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Résumeé

L’objectif de cette é¢tude consiste a évaluer 1’activité antibactérienne et antioxydante de
I’extrait aqueux de la partie aérienne de Salvia chudaei (Lamiaceae) de la région de
Tamanrasset.

L'extraction de la partie aérienne de Salvia chudaei a été faite avec 1’eau et a donné un
rendement de 1’ordre de 14.8 £ 0.06%. Le test phytochimique a montré que I’extrait aqueux est
riche en flavonoides. L’activité antibactérienne a été étudiée vis-a-vis de quatre souches
bactérriennes : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus
subtilis qui se sont toutes révélées sensibles a 1’extrait aqueux étudié a 1’exception de
Pseudomonas aeruginosa qui s’est montrée résistante. Les résultats de 1’activité antioxydante
mesurée en utilisant le test de piégeage du radical diphénylpicrylhydrazyl (DPPH) montrent
que I’extrait aqueux testé a une activité antioxydante importantes, comparée a I’antioxydant de

référence Vit C.

Mots clés : Salvia chudaei, extrait aqueux, activité antibactérienne, activité antioxydante.



Abstract

The objective of this study is to evaluate the antibacterial and antioxidant activity of the

aqueous extract of the aerial part of Salvia chudaei (Lamiaceae) from Tamanrasset.

The extraction of the aerial part of Salvia chudaei was done with water, which gave a
yield around 14.8 + 0.06%. The phytochemical test showed that the aqueous extract is rich in
flavonoids. The antibacterial activity was studied against four bacterial strains: Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis which were all
found sensitive to the aqueous extract studied with the exception of Pseudomonas aeruginosa
which has been shown to be resistant. The results of the antioxidant activity measured using the
diphenylpicrylhydrazyl radical scavenging test (DPPH) show that the aqueous extract tested

has a strong antioxidant activity, compared to the reference antioxidant Vit C.

Keywords : Salvia chudaei, aqueous extract, antimicrobial activity, antioxidant activity
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Introduction

Depuis tres longtemps, les plantes medicinales jouent un réle déterminant dans la
conservation de la santé des hommes et dans la survie de I’humanité (ISERIN, 2001 ;
MACHIEX et al., 2005). Selon I’organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 4000 sont
des plantes médicinales, ce qui constitue 90% de la médecine traditionnelle en Afrique (OMS,
2003). L’ Algérie dispose d’une grande diversité floristique en particulier saharienne spontanée
a des utilisations thérapeutiques tres intéressantes (HAMZAA et al., 2010). Tamanrasset est
une régionmontagneuse du Sahara méridional algérien, ou les plantes médicinales suscitent un

intérét aussi bien par les habitants que par les scientifiques (BENCHELAH et al., 2004).

Espece Salvia chudaei caractéristique de la souche d’endémisme continentale insulaire
des montagnes sahariennes, ces aires de répartition sont le Hoggar, Tassili, Tibesti, assez
commune dans le secteur du Sahara central et dans les Oueds rocailleux citez déja (JEAN-
PIERRE, 2001). Plusieurs especes de Salvia ont une importance économique en raison de leurs
utilisations dans les industries pharmaceutiques, alimentaires et cosmétiques (BAHADORI et
al., 2015).

Le régne végétal représentant une source importante d’une grande variété de molécules
bioactives, elles ont été mises a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en
pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides
phénoliques, les tanins, les terpenes et les flavonoides (BAHORUN et al., 1996). Les
polyphénols, en particulier, sont doues de multiples vertus thérapeutiques. Ils jouent un réle tres
important, principalement dans la lutte contre les cancers, les maladies cardiovasculaires et la
peroxydation lipidique, expliquant ainsi leur grande utilisation dans la fabrication des
médicaments. Ils interviennent aussi dans la protection des plantes contre les différentes
attaques microbiennes (BRUNETON, 2009).

Selon des statistiques récentes, on estime que deux tiers des médicaments actuels ont
une origine naturelle (MOREL, 2011), obtenus par hémi-synthése, a partir d’un
pharmacophore ou par modification des produits naturels. Seul un tiers des médicaments

commercialisés possede donc une origine purement synthétiqgue (VERPOORTE et al., 2002).



Les extraits bruts, naturels de ces composés et 1’isolement a partir des plantes utilisées en
médecine traditionnelle, peuvent étre des ressources de nouveaux médicaments
(KARMAKAR et al., 2011). Ainsi, les plantes peuvent étre considérées comme des réservoirs
de molécules bioactives encore peu explorées. Les substances naturelles et les plantes en
particulier représentent, entre autres, une immense source des composés phénoliques (acide

phénolique, flavonoides, flavonols, tannins condensés) (KARMAKAR et al., 2011).

