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Abstract

The Lamiaceae family is widely distributed in Algeria. The genus Salvia, the most
common, comprising 23 species.

The aerial parts of Salvia microphylla usually yield flavonoids compounds. The
antioxidant activity of ethyl acetate extracts (EAc) and butanol (EB) from S. microphylla were
demonstrated by the DPPH test.

The essential oils were obtained by steam distillation and were subsequently subjected to
analysis by GC-MS and GC. Sclaral or Sclareolides lactol (5.72%) and acétate de p-Fenchol
(6.36%) were found to be the major constituents in the essential oil of S. microphylla.

The agar diffusion test was employed to evaluate the bactericidal activity, both essential oil
and extract showed bactericidal activity, with the essential oil of S. microphylla being more

efficient.

Keywords: Salvia, Salvia microphylla, essential oil, phenolic compounds, antioxidant

activity, DPPH, antimicrobial activity.



Résumé

La famille des Lamiaceae est largement distribuée en Algérie. Le genre Salvia, le plus
répandu, comprend 23 espeéces. Dans ce contexte, le présent travail porte sur une étude
phytochimique de I’espéce Salvia microphylla, et une évaluation de leurs activités
antioxydante et antibactérienne.

Nos travaux d’extraction des parties aériennes de 1’espéce Salvia microphylla par
macération, suivie de séparation chromatographiques par CCM, par chromatographie de deux
dimensions sur papier Whatman et par HPLC, nous ont permis de montré la richesse des
extraits acétate d’éthyle et butanolique en flavonoides.

L’analyse GC et GC/MS de I’huile essentielle de I’espece Salvia microphylla obtenue par
hydrodistillation a montré que cette huile est majoritairement composée de Sclaral ou
Sclareolides lactol (5.72%) et acétate de B-Fenchol (6.36%).

La détermination de la quantité de polyphénols totaux présents dans les extraits acétate
d’éthyle (EAc) et butanolique (EB) de I’espéce Salvia microphylla, par la méthode de Folin-
Ciocalteu a montré que I’extrait acétate d’éthyle est plus riche en polyphénols que I’extrait
butanolique.

L’extrait butanolique a montré une excellente activité antioxydante, par la méthode du
DPPH.

L’extraits chloroformique et I’HE ont présentés une activité antibactérienne trés importante
vis-a-vis les bactéries & Gram positif, a savoir : Staphylococcus aureus et Bacillus cereus,
tandis que vis-a-vis les bactéries a Grams négatif, Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa, ont montré une faible activité antibactérienne.

L’huile essentielle de Salvia microphylla a montré une activité antifongique trés

intéressante, notamment vis-a-vis la souche Aspergillus Braziliencis.

Mots clés : Salvia, Salvia microphylla, Huile essentielle, Composés phénoliques, Activité

antioxydante, DPPH, Activité antimicrobienne.



Abréviations

Abc: Absorbance;

AcOEt : acétate d’éthyle;

ARP : Puissance Anti-Radicalaire(ou puissance antioxydante);
BuOH: butanol;

C: concentration;

CCM :Chromatographie sur couche mince;

CP : Chromatographie sur papier;

CES50: Concentration efficace médiane;

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl;

EAc: extrait acétate d’ethyle;

EB: extrait butanolique;

EEp: extrait éther de pétrole;

EC: extrait chloroformique;

CG : chromatographie en phase gazeuse;

GC/MS : chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse;
HE: Huile essentielle;

HPLC : chromatographie liquide haute performance;
MH: Muller Hinton;

mg: milligramme;

mL : millilitre;

Mg: microgramme;

pL: microlitre;

nm: nanomeétre;

SAB : Sabouraud;

Rf: Rapport Frontal;

UV: Ultra-Violet;

Vit C : Vitamine C.

Vi
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Introduction générale

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils possédent un trés large
¢ventail d'activités biologiques. Les métabolites secondaires sont des "antibiotiques" au sens
large, car ils protégent les plantes contre les champignons, les bactéries, les animaux et méme
les autres plantes. Donc, les plantes ont été une riche source de médicament parce qu’elles
produisent une foule de molécules bioactives, dont la plupart jouent le role de défense
chimique contre les prédateurs ou des agents infectieux'. Elles restent la source prédominante
de médicaments pour la majorité de la population mondiale, en particulier dans les pays en
voie de développement. Environ 40 % des médicaments sont ainsi dérivés de la nature’.

La flore algérienne comporte prés de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles
botaniques dont 15% sont endémiques’ ce potentiel floristique, constitué de plantes
médicinales toxiques et condimentaires, reste trés peu exploré sur le plan phytochimique ainsi
que sur le plan pharmacologique.

L'objectif de notre travail vise 4 démontrer la richesse de nos plantes en composés
phénoliques et 4 déterminer leurs propriétés biologiques. Pour cela notre étude englobe deux
aspects, dont le premier est d’ordre phytochimique basé principalement sur l'extraction et la
quantification des composés phénoliques. Le second aspect est consacré a une évaluation de
l'activité antioxydante des produits vis-a-vis du radical libre DPPH. Un test antibactérien est
€galement réalisé afin de déterminer l'efficacité de nos produits.

Ce travail est donc subdivisé en deux parties :

» La premiére partie est une synthése bibliographique consacrée a une étude botanique
et phytochimique générale de la famille et du genre de I’espéce étudiée (Salvia
microphylla).

» La seconde partie est une étude expérimentale, elle comporte deux chapitres :

v" Le premier chapitre est consacré a I’extraction de métabolites secondaires puis
a Pextraction et la composition chimique de I’huile essentielle de ’espéce
Salvia microphylla.

v' Le deuxiéme chapitre est consacré a I’étude de [Dactivité biologique

(antioxydante et antimicrobienne) de ’espéce étudiée.

En fin, ce travail est achevé par une conclusion générale.
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Recherche bibliographique sur le genre Salvia

L. Présentation botanique et géographique de la famille Lamiaceae

Les plantes de la famille des lamiacées qui porte différents noms avec la famille des
labiées et labiacées et dont les noms latins sont Lamiaceae ou Labiatae, est une assez grande
famille on en dénombre plus de 4000 espéces recenser dans prés de 224 genres”.

Les Labi¢es ou Lamiacées constituent une importante famille de plantes angiospermes
dicotylédones herbacées ou Iégérement ligneuses et comprennent de 233 a 263 genres et de
6900 a 7200 especes qui se répartissent sur tout le globe. Elle est aussi bien répandue dans les
zones tropicales que dans les zones tempérées du monde. La plus grande diversité est
rencontrée selon cet ordre: le bassin méditerranéen, 1'Asie centrale, le continent Américain,
les Iles du pacifique, I'Afrique équatoriale et la Chine.

Du point de vue chimique, cette famille a fait l'objet d'intenses investigations dans le but
d'isoler différents types de composés. Parmi les genres qui sont en cause, on cite : 4juga,
Rhabdosia, Teucrium, Salvia, Scutellaria, Stachys, Leonurus, Ballota, Coleus, Thymus,
Phlomis. Ces études ont permis d'isoler un grand nombre de métabolites secondaires tels que

les stérols, flavonoides, iridoides, sesquiterpénes, diterpénes et triterpéness’(’.

I1. Apercu bibliographique sur le genre Salvia

II.1. Présentation

Salvia constitue le plus grand genre de plantes de la famille de la menthe, Lamiaceae.

Dans le Lamiacées, Salvia fait partie de la tribu Mentheae au sein de la sous-famille
Nepetoideae.* 11 est I'un de plusieurs genres communément appelé sauge. Ce genre est
composé de plantes herbacées vivaces ou bisannuelles. Les tiges sont généralement angle
comme les autres membres de Lamiacées. Les feuilles sont généralement ensemble, mais
parfois dentée ou pinnately divisée. Les fleurs sont produites en grappes ou panicules, et
produisent généralement un affichage ostentatoire avec des couleurs de fleurs allant du bleu
au rouge, de blanc et de jaune moins commun. Le calice est normalement tubulaire ou en
forme, sans gorge barbus, et divisé en deux parties ou deux l&vres, I'ensemble de la I&vre
supérieure ou trois dents, la partie inférieure de deux fentes cloche. Les corolles sont souvent
griffe en forme et sont a deux lévres, La Iévre supérieure est généralement entiére ou a trois
dents, La lévre inférieure a généralement deux lobes. Les étamines sont réduits a deux
structures courtes avec anthéres deux cellules, la cellule supérieure fertile, et moins
imparfaite. Les styles de fleurs sont deux palatine. Les fruits sont ovoides ou oblongues

nucules lisses, ils ont un revétement mucilagineux dans de nombreuses espéces’.



Recherche bibliographique sur le genre Salvia

Ce genre comporte 900 espéces réparties dans tout le Vieux Monde et I’ Amérique, avec
trois régions distinctes de la diversité: I'Amérique Centrale et du Sud, (environ 500 espéces).

Asie centrale et la Méditerranée (250 espéces); Asie de I'Est (90 espéces)s.

I1.2.Propriétés pharmacologiques du genre Salvia

Les plantes du genre Salvia ont été utilisées en médecine traditionnelle Sous forme de
décoctions et d’infusion dans le traitement de plusieurs maladies tel que I'asthme, I'eczéma, le
psoriasis et la tuberculose’.

La décoction des racines est également utilisée en Afrique du Sud pour le traitement des
maux d'estomac et la diarrhée'’.

Jusqu'a la découverte des antibiotiques, Salvia est une composante fréquente de mélanges
de thé a base de plantes, recommandé aux patients atteints de tuberculose afin d'éviter une
sédation et un ingrédient actif dans la préparation végétale combinée pour le traitement de la
bronchite chronique.

Généralement, les plantes de ce genre sont connus pour leurs nombreuses activité -
biologique, comme antibactérien, antioxydant, antitumorale, antidiabétiques, antimicrobien,
anxiolytique, sédatif et anti-inflammatoires'' ™.

L’usage et propriétés de quelques plantes du genre Salvia sont résumés dans le tableau

suivant.

Tableau 1 : Usages et propriétés de quelques espéces du genre Salvia.

Plantes Usages et Propriétés Référence

S. officinalis Traitement de I’eczéma et la tuberculose. 16

S. cavaleriei traitement de la dysenterie, les furoncles et 17
les blessures dues aux chutes.

S. desoleria traitement de regles, les maladies 18
digestives et du systéme nerveux central.

S. bucharica Dans la médecine traditionnelle pour le 18
traitement des troubles hépatiques.

S. fruticosa Pour soigner les rhumes et les maux 19
d'estomac.

S. palaestina Effets anti-prolifératifs modérés contre 20
certains types des cellules tumorales.

S. verbenaca La plante est utilisée comme bactéricide
contre les affections respiratoires, la 21
cicatrisation des plaies et d'ulcéres et
surtout comme collyre.
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IL.3. Travaux antérieurs sur les métabolites secondaires du genre Salvia

I1.3.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des substances naturelles caractéristiques du métabolisme
secondaire, ils correspondent & une large série de structures chimiques qui ont tous en
commun, la présence d’un ou de plusieurs cycle benzénique portant une ou plusieurs
fonctions hydroxyles.

Les polyphénols présentent une structure trés variée. Il existe des molécules de structure
simple, de forme phénolique avec un cycle benzénique sur lequel sont fixés des groupements
hydroxyles : les acides coumarique, caféique, férulique, cinnapique. Il existe également des
composés plus complexes qui sont les flavonoides et les anthocyanes.

Leur structure est toujours constituée de cycles benzéniques plus ou moins substitués par
des groupements OH.

Généralement, les principaux composés phénoliques ne se trouvent pas a I’état libre mais

sous forme d’esters ou d’hétérosides.

IL.3.1.a.Les acides phénoliques

I1.3.1.a.1.Définition

Les composés phénoliques sont dérivés de deux sous-groupes distingués : Les acides
hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont I’acide caféique, ’acide férulique, I’acide
chlorogénique, et les acides hydroxybenzoiques, dont les plus répandus sont I’acide
salicylique et I’acide gallique.

Ils sont considérés comme substances photochimiques avec des effets prebiotique,
antioxydant, de chélation et anti-inflammatoire. Leur toxicité est trés faible car ils sont
considérés non toxiques™.

Les mieux caractérisés pharmacologiquement, sont I’acide caféique et ’acide férulique qui
montrent I’effet anticancéreux au niveau des poumons chez les souris, alors que I’acide

gallique agit par le méme effet en prévenant le déclanchement du cancer oesophagien chez les

rats®.
O OH 'e)
7 HO
H3CO. T R OH
HO OH
H OH HO
Acide férulique Acide gallique Acide caféique

Figure 1 : structure de quelques acides phénoliques.
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I1.3.1.a.2. Les acides phénoliques isolés du genre Salvia

Les acides phénoliques polaires constituent la majeure partie des composants du Salvia
soluble dans I'eau.

