 =258,62 ug/mL) et RD (IC 50 = 298,03 ug/mL) via ’utilisation de test

colorimétrique MTT sur les extraits et 1’huile essentielle.

39



http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/

Chapitre 111 Résultats et discussion

La variabilité de la cytotoxicité selon la lignée cellulaire et le type d’extrait observée ici comme
faible sur Artemia mais modérée sur lignées humaines souligne I’importance de choisir des
modeles biologiques adaptés a 1’appréciation des effets potentiels (Al-Zereini etal.,2016;
Guaouguaou et al., 2022).

Dans un contexte pharmacologique complémentaire, (Al-Zereini et al., 2016) a montré que
I’extrait d’acétate d’¢éthyle de S. verbenaca était cytotoxique contre la lignée MDA-MB-231
avec un ICso de 29-41 ug/mL, confirmant un potentiel anticancéreux aligné avec nos

observations en Artemia).
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Conclusion et perspectives

Cette étude a évalué les activités biologiques et la composition chimique des extraits hydro-
¢thanoliques de Salvia verbenaca. (Lamiacées), une plante médicinale endémique du bassin
méditerranéen. L'analyse comparative d'échantillons provenant de deux régions algériennes
(Médéa et Blida) révele des variations significatives tant dans le profil phytochimique que
dans les propriétés biologiques.

Les principaux résultats démontrent que :

» Le rendement d'extraction est supérieur pour Médéa (22,35 %) comparé a Blida (15,2
%).

» La teneur en polyphénols totaux est plus élevée dans I'extrait de Médéa (165,25 mg
EAG/g ES), tandis que les flavonoides sont plus abondants dans celui de Blida (0,531
mg EQ/g ES).

» L'analyse HPLC met en évidence une diversité chimique distincte : cinq composés
identifiés a Médéa (diosmine, acide tannique, butéine, tangertine, 5-hydroxyflavone)
contre trois a Blida (acide ascorbique, diosmine, fisétine).

» L'activité antioxydante est plus marquée pour I'extrait de Médéa (ICso = 0,3191
mg/mL) que pour Blida (ICso = 0,9645 mg/mL), bien qu'inférieure a celle de 1'acide
ascorbique témoin.

» Une activité antibactérienne modérée est observée contre Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, particulierement pour 1'extrait de Blida.
Aucun effet antifongique n'est détecté.

> Le test de cytotoxicité Artemia salina indique une faible toxicité pour Médéa (DLsg =

7291,30 pg/mL) et une cytotoxicité modérée pour Blida (DLsg = 295,17 pg/mL).

Ces disparités confirment I'impact déterminant des conditions géographiques et
environnementales sur la biosynthése des métabolites secondaires, notamment des
polyphénols et flavonoides. Elles soulignent également le potentiel pharmacologique de S.

verbenaca comme source de biomolécules bioactives.
En perspective, des études complémentaires sont nécessaires pour :

v Elargir I'échantillonnage a d'autres régions d'Algérie
v' Approfondir la caractérisation chimique des composés identifiés

v' Evaluer les activités in vivo et la cytotoxicité sur modéles cellulaires humains
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Conclusion et perspectives

OQ

v 9
L70c 1o

v" Explorer les mécanismes d'action des principes actifs
Cette recherche contribue a valoriser S. verbenaca comme ressource naturelle prometteuse
pour des applications pharmaceutiques, tout en soulignant l'importance de ['origine

géographique dans l'optimisation des extraits végétaux.
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Annexe

1.Climat des régions de récolte :
a-Description du climat dans la wilaya de Médéa :

Médéa bénéficie d'un climat méditerranéen semi-continental, caractérisé par des hivers froids
et humides, et des étés chauds et secs. Les précipitations annuelles moyennes sont d'environ
736 mm. La température moyenne annuelle a Médéa est de 14.4°C (metéoblue. (2024). Climat
Médéa).

b-Description du climat dans la wilaya de Blida :

Blida bénéficie d'un climat méditerranéen tempéré, caractérisé par des hivers doux et humides,
et des étés chauds et secs. Les précipitations annuelles moyennes sont d'environ 700 mm. La

température moyenne annuelle a Blida est de 17,4 °C avec des chutes de neige en hiver, surtout

en altitude (Chréa )(metéoblue. (2024). Climat blida)
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Annexe

2.L’extraction d’huile essentielle :

Balance

3.Préparation des extraits :

Ethanol Balance Eprouvette graduée

Rotavapor (BUCHI rotavapor R-200)
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g Annexe

3. dosage des flavonoides :

Trichlorure d'aluminium

Tubes a essayes

Spectrophotometre

4.Pactivités antioxydante :

Cuve en verre

Préparation les dilutions des extrait ( Blida ) et (Médéa)
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Annexe

Balance de précision

Solution DPPH

5.1activité antimicrobienne :

Spectrophotométre

Cuve en verre

Gélose nutritif

Nystatine

Gectapen
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Micropipette

Boites pétri

Vortex

Bec punsen

Lecteur des zones

Préparation des dilutions des extraits pour ma CMI
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