La plupart des acides phénoliques identifiés a ce jour sont celles du Danshen chinois, S.
miltiorrhiza, S. chinensis et S. yunnanensis. Les composés uniques a Salvia sont par
conséquent désignés les acides salvianolique A-K ou acides yunnaneique A-H. A part
quelques acides benzoiques simples tels que le 4-hydroxybenzoique®, le 3.4-
dihydroxybenzoique ou I'acide protocatéchique™, 3-méthoxy-4-hydroxybenzoique ou l'acide

6 et de 2,4-diméthoxybenzoique®’, deux coumarines 6,7-dihydroxycoumarine

vanillique®
(Esculétine)®® et 7-méthoxycoumarine (herniarine)”, la majorit¢ des acides phénoliques
présents dans les espéces Salvia sont exclusivement ceux de dérivés de I'acide caféique, qui
sont uniques a Salvia sauf pour I'acide rosmarinique et de I'acide lithospermique.

Tableau 2 : Distribution des Acides phénoliques dans le genre Salvia.

Acides phénoliques isolés Espéce Référence
Acide 4-hydroxybenzoique S. officinalis 24
Acide 3,4-dihydroxybenzoique (acide protocatechuic) | S. sonchifolia 25
3-Méthoxy-4-hydroxybenzoique (acide vanillique) S. officinalis 26
6,7-Dihydroxycoumarine (esculétine) S. euphratica 28
7-Méthoxycoumarine (herniarine) S.aegyptiaca 29
Acide caféique S. bowleyana 30
S. calycina 32
S. horminum 33
S. limbata 34
S. officinalis 24
S. plebeia 35
S. sonchifolia 23
S. triloba 32
Acide férulique S. officinalis 26
Acide chlorogénique S. albimaculata 30
S. horminum 33
S. triloba 32
Acide rosmarinique S. bowleyana 31
S. flava 38
S. miltiorrhiza 39
S. officinalis 26
S. sonchifolia 25
Rosmarinate de méthyle S. bowleyana 31
S. sonchifolia 25
Acide salvianolique A S. flava 38
S. miltiorrhiza 44
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Acide salvianolique B S. bowleyana 31

S. flava 38

S. miltiorrhiza 39

S. sonchifolia 25
Acide salvianolique C S. bowleyana 31

S. miltiorrhiza 39
Acide salvianolique F S. miltiorrhiza 42
Acide salvianolique G S. miltiorrhiza 41
Acide salvianolique J S. flava 38
Acide salvianolique K S. deserta 43
Acide Salvianolique L S. officinalis 45
l'acide p coumarique 4- (2-Apiosyl) glucoside S. officinalis 46
6-féruloyl-a-glucose S. officinalis 40
4-hydroxyacétophénone 4-glucoside (picein) S. officinalis 40

II1.3.1.b.Les flavonoides
I1.3.1.b. 1. Généralité sur les flavonoides
s Définition et classification

Les flavonoides ou bioflavonoides sont des métabolites secondaires des plantes. Ils font
partie de la famille des Polyphénols.

Les flavonoides sont responsables de la couleur variée des végétaux (fruits, fleurs) et
représentent une source trés importante d’antioxydants dans notre alimentation. Il y en plus
de 6000molécules a avoir été décrits chez les plantes.

Les flavonoides partageant tous une méme structure de base & 15 atomes de carbone ; deux
cycles benzéniques C6 (A, B) relier par une chaine C3 : C6-C3-C6. La chaine en C3 est

souvent fermée en un hétérocycle oxygéné (cycle C) (figure 1).

Figure 2 : 2-phénylchromane.

La distinction des sous-classes fait sur la conformation du cycle (C).
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< Biosynthése

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune dérivant de la voie de ’acide
shikimique. Le précurseur de ces molécules est le 4-hydroxycinnamate-coenzyme A
synthétis€ a partir de la phénylalanine. La voie biosynthétique de ces Polyphénols est
présentée dans la figure 2.

Plusieurs enzymes (synthase, réductase, hydroxylase) contribuent a I’apparition des
différentes classes de flavonoides. Dans chaque classe de flavonoide, les molécules sont
ensuite diversifiées par hydroxylation (flavonoide 3’-hydroxylase, flavonoide 3°, 5°-
hydroxylase), méthylation (O-méthyltransférase), glycosylation (rhamnosyl transférase,

flavonoid glycosyl transférase), acylation (acyl-CoA transférase) ou polymérisation®’.

% Enzymes : AS : aurone synthase, CHI : chalcone isomérase, CHS : chalcone synthase,
DFR : Dihydroflavonol 4-réductase, FHT : Flavanone 3-hydroxylase, FLS : flavanol synthase,
FNSI/FNSII : Flavone synthase, IFS : isoflavone synthase, LDOX : leucoanthocyanidine

dioxygenase, LCR : leucoanthocyanidine réductase.
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(o]
Ry

Ry
Ry
AN HO SCOA HO O
SCOA W | Ry
+ 0 0
R CHS
R; oH O

Ry, Ry, Ry 1 H, OH

Chalcones
CHI
Ry
R
Ry
IFS FNSI/FNSI
Flavanones

FHT Ri

Isoflavones

R
- o’ O .
X .
P®
OH

Flavonols glycosylés
R, Ry

OH

OH H

Anthocyanines Flavanols

l glycosylation, méthylation l polymérisation
l (transferase) l -
Anthocyanidines

Proanthocyanidines

Figure 3 : voies de biosynthése des flavonoides.
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IL.3.1.b.2. Les flavonoides isolés du genre Salvia
Les flavonoides sont largement distribués dans le genre du Salvia®®*®, étant
principalement présents sous forme de flavones, flavonols et leurs glycosides. Les Flavones 6-

hydroxylés ont €i€ signalés 2 étre particuli¢rement taxonomique de ce genre’’.

K/

% Flavones et flavonols aglycones

La majorité des flavonoides sont flavones de I’apigénine (5, 7, 4° Trihydroxyflavone) et la
Lutéoline (5, 7, 3’,4’- tétrahydroxyflavone) et leur dérivés hydroxylés.

Les éthers méthyliques de flavones sont largement distribués dans les feuilles de Salvia ou
dans les exsudats de parties aériennes™ >>.

Tableau 3 : Distribution des Flavonoides aglycones dans le genre Salvia.

Flavonoides aglycones Espéce Référence
S. aegyptiaca 29
5,74’ -Trihydroxyflavone (apigénine) S. albimaculata 30
S. horminum 33
S. kopolnovii 48
S. limbata 34
S. nemorosa 48
S. officinalis 26
S. pedicellata 28
S. sclarea 48
S. verbenaca 54
S. dorrii 53
5,4-Dihydroxy 7-méthoxyflavone (genkwanine) S. microsiphon 53
S. officinalis 26
S. stenophylla 53
S. dorrii 53
5-Hydroxy 7.4’-diméthoxyflavone S. hypoleuca 53
S. macrosiphon 53
S. officinalis 26
S. verbenaca 54
5,7,3’ 4’ -Tétrahydroxyflavone (Lutéoline) S. aegyptiaca 29
S. albimaculata 30
S. dorrii 53
S. horminum 33
S. hypoleuca 53
S. limbata 34
S. pedicellata 28
S. stenophylia 53
S. verbenaca 54
5,3’ 4’-Trihydroxy 7-méthoxyflavone S. euphratica 28
S. hypoleuca 33
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%

5,7,4’-Trihydroxy 3'-méthoxyflavone (chrysoeriol) S. candidissima 27
S. dorrii 33
S. mirzayana 33
5,7,3’-Trihydroxy 4’-méthoxyflavone (diosmétine) S. candidissima 27
5-Hydroxy 7,3’ ,4’-triméthoxyflavone S. euphratica 28
6-Hydroxyapigénine (scutellarein) S. officinalis 26
5,4’-Dihydroxy 6,7-diméthoxyflavone (cirsimaritine) S. columbariae 53
S. dorrii 53
S. macrosiphon 33
S. mirzayana 53
S. officinalis 26
5,7-Dihydroxy6, 4’-diméthoxyflavone S. hypoleuca 33
(pectolinarigenin) S. pedicellata 28
5,6-Dihydroxy7, 4’-diméthyoxyflavone S. hypoleuca 53
S. stenophylla 53
5,6,7.4’-Tetraméthoxyflavone S. officinalis 58
5,3’ 4’ Trihydroxy 6,7-diméthoxyflavone (cirsiliol) S columbariae 53
S. dorrii 33
S. guranitica 59
S. hypoleuca 33
S. macrosiphon 53
S. stenophylla 53
S. verbenaca 60
5-Hydroxy 6,7,3’,4’-tetraméthoxyflavone S. lavanduloides 61
S. macrosiphon 53
S. mirzayana 33
8-Hydroxyapigénine (isoscutellarein) S. officinalis 26
5,8,4’-Trihydroxy 7-méthoxyflavone (salvitin) S. plebeia 62
5,7,3’-Trihydroxy-4’-méthoxyflavanone (hesperetin) S. officinalis 26
5,3’-Dihydroxy-7,4’-diméthoxyflavanone S. miltiorrhiza 63
5,74 -Trihydroxyflavonol (kaempférol) S. dorri 53
5,7,3’,4’-Tétrahydroxyflavonol (quercétine) S dorrii 53
5,7,3’ 4’-Tétrahydroxy 3-méthoxyflavone S. compressa 53
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S. pedicellata 28
5,7,4’-Trihydroxy 3,3’-diméthoxyflavone S. pedicellata 28
5,7-Dihydroxy 3, 6,4’-triméthoxyflavone (santin) S. pedicellata 28
3,7,4’-Tihydroxy 5,6-diméthoxyflavone S. columbariae 53

< Flavones et flavonols glycosides
Flavone O-glycosides sont apparemment courante dans Salvia et la plupart d'entre eux sont
flavone7-glycosides représentés par apigénine 7-glucoside (cosmosiine), la Lutéoline 7-
glucoside(Cinaroside) et leurs 7-glucuronides correspondant. 1l y a plusieurs apigénine
glycosylée avec deux ou plusieurs sucres, et parmi ceux-ci sont apigénine l'apigénine 7-
Cellobioside®, I'apigénine 7-rutinoside® et apigénine7-cellobioside-4’-glucoside'".

Tableau 4 : Distribution des Flavonoides glycosides dans le genre Salvia.

Flavonoides glycosides isolés Espéece Référence
Apigénine-7-glucoside (cosmosiine) S. aegyptiaca 29
S.albimaculata 30
S. calycina 32
S. horminum 33
S. limbata 34
S. officinalis 65
Apigénine 7-Xyloside S. spp. (3) 49
Apigénine 7-Cellobioside S. uliginosa 64
Apigénine 7-Rutinoside S. horminum 33
Apigénine 7-Cellobioside-4’-glucoside S. uliginosa 64
Lutéoline-7-glucoside (cinaroside) S. aegyptiaca 29
S. albimaculata 30
S. calycina 32
S. euphratica 28
S. horminum 33
S. limbata 34
S. triloba 32
Lutéoline 7-Rutinoside S. horminum 33
6-Hydroxyapigénine-6-méthoxy-7-glucoside S. officinalis 26
(homoplantagenin)
6-Hydroxylutéoline-7-glucoside (123) S. officinalis 46
6-hydroxylutéolin 6,7-Diméthoxy-5-glucoside S. verbenaca 60
Kaempférol-3-glucoside (astragalin) (134) S. cavaleriei 66
Quercétine 3-Glucoside (isoquercitrin) (137) S. cavaleriei 66

11
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% Les Anthocyanines

Les anthocyanes sont particulierement abondants dans les fleurs rduges ou pourpres du
Salvia’. Les anthocyanes du Salvia ont d'abord été étudiés par Willstatter et Bolton® et le
pigment appelé salvianin a été identifié¢ comme pélargonidine 3- (6-caffeoylglucoside) -5-
(4,6-dimalonylglucoside)™.

Tableau 5 : Distribution des Anthocyanines dans le genre Salvia.

Anthocyanines isolés Espéce Référence
Pélargonidine-3-(6-cafféoylglucoside)-5-(4,6 S. splendens 70
dimalonylglucoside) (salvianin)

Pélargonidine-3-(6-Cafféoylglucoside)-5-(6- S. splendens 70
malonylglucoside)

Pélargonidine-3-(6-Cafféoylglucoside)-5-glucoside S. splendens 67-70
Pélargonidine-3-(6-p-Coumaroylglucoside)-5-glucoside S. splendens 67
Cyanidin-3-(6-Caffeoylglucoside)-5-glucoside S. coccinea 67
Cyanidin 3-(6-p-Coumaroylglucoside)-5-glucoside S. horminum 68
Delphinidin-3-(6-caffeoylglucoside)-5-(4,6- S. splendens 70
dimalonylglucoside) (salviadelphin)

Delphinidin3-(6-Caffeoylglucoside)-5-glucoside S. splendens 67
Delphinidin-3-(6-p-Coumaroylglucoside)-5-(6- S. farinacea 70
malonylglucoside) S. uliginosa 71

I1.3.2. Les Terpénoides

I1.3.2.1. Définition

Le terme de terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure
moléculaire construite d’'un monomeére a 5 carbones appelé isopréne, ces composés sont
majoritairement d’origine végétale. Synthétisés par les plantes, organismes marins, les
champignons et méme les animaux . L’exploitation de ces composés s’effectuait sous forme

d’huiles extraites de plantes (huiles essentielles) par le moyen de la distillation™.

I1.3.2.2. Structure des Terpénoides

Les terpénes sont des composés hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique soit a
chaine ouverte. Leur formule brute est (C5HX) n dont le x est variable en fonction du degré
d’instauration de la molécule et n peut prendre des valeurs (de 1 a 8) sauf dans les
polyterpénes qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de base des
Terpénoides est I’isopréne de formule C5H8. Le terme terpénoide désigne un ensemble de
substances présentant le squelette des terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques

(alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc_)72-73-

12
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_~CH, /

Figure 4 : structure d’isopréne.

I1.3.2.3. Classification des Terpénoides
La classification des Terpénoides est basée sur le nombre de répétitions de I’unité de base
isopréne en donnant des hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15),

diterpénes (C20), sesterpénes (C25), triterpénes (C30), tetraterpenes (C40) et polyterpénes.

IL.3.2.4.Les Terpénoides isolés du genre Salvia

I1.3.2.4.a. Sesquiterpénes

Les sesquiterpénes forment une série de composés qui renferment 15 atomes de carbones,
ils se trouvent sous forme d’hydrocarbures comme le B-Cadinéne, ou sous forme
d’hydrocarbures oxygénés comme : les alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les
lactones dans la nature. Les sesquiterpénes et les monoterpénes sont souvent en mélange dans
les huiles essentielles des Plantes. Ils peuvent étre acycliques, monocyclique, bicycliques,

tricyclique ou polycyclique’.

Les terpénes de type sesquiterpénes et lactones
sesquiterpéniques sont trés connus pour leurs activités biologiques, ces derniéres étaient
appelées « principes amers ». Elles ne sont pas volatiles et leur structure casse a des
températures €levées. On dénombre plus de 3000 structures différentes, et on les trouve
principalement chez les Asteraceae au niveau des poils sécréteurs pluricellulaires des feuilles,
bractées et inflorescences.

Tableau 6 : Distribution des Sesquiterpéne dans le genre Salvia.

sesquiterpénes isolés Espéce Référence
Spathulenol S. candidissima 2]
S. cyanescens 82
S. limbata 77
S. yosgadensis 81
S. sclarea 79
l'oxyde de caryophylléne S. cyanescens 82
S. sclarea 82
Salvinine S. divaricata 76
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1B-Acetoxy-8B-hydroxyeudesm-4(15), 7(11)-dien-8a, 12- | S. potentillifolia 78

olide S. yosgadensis 81

Lédol S. tchihatcheffii 80

1B-acetoxyeudesm-4(15), 7-dien-8u, 12-olide, Istanbulin D | S, yosgadensis 81
I1.3.2.4.b. Diterpénes

Les diterpénes sont des substances avec 20 atomes de carbone (C20) élaborées a partir de 4
unités d’isopréne ; ils se forment a partir de leur précurseur, le géranylgéranyl-pyrophosphate
(GGPP). Sont trés répandus chez les végétaux supérieurs, ils sont aussi présents chez certains
insectes et chez divers organismes marins. On peut les trouver encore dans les résines, les
exsudats, les gommes naturelles et les gibbérellines’ . Ils peuvent étre acycliques comme le
phytol ; dont il est le représentant le plus connu de la chlorophylle et des vitamines K et E,
cependant aprés divers réarrangements, ils peuvent étre monocycliques comme la vitamine A,
bicycliques comme le sclaréol ou tricycliques comme 1’acide abiétique.

Plus de 535 diterpénes appartenant aux 142 espéces du genre Salvia ont été répertoriés, ils

sont répartis dans différents types, catégories et groupes.

A notre connaissance un seul diterpéne monocyclique, le 2,6-diméthyl-10-(ptolyl) undeca-
2,6-(E)-diéne (1) a été isolé de I’espéce Salvia dorisiana, il est caractérisé par un cycle

aromatique et une longue chaine latérale®>.

CH,
H,C
HsC '
CH
HaC 3

(1) 2,6-diméthyl-10-(ptolyl) undeca-2,6-(E)-diéne

Les diterpénes bicycliques sont constitués de 4 types:
e Les labdanes
Exemple : Manool (2)* et Manoyloxide (3)* ont été isolés de Iespece Salvia

candidissima.
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(2) Manool (3) Manoyloxide

e Les clérodanes et les néo-clérodanes
Exemple : - Portulide (4) a été isolé de I’espece Salvia melissodora®®.

- Dehydrokerline (5) a ét€ isolé de I’espéce Salvia polystachya®’.

(4) Portulide C (5) Dehydrokerline

e Les séco-clérodanes
Exemple : - Rhyacophilline (6) a été isolé de ’espéce Salvia rhyacophylla®.
- 7,8-didehydrorhyacophilline (7) a été isolé de I’espéce Salvia reflexa™.

15
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/ o
(6) Rhyacophilline (7) 7,8-Didehydrorhyacophilline
e Les clérodanes arrangés

Exemple : - Salvianduline (8) a été isolé de I’espece Salvia leucantha®.

- Blephanolide (9) a été isolé de ’espéce Salvia blepharophylla®".

(8) Salvianduline E (9) Blephanolide B

L'étude bibliographique de ce genre a montré qu'il existe 4 types de diterpénes tricycliques
a savoir: les pimaranes, les abiétanes, les cassanes et les kauranes. Il faut noter que les
abiétanes sont les plus abondants.

e Les pimaranes

Exemple : - Acide 14-oxopimarique (10) a été isolé de ’espéce Salvia candidissima’.

- Isopimara-6,8(14) 15-triéne (11) a été isolé de Iespéce Salvia parryi®.

16
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H;C FO

(10) Acidel4-oxopimarique (11) Isopimara-6,8(14),15-tricne

e Les abiétanes

Exemple : - Pachystazone (12) a été isolé de I’espéce Salvia candidissima’.

- Acide wiedemannique (13) a ét€ isolé de I’espéce Salvia heldrichiana®.

CHs
CH,
CH,
N\
(0]
HsC”  CH,
(12) Pachystazone (13) Acide weidemannique

e Les cassanes
Exemple : - Mattenoquinone (14) a été isolé de I’espéce Salvia melissodora®®.

- Sempervirole (15) a été isolé de ’espéce Salvia multicaulis’" .

17
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H,C CH,
OH
HsC
H3C
H3C CH,
(14) Mattenoquinone (15) Sempervirole

° A notre connaissance, il y a seul diterpéne tétracyclique de ce type, Le Verbénacine

kauranes (16), isolé récemment de Salvia verbenaca’®.

(16) Verbénacine

I1.3.2.4.c. Sesterterpénes

Les Sesterterpénes sont composé de la condensation de 5 unités isopréniques.

Trois Sesterterpénes « Acide 8a, 13,14-thréo-trihydroxy-Labd-15,17-dien-16,19-olide -23
oique »; « Acide 8a, 13,14-erythro-trihydroxy-Labd-15,17-dien-16,19-olide-28-oique » et
« 3a, 8a, 13,14-erythro-tétrahydroxy-labd-15,17-dien-16,19-olide » ont été isolés a partir des

parties aériennes de Salvia palaestina Bentham’”.

I1.3.2.4.d.Triterpénes

Les triterpénes sont des molécules a 30 atomes de carbone. Ils ont comme précurseur le
squaléne (figure 5). Ex : Le lanostérol qui est ensuite transformé en cholestérol, le précurseur
des stéroides. Il y a plus de 1700 triterpénes dans la nature dont la majorité est sous forme
tétracyclique ou pentacyclique, la forme acyclique étant trés rare. La plupart de Triterpénes

sont des alcools, sous forme libre ou glycoside (les saponines) ou ester.
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Figure 5 : structure du squaléne.

Trois triterpénes dont « 2-acetoxylupeol » et « lupin-2,3-diol » ont été isolés a partir du
Salvia leriifolia'® et « Acide 2a, 3a, 16a-trihydroxy-24-nor-4 (23), 12-oleandien-28-oique » a

été isolés a partir des parties aériennes de Salvia palaestina Bentham® .

IL4. Travaux antérieurs sur les huiles essentielles du genre Salvia

I1.4.1. Généralité sur les huiles essentielles

I1.4.1.1. Introduction

Depuis des milliers d'années, les huiles essentielles sont utilisées en cuisine, en médecine,
en parfumerie, etc... La thérapie par les huiles essentielles a connu un développement

2 -
10102 1 es huiles

progressif a travers les civilisations arabe, égyptienne, grecques, etc...
essentielles et les ardmes extraits a partir des herbes aromatiques et d’épices sont le résultat
d’un mélange complexe de substances volatiles'®.

Selon les normes internationales, les huiles essentielles doivent étre liquides a température
ambiante, de consistance huileuse mais non grasse, leur densité inférieure a celle de I’eau a
I’exception de quelques cas (cannelle, sassafras et vétiver), volatiles, insolubles dans I’eau, et
solubles dans les huiles végétales, dans I’éther et dans I’alcool jusqu'a un certain pourcentage,

peu polaires'®.

I1.4.1.2. Lieux de biosynthése et d’accumulation

Les huiles essentielles sont retrouvées dans tous les organes de la plante racine, feuille,
fleur, exclusivement chez les spermaphytes : familles des Coniféres, Lamiaciées, Myrtacées,
Apiacées, Lauracées, Rutacées et Astéracées. Elles sont localisées dans le cytoplasme de
certaines cellules végétales sécrétrices spécialisées, qui se situent dans un ou plusieurs

organes de la plante'®.
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I1.4.1.3. Role écologique
Les composés organiques volatils des huiles essentielles permettent a la plante de
communiquer avec les plantes voisines et également entre ses propres organes. Ils lui servent

également de moyen de défense'®.

I1.4.1.4. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

e Les HE sont généralement des liquides.

e La coloration varie de I’incolore au brun clair.

o La densité est en général inférieure a celle de I’eau (de 0,850 a 0,950).

e Leur point d’ébullition varie de 160° 2 240° C.

e Les huiles essentielles sont solubles dans les graisses et les solvants apolaires'?.

e Elles sont neutres au tournesol, mais elles s’oxydent a la lumiére.

e Elles absorbent le chlore, I’iode avec dégagement de chaleur. Elles peuvent se

combiner & I’eau pour former les hydrates'®”.

I1.4.1.5. Intéréts des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont largement utilisées pour traiter certaines maladies internes et
externes (infections d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux). En
médecine dentaire, plusieurs huiles essentielles ont donné des résultats cliniques trés
satisfaisants dans la désinfection de la pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la

prévention des caries'®

- Les huiles essentielles sont également utilisées par massage,
inhalation ou ingestion. Des écrits divers sur I’utilisation des huiles essentielles ont vu le jour,
I’essence de rose a été la plus utilisée a travers les siécles, dans les civilisations grecque,
macédonienne, perse, égyptienne, etc.... Elle a été employée dans les infections des yeux et
des oreilles, les gingivites, les hémorroides et pour arréter la transpiration'%.

En plus de leurs utilisations thérapeutiques, les huiles essentielles sont appliquées en

L o . 02
cosmétiques (aromatisation des savons, parfumerie, etc...)'%.

I1.4.2.Les huiles essentielles isolé du genre Salvia
Les huiles essentielles du genre Salvia ont fait I’objet d’un grand nombre d’études. Nous
avons classé les composants majoritaires d’huiles essentielles (% > 5.0) rapportées dans le

tableau suivant (tableaux 7).
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Tableau 7 : Composants majoritaires (% > 5.0) d'huiles essentielles des espéces du genre

Salvia.
Espéce Localité Composés pourcentage | Référence
majoritaires % de
COmposé

S. rubifolia Liban -o-Pinéne 7.1
-a-Thujone 5.1
-trans-Pinocarvylacétate 5.5 110
-y-Muuroléne 11.8
-y-Cadinéne 5.5

S. aucherisubsp Turquie -a-Pinéne 7.6

aucheri -Camphéne 7.3
-B-Pinéne 6.1 111
-1,8-cinéole 39.2
-Camphre 20.7

S. aramiensis Turquie -B-Pinéne 10.2
-1,8-cinéole 55.6 111
-Camphre 5.7

S. fruticosa Turquie -a-Pinéne 5.8
-1,8-cinéole 52.8 111
-Camphre 5.8

S. verticillatasubsp Turquie -B-Pinéne 21.4

amasiaca -1,8-cinéole 16.1
-a-Copaéne 54 111
-Alloaromadendréne 5.1

S. heldreichiana Turquie -a-Pinéne 5.6
-1,8-cinéole 5.6
-Linalool 94 112
-Cryptone 53
-Bornéol 3.9

S. cryptantha Turquie -1,8-cinéole 16.4
-Camphre 19.1 112
-Bornéol 11.9
-Viridiflorol 11.5

S. aurea Liban -Aromadendréne 10.7
-a-Amorphéne 12
- Oxide Caryophylléne 12.5 113
-Elemenonee 6.0
-Aristolone 11.4

S. judaica Liban -a-Copaéne 8.7
-Oxide Caryophylléne 12.8 113
- Acide tétradécanoique 5.8

S. viscosa Liban -Thymol 6.9
-a-Cubébéne 83 113
-Oxide Caryophylléne 12.7
-B-Copaén-4-a-ol 54

S. sclareoides Iran -Béta-trans-ociméne 11.83

21




Recherche bibliographique sur le genre Salvia

-Linalool 27.60 114
-Trans-Caryophylléne 16.58
-Germacreéne-D 9.98
S. dichroantha Turquie -Oxide Caryophyllene 224
-Caryophyllenol I1 5.5 115
(=Caryophylla-2(12),6
dien-5b-ol)
-Phytol 5.6
S. wiedemanni. Turquie -a-Pinéne 36.2
-b-Pinéne 13.3
-1,8-Cinéole 14.2 115
-p-Cymeéne 5.4
-Camphre 74
S. verticillata Turquie -B-Copaéne 5.7
-B-Caryophylléne 7.6 115
-Germacréne D 36.6
-Acid Hexadécanoique 6.7
S. multicaulisVahl Iran -1,8-Cinéole 21.0
-a-Pinéne 16.5 116
-B-Caryophylléne 8.9
-Bornéol 8.3
S. verticillataL Iran -B-Caryophylléne 31.5
-Germacrene D 16.2
-Limonéne 15.5 116
-a-Pinéne 10.4
-o-Humuléne 9.4
S. sclarea L Iran -Sclaréol 11
-Germacrene D 9.8
-Linalool 9.0 116
-a-Terpinéol 7.4
-Géraniol 4.8
S. officinalis Batna, (Algérie) | -a- Thujone 24.52
-1,8- Cinéole 15.92
-B-Thujone 6.50 117
-Camphre 16.86
-Viridiflorol 6.35
S. verbenaca Sude de I'ltalie | -Benzaldehyde 7.3
-B-Phellandréne 59 118
-Acide Hexadecanoique 23.1
-Acide (Z)-9- 11.1
Octadecenoique
Sablet ben -a-Terpinéol 53
Ammar, -Méthyle eugenol 94
(Tunisie) -B-Caryophyliéne €l 119
-Viridiflorol 21.6
-Camphéne 17.6
Somaa, -Nonane 10.3
(Tunisie) -Tricycléne 18.8 119
-Méthyle eugenol 1.7
-Térpinoléne 7.3
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Sers, (Tunisie) | -p-Phellandréne 82
-Méthyle eugenol 3.1
-a-pinéne 5.5 119
-(Z)-B-Ociméne 29.5
-b-Thujone 7.9
S. palaestina Jordanie -a-Copacne 18.58
-B-Cubébéne 8.75
-Germacrene D 26.02 120
-3-Cadinéne 7.58
-Nonadécane 5.23
Liban -Linalool 8.6
-B-Caryophylléne 16.6 120
-Germacréne D 72
Iran -B-Caryophylléne 6.1
-Germacréne D 14.0 120
-1-Epi-cubinol 9.8
Turquie -B-Caryophylléne 31.6
-Germacrene D 20.9 120
-Bicyclogermacreéne 10.8
-Spathulénol 9.5
S. Tomentosa Bulgarie -a-Pinéne 6.0
-Camphre 7.9 121
-Bornéol 10.3
-B-Pinéne 9.0
Turquie -a-Pinéne 25.1
-1,8-cinéole 7.0 111
-Camphre 14.9
-Bornéol 13.2
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ITI. Apercu bibliographique sur ’espéce Salvia microphyila

III.1. Classification dans la systématique botanique

Le nom générique Salviaest un emprunt au latin « saluia » désignant diverses
sauges'”” chez Pline, terme dérivant lui-méme de saluus « plante donnant la santé ».
L'épithéte spécifique «microphyllax signifie en grec «petites feuilles». Au Mexique, il est

appelé «mirto de montesy, ou «myrte des montagnes».

Reégne : Plantae
Embrenchement : Spermatophytes
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espece : Salvia microphylla

Noms vernaculaires :

En Francais: La sauge de Graham

En Arabe: Mrimiya, « 41 5all »

Noms scientifiques: Salvia microphylla

Synonymes : Salvia grahamii
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I11.2. Présentation botanique et répartition géographique

La Sauge de Graham ou Sauge a petites feuilles est une espece de plante appartenant a
la famille des Lamiacées. Elle pousse a 1'état sauvage dans le sud de I'Arizonaet les
montagnes de I'Est, de 1'Ouest et du Sud du Mexique. Cette espéce s'hybridant facilement, de
nombreux hybrides et cultivatrs ont été introduits dans I'horticulture depuis les années 1990.

Salvia microphylla est originaire du sud des Etats-Unis et du Mexique. La plante est
cultivée dans de nombreuses régions du monde. Elle est subspontanée en région
méditerranéenne.

La sauge a petites feuilles est un arbrisseau de 1 m a 1,30 m de haut et de large, de port
dressé. Toutes les parties sont fortement aromatiques. Les rameaux sont tétragones (2 4
angles) et pubescents.

Les feuilles opposées, de forme elliptique a ovale, sont portées par un pétiole de 1
a 1,5 cm de long. Le limbe de taille variable (en générale de longueur double du pétiole), aux
marges crénelées, est vert foncé. A la moindre manipulation, les feuilles dégagent une forte
odeur semblable a celle de la menthe et du cassis.

Les fleurs croissent en épis terminal, constitué d'une série de verticilles de fleurs, a
I'extrémité des rameaux. Le calice est tubuleux, strié, hirsute, bilabié, la lévre inférieure est
bifide. La corolle est rouge pourpre a rose foncé (2 I'état sauvage)'”> de longueur triple du
calice, le tube est renflé. La lévre inférieure, bilobée, s'étale largement ; la lévre supérieure est

petite, en forme de casque. La floraison s'étale de mai aux gelées.

ITL.3. Propriétés pharmacologiques de ’espéce Salvia microphylia

Salvia microphylla est communément utilisée en médecine populaire, dans les rituels de
guérison au Mexique et en Amérique centrale'”. Une infusion de la plante en fleur est
consommée durant toute la journée que dure le rituel.

En dehors de cette médecine populaire, 'usage le plus fréquent de Salvia microphylla est
pour les maux d'estomac et les troubles gastro-intestinaux. L'infusion de la plante est prise
pour arréter la diarrhée parfois en association avec la grande camomille (Zanacetum

parthenium).
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IIl.4. Travaux antérieurs sur les métabolites secondaires de [I’espéce Salvia
microphylla
Les principaux métabolites secondaires isolé du I’espéce Salvia microphylla sont les

diterpénoides, les sesquiterpénoides, les triterpénoides, et les esters phénoliques.

Tableau 8 : Les principaux métabolites secondaires isolé de 1’espece Salvia microphylia.

Classe Composé isolé et N° de structure Référence

esters - Acide 2-(p-hydroxyphenyl)ethyleicosaheptanoic ester 124
phénoliques a7
- hexadécyleférulate (18)

- B-eudesmol (19) 124
sesquiterpénoides | - 8a-hydroxy-B-eudesmol (20)
- Acide 12-méthoxycarnosique (21) 124
diterpénoides | - Microphyllandiolide (22) 125
- Acidel4a-hydroxyisopimarique (23) 126
- 14 a, 18-dihydroxyisopimaradiéne (24) 127
- Acide 7a-acétoxysandaracopimarique (25) 126
- Acide 70-hydroxysandaracopimarique (26) 126
- 7-oxosandaracopimarate de méthyle (27) 127
- Ta-hydroxysandaracopimarate de méthyle (28) 127
- Sandaracopimara-8(14),15-dien-7a.,18-diol (29) 126
triterpénoides - lupéol (30)
- Acide oléanolique (31) 128

- 3-acétate d'érythrodiol (32)

Les structures de ces métabolites secondaires sont schématisés et représentés dans la figure

ci-dessous :
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Figure 7 : Structure des métabolites secondaires isolés de I’espéce Salvia microphylia.

IIL.S.Travaux antérieurs sur les huiles essentielles de I’espéce Salvia microphylla

Les huiles essentielles sont obtenues par distillation & la vapeur d'eau et étaient ensuite
soumis 3 une analyse par GC-MS et GC.

les constituants rencontrés dans I'huile essentielle de S. microphylla de Brésil sont
présentés dans le tableau 9, avec Les principaux constituants (E) caryophylléne (15,35%),
Bicyclogermacréne (6.17%) o-eudesmol (14,06%), B-eudesmol (8,74%) et y-eudesmol
(7,64%)'%.

Tableau 9 : La composition chimique de I'huile essentielle de I'espéce Salvia microphylla.

Ne Composés Pourcentage %
1 a-pinéne 0.79
2 camphene 0.94
3 B- pinéne 0.94
4 B- phellandréne 2.81
5 1.8- cinéole 4.49
6 camphre 2.58
7 térpin-4-ol 0.43
8 I'acétate d'isobornyle 4.94
9 a- gurjunene 0.51

10 (E) caryophyliéne (33) 15.35
11 Aromadendréne 2.68
12 a- humuléne 0.81
13 Alloaromadendréne 1.34

14 Bicyclogermacréne (34) 6.17

15 v- cadinéne 0.89

16 0 cadinéne 1.15

17 spatulénol 0.42

18 caryophyliéne 2.82

19 Globulol 3.24
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20 v- Eudesmol (37) 7.64
21 B- eudesmol (36) 8.74
22 a- eudesmol (35) 14.06

SN
o CHg
CH, CHj
34 35
CHs
CHs CHsol_I ,

Figure 8 : Structure des Composants majoritaires d'huiles essentielles de I’espéce Salvia

microphylla.

Les études menées sur la composition de I'huile essentielle du genre Salvia ont montrés que

115,121

2

les constituants majoritaires de cette huile sont : 1,8-cinéol ''"''?, o-pinene, B-pinene

aryophyllene ''>''6, B-cubebene et 5-cadinene '*°.
phty

Les différentes études phytochimiques réalisées sur diverses espéces du genre Salvia ont

permis de référencer plus de 1000 composés.
Les travaux effectués sur ce genre ont montré sa richesse en métabolites secondaires en

particulier les composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides) et les composés

terpéniques.
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L. Extraction de métabolites secondaires de Pespéce Salvia microphylia

L.1. Matériel végétal

L’espece étudi€e a été récoltée au mois de février de ’année 2016 dans la région de Blida.
L’espéce récolée est trie puis séchée a une température ambiante et a I’abri de la lumiére
solaire, pendant une semaine, ensuite la matiére végétale est conservée en vue de procéder

aux différentes extractions.

Figure 9 : Salvia microphylla séche.

I.2. Extraction

Le matériel végétal broyé (450g) est soumis a une extraction par macération dans I’éther de
pétrole pendant 24 heures. Les macéras sont réunis puis ils sont filtrés sur un papier filtre. Les
filtrats sont évaporés presque a sec au moyen d’un évaporateur rotatif. Le marc obtenue est
mise & macérer dans le mélange méthanol / eau (80/20 : v/v) pendant 72 heures avec
renouvellement de solvant chaque 24 heures et agitation de temps en temps. Les macéras sont
réunis puis ils sont filtrés sur un papier filtre. Les filtrats sont évaporés presque a sec au
moyen d’un évaporateur rotatif. Ensuite ce dernier va subir des affrontements par des

solvants de polarité croissante :

= Affrontement par chloroforme (3fois) ;
= Affrontement par acétate d’éthyle (3fois);
= Affrontement par n-butanol (3fois).

Ces affrontements se font dans des ampoules a décanter, la phase aqueuse et le solvant sont
agités énergiquement puis laissés au repos pendant 30 minutes, la phase aqueuse (qui est au
fond de I’ampoule) et la phase chargée de molécules spécifiques sont récupérées séparément.
Les différentes phases récupérées (chloroforme, acétate d’éthyle, n-butanol) sont évaporées a
sec puis reprises par 10 ml du méthanol, par contre I’extrait chloroforme est repris avec du
chloroforme, enfin tous sont laissés & I’air libre pour évaporation. Les extraits obtenus sont

ensuite stockés a une température ambiante jusqu'a leur utilisation.
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Matériel végétale broyé

Extrait éther -Macération dans P’éther de pétrole
de pétrole @ 5 A
Marc
1
v‘ -Macération dans méthanol/eau (80/20 : viv)
-Trois extraction successives avec
1 Renouvellement du solvant chaque
% 24 h
-Filtration
Extrait réunis
-Concentration
Phase aqueuse limpide
Phase
. 1Affrontement par chloroforme
chloroforme -
Phase acétate
d’éthyle < 1 Affrontement par acétate d’éthyle
Phase n-butanol e ... Affrontement par n-butanol

Phase eau résiduelle

Figure 10 : Protocole d'extraction.
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Les extraits obtenus de polarités différentes ont des caractéristiques différentes (masse,

aspect, couleur et rendement).

Les résultats de I’extraction sont résumés dans le tableau suivant

Tableau 10: Résultats de P’extraction de différents extraits de la plante Salvia

microphylla.
Extrait Couleur Aspect | Masse (g) | Rendement %
Ether de pétrole (EEp) | Moutarde Visqueux | 9.29 2.06
Chloroformique (EC) | Vert foncé Visqueux | 12.8 2.84
Acétate d’éthyle (EAc) | Miel Pateux 2.5 0.6
Butanolique (EB) marron foncé | Pateux 12.68 2.82

L.3. Etude analytique par chromatographie

1.3.1.Généralités sur la chromatographie

a. Définition

La chromatographie est une méthode physique de séparation basée sur les différentes
affinités d’un ou plusieurs composés a I’égard de deux phases (stationnaire et mobile).

L'échantillon est entrainé par la phase mobile au travers de la phase stationnaire qui a
tendance a retenir plus ou moins les composés de I'échantillon a I'aide de différentes
interactions. L’échantillon est adsorbé puis désorbé sur la phase stationnaire, ou est plus ou

moins soluble dans la phase mobile.

b. Principe

La chromatographie repose sur I'entrainement d'un échantillon dissous par une phase
mobile (ou éluant) a travers une phase stationnaire (ou phase fixe). La phase stationnaire,
fixée soit sur la surface intérieure d'une colonne soit sur une surface plane, retient plus ou
moins fortement les substances contenues dans I'échantillon dilué selon I'intensité des forces
d'interactions de faible énergie réalisées entre les différentes espéces moléculaires et la phase

stationnaire.

1.3.2. Méthodes de séparation et d’identification des composés phénoliques
La détection et I’identification des composés phénoliques se font par plusieurs méthodes

qui se complétent :
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1.3.2.1 Séparation :

La séparation des produits phénolique est essentiellement réalisée par des méthodes
chromatographiques :

- Chromatographie sur colonne.

- Chromatographique sur couche mince.

- Chromatographique sur papier.

L. 3.2.2. Identification :

Une fois que les produits isolés sont purifiés, les techniques suivantes sont utilisées pour
déterminer la structure des composés phénoliques:

- Fluorescence sous lumiére UV.

- Co-chromatographie sur couche mince en présence de témoins.

- Spectrométrie UV-visible.

- Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire.

- Spectrométrie de masse.

a. Fluorescence sous lumiére UV :
L’examen en lumiére ultraviolette est la méthode la plus utilisée pour la détermination de
la structure des composés phénoliques, les tableaux suivants résument la relation qui peut

exister entre la structure d’un composé et sa fluorescence sous UV.

Tableau 11 : La relation entre la fluorescence et la structure des composés phénoliques

d’aprés Lahouel*® et Markham''.

Spot coloré Types de composés phénoliques
d’aprés Lahouel d’aprés Markham
Brun noir Flavanones ou flavonols 3-OH substitué -

Violet ou mauves Flavones, Chalcones, Dihydroflavonols, Flavonols, flavonones,

Isoflavones, Flavanones isoflavonones, flavone
Bleu (fluorescent) | Flavones sans 5-OH libre Acide phénol
Flavonols sans 5-OH libre avec 3 OH
substitué
Jaune Flavonols flavonols

Jaune fluorescent Flavonols, Aurones, Chalcone, flavanones -
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Jaune péle dihydroflavonols Flavonols

Rouge ou orange - Anthocyanidine 3-
glucoside

Rose - Anthocyanidine 3,5- di
glucoside

Bleu sombres - Flavonols, flavonones,
aurones

Bleu vif - Hydroquinones

Pourpre sombre - Chalcones

b. Relation Rf structure :

La relation Rf - structure a été établie par Bate-Smith et Westall'. Rf est une valeur
importante & connaitre et facile 4 déterminer, il est défini comme le rapport entre la distance d
parcourue par I’origine de la substance ayant migré et la distance D parcourue par I’origine et
le front du solvant :

Rf=d/D

Rf est une valeur caractéristique d’un composé pour des conditions de chromatographie
donnée (€luant, température). Rf est égale a 1, dans le cas de produit trés solubles dans la
phase mobile et insolubles dans la phase stationnaire. Inversement Rf est nul lorsque le

produit est trop peu soluble dans la phase mobile.

Tableau 12 : Relation Rf et structure flavoniques'’.

Structure flavoniques Rf

Augmentation des groupes hydroxyles | Rf diminue dans les systémes de solvants
organiques et augmente dans les systémes de

solvant aqueux.

Glucosylation Rf augmente dans les solvants aqueux.

Rf diminue dans les solvants organiques.

Méthylation des hydroxyles Rf diminue dans les systémes de solvants
aqueux et augmente dans les systémes de

solvants organiques.
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Pour mieux connaitre le contenu de ces extraits en métabolites secondaires, des tests
chromatographiques (sur couche mince CCM et sur papier) préliminaires ont été menés sur

ces extraits.

L.3.3. Etude des extraits éther de pétrole et chloroformique

Pour avoir un apergu de la nature des constituants que ’on peut rencontrer, nous avons
procédé a une analyse préliminaire des extraits éther de pétrole (EEp) et chloroformique (EC)
par CCM.

Pour cela, une partie de chaque extrait a été solubilisée dans le méthanol et déposée sur
plaques de gel de silices, qui a ensuite été €luée dans le systéme de solvants spécifique pour
chaque extrait. Ensuite, les chromatogrammes sont détectés en lumiére ultraviolette avant et
aprés révélation généralement avec 10% d’acide sulfurique ou une solution saturée de NaOH

(composé phénolique).

EEp
Figure 11 : Profil Chromatographique sur couche mince CCM de Pextrait éther de

pétrole et I’extrait chloroformique.

La chromatographie sur couche mince des extraits éther de pétrole (EEp) et
chloroformique (EC) effectuée dans le systéme de solvant Hexane/AcOEt (60/40) a permis

d’obtenir les résultats représentés dans le tableau 13.
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Tableau 13 : résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits éther de pétrole

et chloroformique de Salvia microphylia.

Extraits étudiées Rf Couleur des spots Couleur des spots
sous UV g
aprés révélation
EEp 0.06 Orange -
0.15 Orange -
. 0.20 Violet Jaune
0.25 Rouge -
0.31 Orange -
0.40 Orange -
0.45 Rose -
0.56 Rose -
i 0.66 Rose -
0.72 Rose -
0.80 Rouge -
0.86 Orange -
0.92 Orange -
EC 0.12 Bleu -
0.25 Jaune Orange
0.35 Bleu -
0.46 Brun marron -
4 0.56 Violet Jaune
0.65 Violet Jaune
0.72 Violet Jaune
0.81 Orange -
0.88 Orange -
0.92 Rouge Orange
0.96 Jaune Orange

L’extrait chloroformique et I’extrait éther de pétrole est riche en composés puisque on a
pu voir plus de 13 taches dans chaque extrait.

Par comparaison avec la littérature, La présence des spots de coloration jaune et violet dans
les chromatogrammes de nos extraits, indique la présence dans I’espéce étudiée, des

flavonols, des flavonones, des isoflavonones et des flavones.

1.3.4. Etude des extraits acétate d‘éthyle et n-butanol

a. Analyse par chromatographie sur papier de deux dimensions (2D)

La chromatographie préparative sur papier Wathman N° 3 est une méthode de séparation
dont le principe repose sur les phénoménes de partage. La phase mobile est le plus souvent un
solvant organique et I’eau, la phase stationnaire est constituée par I’eau elle-méme absorbée

par la cellulose du papier ou liée chimiquement 2 elle.
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La technique de chromatographie sur papier occupe jusqu'a maintenant une position
dominante dans le domaine de I’analyse et la séparation des flavonoides. La CP est
convenable pour la séparation des mélange complexes de tous les types de flavonoides, aussi
utilisée pour isoler les petites ainsi que, les grandes quantités de flavonoides, elle nécessite
des équipements et des matériels de faible coiit. La chromatographie sur papier demande un
certain temps, généralement plusieurs heures.

Les systemes de solvants utilisés contiennent souvent de I’acide acétique pour améliorer

les séparations et pour éviter les trainées dues a I’ionisation des molécules.

> Protocole expérimentale
Quelques microgrammes de chaque extrait est déposée sur le papier Whatman N°3.
Ensuite, la feuille est placé dans une cuve chromatographique contenant le systéme de
solvant I : (BAW). Aprés développement, le papier est séché puis placé une deuxiéme fois
dans la cuve chromatographique dans le coté des taches éluées. L’éluant utilisé est le systéme
IL.
e Systeme I: B.A.W : n-Butanol / Acide acétique /Water, (4 : 1 :5).
e Systeme II: Acide acétique 15%.

Les chromatogrammes sont représentés dans les figures (8et9).

Figure 12 : Profil Chromatographique CP bidimensionnelle de I’extrait acétate d’éthyle
(EAc) et n-ButOH (EB).
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Les résultats de I’analyse des extraits acétate d’éthyle et butanolique par chromatographie
sur papier sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 14 : Le nombre et la couleur des spots des extraits acétate d’éthyle et butanolique.

Extrait Nombres des taches Couleurs des taches
Acétate d’éthyle 11 Violet
3 Bleu
1 Jaune
n-butanol 6 Violet
3 Bleu
9 Jaune

D’apres les chromatogrammes 2D : On peut dire que la composition des deux extraits est
clairement différente : I’extrait acétate d’éthyle a révélé la présence d’une tache jaune et 11
taches violet, par contre, I’extrait butanolique a révélé la présence de 9 taches Jjaune et 6
taches violet.

La chromatographie (2D) sur papier a montré la richesse des extraits acétate d’éthyle et

butanolique en flavonoides (taches jaunes et violet).

b. Analyse par chromatographie liquide haute performance (HPLC)

b.1. Généralité

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est I'une des techniques les plus
employdes dans les laboratoires d'analyse chimiques. Elle permet la séparation ou la
purification d’un ou de plusieurs composés d’un mélange en vue de leur identification et de
leur quantification en présence des standards approprier.

La chromatographie en phase liquide a permis de réaliser des analyses qui n’étaient
auparavant pas possible avec les techniques sur couche mince ou en phase gazeuse.

A TPorigine la chromatographie en phase liquide se faisait sur des colonnes en verre. Le
liquide traversait la phase stationnaire par gravité ou sous faible pression. Puis pour
augmenter le débit, des manipulations ont été réalisées sous pression plus forte. C’est ce que
I’on a appelé la chromatographie liquide sous haute pression (HPLC). Trés rapidement le P de
pression est devenu le P de performance lorsque ’on a optimisé la technique (diminution de la

taille de particules de la phase stationnaire, régularité de cette phase...).
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e Principe :

Les composés & séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne
chromatographique.

La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systéme
chromatographique.

Le mélange a analyser est injecté puis transporté au travers du systéme chromatographique.
Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la
phase stationnaire.

En sortie de colonne grice a un détecteur approprié les différents solutés sont caractérisés

par un pic. L’ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme.

e Le choix de la phase mobile

Si la phase stationnaire (colonne) est polaire, on utilise un solvant peu a pas polaire (phase
mobile), C’est la chromatographie en phase normale.

Si la phase stationnaire (colonne) est apolaire ou peu, on utilise un solvant polaire, C’est la
chromatographie en phase inversée.

Les solvants d’HPLC sont donc classés suivant leur polarité et leur force éluant. En faisant
varier la composition du solvant, on fait varier le coefficient de distribution K et donc le
pouvoir d’élution. Les solvants doivent étre miscibles et ne pas géner la détection (absorption

UV par exemple).

b.2. Protocole expérimentale
Afin de connaitre la composition des extraits acétate d’éthyle et butanolique de Salvia
microphylla, une chromatographie liquide a haute performance a été réalisée dans les
conditions suivantes :
- Appareil de type : Shimadzu
- pompe quaternaire équipée d’un systéme de programmation de débit,
- détecteur UV/Visible a barrettes de diodes.
- volume d’injection est de 10pl
- Les séparations sont réalisées a une température de 35 °C,
- Les fractions ont ét€ analysées en mode gradient a ’aide du mélange éluant eau/acétonitrile,

2 un débit de 1 ml.min™.
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Le profil chromatographique de I’extrait acétate d’éthyle enregistré dans deux longueurs

d’onde (A =205et A =254 nm) est le suivant:
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Detector A Channel 1 205nm
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Figure 13 : Profil chromatographique de P’extrait acétate d’éthyle enregistré a la

longueur d’onde A = 205 nm.
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Detector A Channel 2 254nm
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min

Figure 14 : Profil chromatographique de Iextrait acétate d’éthyle enregistré a la

longueur d’onde A =254 nm.
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Le profil chromatographique de I’extrait butanolique enregistré dans deux longueurs

d’onde (A =205et A =254 nm) est le suivant:
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Figure 15 : Profil chromatographique de I’extrait butanolique enregistré 2 Ia longueur

d’onde A =205 nm.
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Figure 16 : Profil chromatographique de extrait butanolique enregistré a Ia longueur
d’onde A =254 nm.
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L’analyse par chromatographie liquide haute performance (HPLC), indique la richesse de
la plante Salvia microphylla en métabolites secondaires, notamment en flavonoides (figure 14
et 16). Ces résultats confirment ceux obtenus par chromatographie sur papier a deux

dimensions.
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I1. Extraction et analyse de I’huile essentielle
IL1. Extraction

Nous avons réalisé I’extraction de I’huile essentielle de Salvia microphylla en utilisant le

procédé d’hydrodistillation.

IL.1.1. Principe

Le principe de I'hydrodistillation consiste & immerger la biomasse végétale dans un
alambic rempli d'eau (aujourd’hui remplacé par un Clevenger), que l'on porte ensuite a
I'ébullition. La vapeur d'eau et I'essence libérée par le matériel végétal forment un mélange
non miscible. La pression partielle de la vapeur d'un composant est égale a la pression de

vapeur du corps pur.

I1.1.2. Protocole expérimental
150g de feuille de Salvia microphylla sont hydrodistillés dans un Clevenger, durant 3 h.

L’huile essentielle obtenue, est ensuite conservée a +4°C jusqu’a son analyse GC et GC/MS.

Figure 17 : Montage d’hydrodistillation.

L’huile essentielle obtenue est de couleur jaune et d’odeur trés agréable et Fraiche.

Figure 18 : Huile essentielle de Salvia microphylla.
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I1.1.3. Calcul du rendement de I’huile essentielle
Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids d’huile extraite (Mgg) en (g)
et le poids de la plante a traiter (M) en (g).

Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante:

[ R% = (Mue/Mpy) x 100 ]

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 15 : Rendement de I’huile essentielle de Salvia microphylla.

Matériel végétale | poids d’huile poids de la plante | Le rendement
extraite (Mug) (g) | a traiter (Mmv) (g) Rdt%
fraiche 0.5 150 0.33
séche 0.85 150 0.56

Nous avons réalisé I’extraction de I’huile essentielle de Salvia microphylla par
hydrodistillation, le rendement en huile essentielle obtenu de la plante fraiche est de I’ordre de
0.33% et celui obtenue de la plante séche est de I’ordre de 0.56%.

Donc on peut noter que notre espéce végétale révéle une richesse en huile essentielle

obtenue par extraction des feuilles séches.

IL.2. Analyses par GC/MS

I1.2.1. Analyse GC

L’analyse GC a €€ effectuée sur un appareil « Shimadzu GC » équipé de détecteur QP, et
une colonne capillaire de DB-5 (30 m x 0.25 mm i.d., épaisseur de film 0.25 pm). La
température du four étant programmée de 90 4 250°C, & une vitesse de 3°C min™', puis 4 une
vitesse de 15°C min™, lorsque la température atteint 300°C. Elle est enfin maintenue

isotherme pendant 15 min a 300°C. Le gaz vecteur est I’hélium 3 Iml.min".

I1.2.2. Analyse GC/MS

L’analyse GC/MS a été effectuée sur un appareil Shimadzu, équipé d’une colonne
capillaire de DB-5 (30 m x 0.25 mm id., épaisseur de film 0.25 pm) et un détecteur a
ionisation de flamme FID. Les paramétres MS étant :

- température du détecteur: 220°C-240°C

- rapport split : 1:10
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- potentiel d’ionisation : 70 eV

Les composants de I’huile essentielle ont été identifiés par comparaison de leurs indices de
rétention (RI) relatifs 4 leur MS avec les données (Librairies NIST et WILEY).

Le pourcentage relatif aux composés identifiés a été calculé a partir de la GC par

intégrateur informatisé.

I1.2.3 Résultats de I’analyse GC/MS et discussion

27 composants, représentant de I’huile essentielle du Salvia microphylla, ont été identifiés
(Chromatogrammel).  Cette  huile est majoritairement composée de 1,2
Dibenzoylbenzo[Glindolizine (5.15%), Sclaral ou Sclareolides lactol (5.72%), 17-(1,5
Dimethyl-hexyl)-2-hydroxy-10,13-dimethyl-hexadecahydro-cyclopenta[Alphenanthren-3-one
(5.77%), acétate de B-Fenchol (6.36%) et Guanosine, 2'-deoxy-N-(trifluoroacetyl)-, 3',5'-
bis(trifluoroacetate) (7.65%).

Les composés obtenus, listés selon leur ordre d’élution dans la colonne, sont résumés dans

le tableau 16.

Tableau 16 : Composition de I’huile essentielle du Salvia microphylla.

Ne Composé Pourcentage | Indice de
(%) rétention
I | 5-Isopropyl-2-methylbicyclo[3.1.0]hex-2-ene 0.24 3.750
(o -thujene)
2 | (18,35)-(+) m-mentha-4,8-diene 0.83 4.033
3 | 1-Hydroxy-6-(3-isopropenyl-cycloprop-1-enyl)-6-methyl- 0.16 4.412
heptan-2-one
4 | 1,7,7-trimethyl Bicyclo[2.2.1]heptan-2-one 1.27 7.794
(Camphre ) (1)
5 | (1S-endo)1,7,7-trimethylBicyclo[2.2.1]heptan-2-ol 0.77 8.355
(Bornéol) (2)
6 | Acétate de bornyle 0.38 8.614
7 | ()-(1S,2R,4R)-B-Fenchol 0.14 9.182
8 | Acétate d’isobornyl 0.36 9.919
9 |Endo 1,3,3-trimethylBicyclo[2.2.1]heptan-2-0l  acetate 6.36 12.021
(acétate de B-Fenchol) (3)
10 | Bicycloelemene 0.13 13.860
11 | a-Cubebene 0.11 15.299
12 | [1aR-(lao.4a,4aB,7ba)]1a,2,3,4,4a,5,6,7b-octahydro- 0.28 16.566
1,1,4,7-tetramethyl-1H-Cycloprop[E]azulene
((-) a-Gurjunene )
13 | Caryophyllene (4) 3.20 16.937
14 | 7-Epi-o—Selinene 0.19 17.510
15 | [1aR-(1aa.,4aa,7a,7aB,7ba)]-decahydro- 1,1,7-trimethyl-4- 0.69 17.654
methylene-1H-Cycloprop[E]azulene (Alloaromdendrene)
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16 | 1,1,7-Trimethyl-4-methylenedecahydro-1H- 0.39 18.455
cyclopropa[E]azulene (Aromdendrene)

17 | Azulene,1,2,3,4,5,6,7,8-octahydro-1,4-dimethyl-7-(1- 0.32 18.974
methylethylidene)-, (1S-cis) (B-cis-Guaiene)

18 | Naphthalene, decahydro-4a-methyl-1-methylene-7-(1- 0.30 19.428
methylethenyl)-, [4aR-(4a.a.,7.0.,8a.B.)] (épi-B-selinene)

19 | 8-Cadinene 0.39 20.713

20 | 1H-Cycloprop[E]azulen-7-ol,decahydro-1,1,7-trimethyl-4- 0.32 22.749
methylene ((+)-Spathulenol) (5)

21 | (2R-cis)- 1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydro-a,a,4a,8-tetramethyl- 0.35 24.709
2-Naphthalenemethanol (y- eudesmol) (6)

22 | Rosifoliol 0.26 25.396

23 | 2-(6,10-dimethylspiro[4.5]dec-6-en-2-yl)-2-propanol 0.46 25.504
(Agarospirol)

24 | Sclaral ou Sclareolides lactol (7) 5.72 52.142

25 | 17-(1,5-Dimethyl-hexyl)-2-hydroxy-10,13-dimethyl- 5.77 53.994
hexadecahydro-cyclopenta[ A ]phenanthren-3-one

26 | 1-([3-(4-Methylphenyl)-1-adamantyl]carbonyl)piperidine 3.54 59.659

27 | Tetrapentacontane 2.58 60.179

Chromatogram (Al TIC)

11,366,738

500

——
600 60
min

Figure 19 : profil chromatographique CG de I’huile essentielle du Salvia microphylla.
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Les études menées sur la composition de l'huile essentielle du genre Salvia ont montrés que

les constituants majoritaires de cette huile sont : 1,8-cinéol ke o-pinene, B-pinene kgl

2

115,116 0

-caryophyllene et le B-cubebene et 5-cadinene '

Par ailleurs, les travaux effectués sur I’huile essentielle de I’espéce salvia microphylla
cultivée en Brésil'® ont montrées la présence d’E-Caryophylléne (15.35%), de
bicyclogermacrene (6.17%), de a-eudesmol (14.06%), de B-eudesmol (8,74%) et de y-
eudesmol (7,64%) comme principaux constituants. Ainsi que I’existence de I’a-pinene, le B-

pinene, le 1,8-cinéol et le y-cadinene en faible quantité.

Conclusion
En comparaison avec les travaux effectués sur I’espéce Salvia microphylla, nous pouvons
constater que la composition de notre huile essentielle est trés proche a celle de I’espéce

o .y s =712
cultivée au Brésil'”

et cela dans I’existence des composés suivants : acétate d’isobornyl, y-
eudesmol, (+)-Spathulenol, Aromdendrene, Alloaromdendrene, o-Gurjunene, Camphre,

Caryophyllene et le 5-Cadinene.

o]
HO CH, CHj
HO,, o CH3
hg
g CH,
CH, o]
HsC ' CH, .
3
1 2 3
CH,
CH
° HsC o
3
HO
CHj CHj HO CHg
o]
CHs, ch M
H,C CH, CHs
5 6 7

Figure 20 : structure de quelques composés de I’huile essentielle du Saliva microphylia.
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I. Dosage des polyphénols totaux :

L.1.Définition :

Les polyphénols sont des substances naturelles présentes dans les plantes, caractérisés par
la présence d’une ou plusieurs fonctions phénols. Cette famille de composés compte plus de
8000 structures différentes. Les composés polyphénoliques présentent des propriétés
antioxydantes et antimutageénes. Et des études ont montré que la consommation de
polyphénols réduit les risques cardiovasculaires et diminue la probabilité d’avoir un cancer™>.

La détermination quantitative des phénols totaux dans un extrait est généralement réalisée

selon la méthode basée sur le réactif de Folin-Ciocalteu'*>.

1.2. Principe :

L’ensemble des composés phénoliques de I’extrait est oxydé par le réactif de Folin-
Ciocalteu. Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW,04) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) qui est réduit, lors de I’oxydation des phénols en
mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W3Oa4g) et de molybdéne (MogO,3). La coloration bleue
produite de I’oxydation posséde une absorption maximale a 765 nm.

Les phénols sont estimés par une spectroscopie UV dont I’acide gallique est utilisé comme

un standard a une longueur d’onde A =765 nm.

I.3. Protocole expérimentale

L.3.1. Courbe d’étalonnage :

Un standard de calibration a été préparé, en utilisant des solutions d’acide gallique de
différentes concentrations de 0.0156 jusqu'a 0.125 mg.mL .

On prend 1 mL de la solution diluée, On lui ajoute 5 mL d’eau distillée et 0.5 mL de
réactif de Folin-Ciocalteu. On laisse le mélange 5 minutes puis on le neutralise avec 4 mL de
carbonate de sodium. Aprés agitation, la solution est maintenues dans I’obscurité et a la
température ambiante pendant 1 heure. L absorbance de chaque solution a été déterminée a
765 nm.

La courbe d’étalonnage de I’acide gallique est représentée dans la Figure 21.
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Figure 21 : Courbe d'étalonnage de I’acide gallique.

1.3.2. Dosage des polyphénols totaux des extraits

Afin de déterminer la quantité de polyphénols totaux présents dans les extraits acétate
d’éthyle (EAc) et butanolique (EB) de I’espéce Salvia microphylla, nous avons utilisé la
méthode de Folin-Ciocalteu'**.

Nous avons préparé, dans un premier temps, une solution mére d’extrait de plante, 2mg de
chaque extrait (EAc et EB) de ’espéce Salvia microphylla ont été mélangés avec 1 mL de
méthanol et 6.5mL d’eau distillé.

1 mL de la solution mére a été prélevé et introduit dans un tube sec et stérile. On a ajouté a
cette solution 0.5mL de réactif de Folin-Ciocalteu'* et 5 mL d’eau distillée. Pour finir, on
ajoute au mélange 4 mL d’une solution aqueuse de carbonate de sodium de concentration
75g.L"". Aprés incubation pendant 1h a Pobscurité et a température ambiante, on Lit
I'absorbance 4 765 nm a I’aide d’un spectrophotométrie UV-visible, le total des cOmposeEs

phénoliques est déterminé selon I'équation suivante :

=C.V/IM

T : Représente le total des composés phénoliques (mg EAG / g d’extrait sec de la plante)

C : Concentration d’extrait équivalente a I’acide gallique, obtenue 2 partir de la courbe
d'étalonnage (mg.mL™).

V : le volume d'extrait (mL).

M : poids sec d'extrait de la plante (g).
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1.4. Résultats et discussion

Le taux de polyphénols existant dans les extraits acétate d’éthyle (EAc) et butanolique

(EB) est calcul€ et les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 17 et dans la figure 21

sous forme d’histogramme.

Tableau 17 : Taux des polyphénols existant dans les extraits EAc et EB de Salvia

microphylla.
Echantillon dosé | Taux de polyphénols totaux
(mgg")
EAc 61.5
EB 29

Taux de polyphénols totaux (mg/g)

Eac

EB

HEB

M Eac

Figure 22 : Le contenu des composés phénoliques des extraits EAc et EB.

D’aprés les résultats obtenus (tableau 17 et figure 22), nous avons constaté que I’extrait

acétate d’éthyle est plus riche en polyphénols que extrait butanolique.
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II. Etude de Pactivité antioxydante de I’espéce Salvia microphylla

IL.1. Définition

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation. Les
antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique (vitamine
C), le tocophérol, la quercétine, la rutine et le Picnogénol. La plupart des antioxydants de
synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydroxyphénoliques dans leurs
structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées, en partie, 4 la capacité de ces
composés naturels & piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et
superoxydes (02¢)'®.

I1.2. Principe du test de DPPH

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o, a-diphényl-B- picrylhydrazyle)
fut 'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité
antioxydante des composés phénoliques®®. Le DPPHe reste dans sa forme monomére
relativement stable a température ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur violet
bien caractéristique de la solution de DPPHe. La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se
fait en mesurant la diminution de la coloration violette, due & une recombinaison des radicaux

DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm.

DPPHe (violet) DPPH-H (jaune)

Figure 23 : Réaction d’un antioxyadant donneur d’hydrogéne avec le radical DPPHe.

Ce radical est souvent utilisé pour estimer I’activité antioxydante de nombreux composés,

dont les composées phénoliques.

Généralement, les mesures de I’absorbance du DPPH des différentes substances
antioxydantes (échantillons et témoin) permettent de déterminer le pourcentage d’inhibition,

en appliquant la formule suivante :

% d’inhibition= [(Abs ¢ — Abs e)/ Abs c] x 100
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Abs ¢ : Absorbance du contrdle négatif.

Abs e : Absorbance de I’échantillon testé.

Les pourcentages d’inhibition ainsi déterminés, nous permettent de calculer la valeur du
parametre CEsq (concentration d’inhibiteur) qui représente la concentration de la substance

nécessaire pour diminuer 50% des radicaux libres dans le milieu réactionnel.

Nous pouvons déduire I’activité antiradicalaire (ARP) de nos extraits en calculant I’inverse

des valeurs des CE5g trouvées.

ARP =1/ CE5

ARP : Puissance antiradicalaire

CEsp : Concentration de I’extrait nécessaire pour réduire 4 50% la concentration initiale du

radical DPPH.

I1.3. Protocol expérimental

I1.3.1. Préparation de la solution de DPPH

Le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (C13H;2N50¢, M=394.33), est solubilisé dans le
méthanol absolu pour en avoir une solution de 100 pmoL (4mg de DPPH dissout dans 100

mL de méthanol absolu).

I1.3.2. Préparation de la solution de vitamine C

Préparées par dissolution de 50 mg de la vitamine C dans 10mL de méthanol, cette
solution, dite solution mére, subit ensuit des dilutions pour en avoir différentes concentrations
de ’ordre de milligramme par mL (Tableau 8). L’absorbance est mesurée dans les mémes

conditions que I’échantillon testé.

I1.3.3. Préparation des Solutions d’extrait

Pour les extraits acétate d’éthyle et butanolique (EAc, EB), nous avons préparé une
solution mére dans le méthanol absolu a raison de 5mg.mL™". Cette solution est subit, par la
suite, des dilutions pour en avoir différentes concentrations allant de 0.lmg.mL™" jusqu’au

3mg.mL™.
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I1.3.4. Test du DPPH

Dans des tubes secs et stériles, on introduit 30 pL de la solution a tester, on ajoute 3mL de
la solution au DPPH, aprés agitation, les tubes sont placés a I’obscurité et a la température
ambiante pendant 30 minutes. Pour chaque concentration, le test est répété 3 fois.

La lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance a 517, nm a I’aide d’un
spectrophotométrie UV-visible. Pour chaque dilution, un blanc (controle négatif) est préparé a
partir de la solution DPPH et 30pL de méthanol.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard : I’acide
ascorbique dont I’absorbance a été¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

Le pourcentage de décoloration du DPPH, en solution dans le méthanol détermine
IPactivité antioxydante.

Les résultats ont été exprimés par la moyenne de trois mesures.

IL.4. Résultats de I’activité antioxydante testée par la méthode du DPPH

L'activité antiradicalaire de nos extraits (EAc et EB) a été évaluée par la méthode de
DPPH. Une solution méthanolique de DPPHe (2-2-diphényl-1-picrylhydrazyl) présente une
coloration violette sombre, en présence d'un antioxydant, la forme réduite de DPPH-H confere
a la solution une coloration jaune, et par conséquent une diminution de I'absorbance.

Le changement de la couleur de la solution méthanolique de DPPH en présence de chacun
des extraits 2 tester a été évalué par spectrophotométrie UV-Visible et mesuré a 517 nm.

L’évaluation du pouvoir antiradicalaire de nos deux extraits (EAc et EB) a ét€ réalisée par
comparaison avec celle de ’antioxydant, la Vitamine C. En faisant varier la concentration des
extraits et en calculant pour chaque concentration le pourcentage d’inhibition correspondant.

Les résultats figurant dans le tableau 18 et la figure ci-aprés illustrent les pourcentages de
l'activité antiradicalaire des extraits acétate d’éthyle et butanolique de Salvia microphylla vis-

a-vis du radical libre DPPH.
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Tableau 18 : Absorbances et Pourcentages de l'activité antiradicalaire des différentes
concentrations des extraits (acétate d’éthyle et butanolique) et du standard vis-a-vis du radical
libre DPPH.

C(mg.mlI™) 0.1 0.125 [025 |05 |1 2 3 5

EAc | Absorbance 0.616 0.611 |0.541 |0.391 |0.202 |0.077 | 0.061 | 0.048

% d’inhibition | 15.62 16.30 | 25.89 [46.44 |72.32 |89.45 |91.64 |93.42

EB | Absorbance 0.542 0.521 |0.471 |0.278 [0.113 [0.056 | 0.042 |0.039

% d’inhibition | 31.30 33.97 |40.30 | 64.77 |85.68 |92.90 | 94.68 |95.05

Vit | Absorbance 0.692 0.669 | 0.584 |[0.113 |0.052 |0.051 |0.043 |0.027

C % d’inhibition | 38.92 40.95 | 4845 [90.02 9541 [9549 |96.20 |97.61

120
100 = - al
= 80 P
= :
= 60 -
= A, =@==EAc
:g 40 4 EB
o\QO 20 ==fil== Vit C
0 T T . T T )
0 1 2 3 4 5 6
Concentration (mg.ml 1)

Figure 24 : Pourcentages de réduction du radical libre DPPH de Pextrait acétate
d’éthyle, butanolique et du standard.

L’interprétation des résultats de I’activité antioxydante de nos extraits par la méthode de
DPPHe est exprimée en termes de CEsy (concentration permettant d’inhiber 50% du radical
DPPH).

La concentration CEsy des extraits et du standard antioxydant est déduite de la droite
représentant le taux d’inhibition en fonction de la concentration des extraits EAc et EB
(Figure 23).

Les valeurs des CEso des extraits étudiés et de vit C, sont indiquées dans le tableau 19.

Nous pouvons déduire I’activité antiradicalaire de nos extraits en calculant I’inverse des

valeurs des CEgq trouvées.

ARP =1/ CE50
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Les valeurs des CEspet APR des extraits étudiés et de vit C, sont indiquées dans le tableau

19 et dans la figure 25 sous forme d’histogramme.

Tableau 19 : Valeurs CEsp et ARP des extraits EAc et EB de Salvia microphylla et de la
Vitamine C.

Composés CE50 (mg.mL™) ARP
EAc 0.56 1.78
EB 0.37 2.70
Vit C 0.25 4

EB
Vit C

Figure 25 : Les CEs¢et les pouvoirs antiradicalaires des extraits EAc, EB et du Vit C.

D’une fagon générale, les deux extraits testés acétate d’éthyle et butanolique ont provoqué
une diminution plus ou moins importante de I’absorbance 4 517nm selon leurs concentrations.
Ansi, ces deux extraits ont montrés un pouvoir de piégeage du radical DPPH important avec
un pourcentage d’inhibition élevé pour toutes les concentrations.

Comme figurant dans le tableau précédant I’antioxydant standard « Vit C »a montré une
activité antioxydante puissante avec une CEsy de I’ordre de 0.25 mg.mL™.

Ces résultats montrent un meilleur effet antioxydant de I’extrait butanolique 2 une
concentration de Smg.mL" car environ 95.05 % du DPPH sont inhibés. La valeur de la CE5,
de Pextrait butanolique, 0.37 mg.mL", permet de conclure que cet extrait posséde une assez
bonne activité antioxydante. Si on compare, les valeurs des polyphénols totaux des extraits
acétate d’éthyle et butanolique, il apparait que celui qui est plus riche en polyphénols est le
moins antioxydant. Ceci peut étre expliqué par la présence d’autres métabolites dans I’extrait

butanolique qui augmentent son activité antioxydante.
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III. Etude de Pactivité antimicrobienne de I’espéce Salvia microphylla

ITI.1. généralité sur P’activité antimicrobienne

III.1.1.Introduction

De nombreux travaux antérieurs et actuels pour la recherche de nouvelles molécules étaient
focalisés sur la mise en évidence de pouvoir antibactérien de plantes médicinales en raison de
I’évolution rapide des bactéries pathogénes vers la multirésistance aux antibiotiques. Ceux
dont Defficacité contre les micro-organismes pathogénes ont été prouvés, trouvent des
applications pratiques dans divers domaines. Les polyphénols et les huiles essentielles
constituent les extraits les plus largement exploités. Les huiles essentielles ont un spectre
d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des bactéries que celles des
moisissures et des levures. Leur activité antimicrobienne est principalement fonction de leur
composition chimique et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs.

Les antibiotiques ont montré aussi d’autres inconvénients et des limites d’utilisation: les
effets secondaires, toxicité¢ des molécules antimicrobiennes pour ’organisme traité et les
difficultés rencontrées dans le traitement des maladies exigeant la destruction des germes

pathogénes indépendamment des facultés de défense du malade'®”.

ITI.1.2. Principe :

L’antibiogramme est un examen de laboratoire permettant d’apprécier la sensibilité d’une
bactérie prélevée chez un malade vis-a-vis de divers antibiotiques'®. La technique utilisée est
celle de I’aromatogramme, identique a celle de I’antibiogramme utilisé pour tester les
antibiotiques. C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des extraits et
des huiles essentielles chémotypées. Différents types d’aromatogrammes, en milieu solide,
liquide ou gazeux, sont exploitables. Les prélévements effectués sur des malades sont
préparés puis mis en contact avec différents milieux nutritifs (géloses enrichies) sur boites de
Pétri. Placés dans une étuve, dans des conditions optimales de culture, les germes pathogénes
se développent rapidement sur le milieu nutritif.

Sur ces colonies microbiennes, plusieurs séries de petits disques stériles imprégnés de
différents échantillons a tester sont ensuite disposées. Aprés un temps de latence a 26°C et
37,5 °C, le diamétre du halo d’inhibition entourant les disques est alors mesuré. Chaque halo,
une zone claire, montre la destruction des germes pathogenes et donne une indication précise

de I’activité antibactérienne des huiles utilisées.
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II.1.3. Techniques en milieu solide :
e  Me¢éthode de Vincent :
Technique de I’antibioaromatogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore

méthode des disques"’

- Dans cette méthode, on utilise des disques de papier Whatman N°3,
imprégnés de Pextrait et d’HE et déposés a la surface d’un milieu gélosé préalablement
ensemenceé en surface a I’aide d’une suspension bactérienne. Pendant I’incubation de I’extrait
ou Ihuile essentielle va diffuser a partir du centre du disque. La lecture des résultats se fait
par la mesure du diamétre en (mm) de la zone claire autour du disque, appelée : zone
d’inhibition (diameétre d’inhibition), cette derniére est le critére qui détermine la résistance ou
la sensibilité de la bactérie vis-a-vis de la substance antibiotique'*’. La dilution des huiles
essentielles se fait toujours dans un solvant tel que I’éthyléne glycol, I’acétone, I’éthanol a
95%. Le principe de cette méthode est toujours la migration de I’huile essentielle par diffusion

dans la gélose. Cette technique inspirée de celle des antibiogrammes, a été généralisée aux

huiles essentielles'*.

Disque imprézng  Creisszice

4 HE ferohenne

A

>

Zone d'inlibition
Figure 26 : Principe de la méthode de diffusion par disque imprégné d’huile

essentielle.

La sensibilité des souches aux différents agents antimicrobiens a été classifiée par le diamétre

de la zone d’inhibition représenté dans le tableau suivant'* :

Tableau 20 : Relation entre la sensibilité des souches et le diamétre d’inhibition.

Sensibilité Diamétre
Extrémement sensible D > 23mm
Sensible 18mm <D <22mm
Intermédiairement 12 mm <D < 17mm
Non sensible (résistante) | D <11mm
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La sensibilit¢ des souches microbiennes a ¢ét€ testée vis-a-vis d’un antibiotique
[Ciprofloxacine (ATB); 0.Img/disque] et deux antifongiques [Métronidazol (ATF 1);
0.25mg/disque, Amphotéricine B (ATF 2) ; 0.5mg/disque] selon la méthode de diffusion en
milieu solide.

La ciprofloxacine est une fluoroquinolone, qui posséde un vaste spectre d’activités contre

les bactéries & Gram négatif et & Gram positif.

II1.2. Protocol expérimental

L’évaluation de I’activité antimicrobienne par I’aromatogramme de I’HE et de extrait
Iextrait chloroformique de la plante Salvia microphylla, a été réalisée par la méthode de
diffusion sur milieu gélos¢ ; suivant les recommandations de NCCLS (National Comite For
Clinical Laboratory Standard) recommandé par I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé),
en utilisant les disques stériles de 9mm ; les tests ont été effectués au niveau de laboratoire
d’hygicne de la wilaya de BLIDA.

Le Principe de cette méthode consiste & déposer un disque en papier absorbant de 09 mm
de diametre imprégné de la substance a tester sur une boite de gélose ensemencée de culture
microbienne a étudier.

Cette substance au cours de I’incubation diffuse sur la surface de la gélose & partir du
disque et un gradient décroissant de concentration s’établit autour du disque donnant 2 la fin
de I’incubation un halo clair autour du ce dernier ; c’est la zone d’inhibition. Le diamétre de
la zone d’inhibition exprimé en mm est proportionnel a [Defficacité de [I’activité

antimicrobienne de 1’échantillon.

a. Souches microbiennes testés :

Les souches microbiennes testées ont €té choisies pour leurs fréquences élevées dans les
contaminations humaines ; Quatre souches bactériennes et deux souches fongiques ont été
testées.

Le tableau suivant représente le code des différentes souches microbiennes utilisées dans

notre étude.
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Tableau 21 : Codes de différentes souches microbiennes étudiées.

Nature des souches Souches utilisées Code de la souche

souches bactériennes | Escerichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeroginosa | ATCC 27853

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Bacillus ceureus ATCC 10876
souches fongiques Candida albicans ATCC 24433

Aspergillus Braziliensis ATCC 16404

b. Repiquage des souches

Les différentes souches bactériennes et fongiques ont été repiquées par la méthode des
stries, puis incubées a 37 °C pour les bactéries et 26 °C pour les leveurs et les champignons
afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de I’inoculum.

La plupart des souches a tester sont repiqué a partir du milieu de conservation (IPA-
Alger) ; en prélevant une petite partie du milieu et I’introduise dans le bouillon nutritive BN.

Apres une période de I’incubation de 24 heures ; les souches sont ensemencées par stries
sur des milieux de cultures appropriés afin de confirmer leurs pureté ; La gélose nutritive
pour les souches bactériennes non exigeantes; La gélose au sang frais pour
les Streptococcus (bactérie exigeante) ; Milieu OGA ou saboureaud avec ou sans antibiotiques
pour les levures.

On note que Le repiquage des souches se fait apres chaque semaine.

¢. Préparation des milieux de culture

Les milieux standards utilisés sont la gélose de Muller-Hinton stérile (MH) pour les
bactéries et Sabouraud stérile (SAB) pour les leveurs et les champignons.

Les deux milieux ont ét€ coulée dans des boites de pétrie stériles de 90 mm de diamétre.
L'épaisseur de la gélose est de 3 a 4 mm répartie uniformément dans les boites. Ces Derniéres

doivent étre séchées 30 min & une température ambiante du laboratoire avant leur emploi.

d. Préparation des disques
Les disques de 9mm de diamétre, stériles (stérilisation a 120°C pendant 15 min par

autoclavage), sont chargés de I'extrait naturel a tester.
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e. Préparation des extraits
L’extrait chloroformique a été solubilisé dans le DMSO pour obtenir une concentration de

80mg.mL". Par ailleurs, I’huile essentielle a été utilisée directement sans faire des dilutions.

f. Préparation de I'inoculum

L’inoculum doit étre de 2 a 3. 10° bactéries/mL pour obtenir des colonies confluentes. Il
est obtenu a partir d’une culture pure de 18 a 24 heures pour les bactéries et 48h pour les
levures sur milieu d’isolement.

L’isolement se fait 4 1’aide d’une pipette Pasteur stérile, on raclant cinq colonies bien
isolées et parfaitement identiques.

* Décharger la pipette Pasteur dans 10mL d’eau physiologique stérile 4 0,9%.

* homogénéiser la suspension bactérienne, dont ’opacité doit étre équivalente a

0,5 Mc p Farland.

* L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant de la culture s’il est trop dilué, ou bien de I’eau
physiologique s’il est trop concentré.

L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de

I’inoculum.

g. Ensemencement

L’ensemencement est fait a ’aide d’un écouvillon stérile trempé dans la suspension
microbienne. L’essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin
de le décharger au maximum. L'écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée,
séche, de haut en bas, en stries serrées, répéter I'opération deux fois, en tournant la boite de
Pétri de 60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir
I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

L’écouvillon est rechargé a chaque fois dans le cas ol on ensemence plusieurs boites de

Pétri avec la méme souche.

h. Dépot des disques :

A T'aide d'une pince stérile, les disques stérilisés de 9mm de diamétre, sont imbibés et
imprégnés par différentes concentrations des solutions a tester. Le volume pris de chaque
concentration est de I’ordre de 20 pL, et sont déposés sur la surface de gélose inoculée avec
les souches testées. Les boites de pétri sont incubées a 1’étuve pendant 24h a 37°C pour les

bactéries et 48h a 26°C pour les levures.
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i. La lecture :
Le diamétre de la zone d'inhibition autour du disque de papier imprégné a été déterminé a

I’aide d’un pied a coulisse, pour les différentes concentrations des différents composés.

I1.3. Résultats et discussion

L’¢évaluation in vifro de Pactivité antimicrobienne a été réalisée par la technique de
diffusion sur milieu gélosé en utilisant le milieu Mueller-Hinton (MH) pour les bactéries et
Sabouraud (SAB) pour les leveurs et les champignons. L’activité a été déterminée en termes
de diamétre de la zone d’inhibition produite autour des puits aprés 24 heures d’incubation a
37°C pour les souches bactériennes et 48 heures a 26°C pour les souches fongiques. Les zones
d’inhibition des différents extraits et d’HE ont été mesurées. Les résultats obtenus sont

donnés dans les tableaux suivants :

Tableau 22 : Diametres des zones d’inhibition (mm) de Iextrait chloroformique, d’HE et

d’ATB relatives aux différentes souches bactériennes.

Diameétre de la zone d’inhibition (mm)
Gram Souches bactériennes Cp EC HE
Gram + | Bacillus ceureus ATCC 10876 36 18 18
Staphylococcus aureus ATCC 6538 35 24 52
Gram - | Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 42 13 10
Escerichia coli ATCC 25922 34 13 11

« Ciprofloxacine =Cp»

Tableau 23 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) de I’extrait chloroformique, d’HE et des

ATFs relatives aux différentes souches fongiques.

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Souches fongiques Mr ApB EC HE
Candida albicans ATCC 24433 - 16 - -
Aspergillus Braziliensis ATCC 16404 - 17 16 65

« Métronidazol=Mr, Amphotéricine B =ApB »
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Les résultats mentionnés dans les tableaux 22 et 23, sont représentés dans les histogrammes

Suivants (figure 27 et 28):
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Figure 27 : Histogramme des diamétres des zones d’inhibition de I’extrait
chloroformique (EC), de ’huile essentielle (HE) relatives aux différentes souches

bactériennes.
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Figure 28 : Histogramme des diamétres des zones d’inhibition de I’extrait
chloroformique (EC), de ’huile essentielle (HE), ATB, ATF1 et ATF 2 relatives aux

différentes souches antifongiques.
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D’apreés I’histogramme représenté par la figure 27, Les résultats obtenus montrent que la
souche bactérienne Bacillus ceureus a donné la méme zone d’inhibition pour I’extrait
chloroformique et I’huile essentielle (18 mm de diamétre). Ce qui nous améne a dire que
Pextrait chloroformique et I’huile essentielle sont modérément inhibiteurs vis-a-vis de
Bacillus ceureus.

L’huile essentielle a une action bactéricide puissante sur la souche Staphylococcus aureus.
Contrairement a Escerichia coli et Pseudomonas aeroginosa qui se sont avérées modérément
résistantes.

L’extrait chloroformique est légérement inhibiteur vis-a-vis d’Escerichia coli et
Pseudomonas aeroginosa, présentant des zones d’inhibition de 13 mm, et a une action
modérément inhibitrice contre la bactérie Staphylococcus aureus.

Les résultats obtenus pour les souches antifongiques testées ont montré que la souche
Candida albicans est résistante pour I’extrait chloroformique et I’'HE de Salvia microphylla
(absence totale de zone d’inhibition). Par contre, la deuxiéme souche Aspergillus Braziliensis
révele une sensibilité trés puissante et importante pour I’HE et une résistantes légére
(intermédiairement sensible) vis-a-vis I’extrait chloroformique (18 mm de diamétre).

D’apres I’histogramme représenté par la figure 28, la ciprofloxacine a une action
inhibitrice sur la croissance de toutes les souches bactériennes testées et on constate que la
souche E. coli est moins sensible a I’antibiotique par rapport aux autres souches. Par contre,
toutes les souches sont résistantes pour le Métronidazol et I’ Amphotéricine B sauf les deux
souches Candida albicans et Aspergillus Braziliensis qui se sont avérées légérement
résistantes vis-a-vis de I’ Amphotéricine B.

Selon les résultats représentés dans les tableaux el les histogrammes, en conclure que
I’extraits chloroformique et I’HE ont présentés une activité antibactérienne trés importante
vis-a-vis des bactéries a Gram positif, a savoir : Staphylococcus aureus et Bacillus cereus,
tandis que la bactéric & Grams négatif Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa ont
montré une faible activité antibactérienne.

Par ailleurs, I’huile essentielle de Salvia microphylla a montré une activité antifongique
intéressante, notamment vis-a-vis la souche Aspergillus Braziliencis. Par contre, aucune
activité antifongique n’a ét€¢ démontré vis-a-vis la souche Candida albicans.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Burt'®

, qui a montré que les bactéries & Gram
négatif sont généralement plus résistantes aux huiles essentielles que les bactéries Gram-

positif (Tableau 22).
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Conclusion

Comme nous avons mentionné au début de cette recherche, notre objectif principal était
I’étude phytochimique et I’évaluation biologique d’une plantes de la flore Algérienne, Salvia
microphylia.

L’extraction des parties aériennes de 1’espéce Salvia microphylla, suivie de séparation
chromatographiques successives (CCM, CP), a montré la richesse des extraits acétate d’éthyle
et butanolique en flavonoides. Ces résultats ont été confirmés par I’analyse HPLC.

L’évaluation de I'activité antiradicalaire de nos extraits (EAc et EB), par la méthode de
DPPH a montré une excellente activité antioxydante de I’extrait butanolique. Il apparait que
celui qui est plus riche en polyphénols est le moins antioxydant. Ceci peut étre expliqué par la
présence d’autres métabolites dans [’extrait butanolique qui augmentent son activité
antioxydante.

L’analyse GC et GC/MS de I’huile essentielles de I’espéce Salvia microphylla a montré
que cette huile est majoritairement composée de Sclaral ou Sclareolides lactol (5.72%) et
acétate de f-Fenchol (6.36%).

L’activité antimicrobienne de [’extrait chloroformique et de [’huile essentielle du Salvia
microphylla a été testée, par la méthode de diffusion sur disque, vis-a-vis de souches
microbiennes suivantes : Escerichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeroginosa ATCC
27853, Bacillus ceureus ATCC 10876, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Candida albicans
ATCC 24433, Aspergillus Braziliensis ATCC 16404.

L’extrait chloroformique et I’'HE ont présentés une activité antibactérienne trés importante
vis-a-vis des bactéries & Gram positif, a savoir : Staphylococcus aureus et Bacillus cereus,
tandis que la bactérie & Grams négatif Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa ont
montré une faible activité antibactérienne.

L’huile essentielle de Salvia microphylla a manifesté une bonne activité antifongique, vis-

a-vis la souche Aspergillus Braziliencis.
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Annexe

Annexe 1

e Protocole d’extraction au laboratoire

Macération dans 1’éther
de pétrole

Marc |

Macér;tion dans " Filtration Evaporation sec Phase aqueuse
MeOH/H20 (80/20)

Extraction liquide-liquide

{3

n-ButOH

Séparations et évaporations a sec
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Annexe 2

o Différents extraits de la plante Salvia microphylla

Extrait éther Extrait chloroformique Extrait AcCOET Extrait n-butanolique
de pétrole

Annexe 3

e la chromatographie sur papier
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Annexe 4

e Lechangement de la couleur de la solution méthanolique de DPPH en présence

des extraits a tester (du violet a jaune péle)

Annexe 5

e Les résultats de P’activité antibactérienne de I’extrait chloroformique et I’huile

essentielle de Salvia microphylla.

1- La souche Pseudomonas aeruginosa
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2- La souche Bacillus cereus
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Annexe

e Les résultats de I’activité antifongique de I’extrait chloroformique et I’huile

essentielle de Salvia microphylia.

I1- La souche Candida albicans
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