Notre travail s’articule autour de I’é¢tude phytochimique de la partiec aérienne de Salvia
chudaei de la région de Tamanrasset ainsi que sur 1’évaluation de I’activité antioxydante

antimicrobienne, des fractions préparées.
Cette étude a été divisée en trois chapitres :

Dans le premier chapitre nous présentons une synthese bibliographique qui regroupe deux
parties dont la premier concerne la description de plante Salvia chudaei et la deuxieme partier

englobe les généralités sur les composés phénoligues.

Le deuxiéme chapitre est expérimental consacrée a la présentation des travaux pratiques
personnels, on décrit les matériels et les méthodes utilisées dans ce travail qui porte sur :
Préparation de 1’extrait aqueux et détermination le dosage des polyphénols totaux et des
flavonoides dans les extraits. Enfin évaluation d’activité antioxydante par le test de piégeage

du radical DPPH, I’activité antimicrobien d’extrait phénoliques de Salvia chudaei.

Le troisiéme chapitre englobe 1’analyse et ’interprétation des résultats obtenus, enfin une

conclusion.



CHAPITRE |
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUES

1.1. Généralités sur la Famille des lamiacéae :

La famille des lamiaceae (labiées) du latin labia (I¢vre), est I’une des plus répandues dans
le regne végetal (NAGHIBI et al., 2005). Les lamiaceae sont représentées par 236 genres et
7136 espéces, certains genres sont de détermination délicate en raison de la variabilité extréme
des especes (QUEZEL et SANTA, 1962). Cette famille est I'une des premiéres a étre
distinguées par les botanistes (PISTRICK 2002 ; ALICE et al., 2016)., mais particuliérement
répandues depuis le Bassin méditerranéen jusqu’en Asie centrale (BOTINEAU 2010 ;
MARTIN 2014).

La flore de I’Algérie, les lamiaceae sont représentées par 28 genres et 146 especes,
certains genres sont de détermination délicate en raison de la variabilité extréme des espéces
(QUEZEL et SANTA 1962)., Signifiant que les fleurs ont une forme caractéristique a deux
levres (NAGHIBI et al., 2005 ; COUPLAN 2000)., est une famille importante appartenant
aux angiospermes dicotylédones, Ce sont généralement des plantes herbacées odorantes, a tiges
quadrangulaires, feuilles en général, opposées sans stipules. Le plus souvent hermaphrodites,
les fleurs pentaméres (MEYER et al., 2004). Sont généralement réunies en cymes axillaires
plus ou moins contractées simulant souvent des verticilles, ou encore condensées au sommet
des tiges, et simulant des épis fruit constitué par 4 akenes plus ou moins soudés par leur face
interne (MESSAILI, 1995).

Cette famille est divisée en sept sous-familles : Ajugoideae, Lamioideae, Nepetoideae
Prostantheroidea, Scutellarioideae, Symphorematoideae et Viticoideae (HARLEY et al.,
2004).

Un trés grand nombre de genres de la famille lamiaceae sont riches en huiles essentielles,
ce qui leur confere une importance économique et thérapeutique mais aussi, en composés
phenoliques, tannins, flavonoides, iridoides glycolysés, quinones, coumarines, terpénoides,
Saponines et dans certains cas, des pyridines et des alcaloides pyrrolidiniques (KUKLINSKI
2000 ; NAGHIBI et al., 2005). Et tres étudiée du point de vue chimique, ce qui a permis
d’isoler un grand nombre de substances connues pour leurs diverses activités biologiques,

(NAGHIBI et al., 2005).



|.2. Présentation de genre Salvia :

1.2.1. Historique :

Le genre Salvia est un membre de la famille des Lamiaceae (BAHADORI et al., 2015)
et contient plus de 959 espéces réparties a I'échelle mondiale (ALICE et al., 2016).

La flore Algérienne compte 23 especes du genre salvia, dont une espece endémique du
Sahara central (QUEZEL et al., 1963). Elle a été découverte par deux explorateurs naturalistes
E.F.Gautier et R.Chudeau apres la soumission de Hoggar en 1902. Ces deux derniers,
récoltent de nombreux végétaux dans les régions qu'ils parcourent et décrivent un certain
nombre de nouveautés, parmi lesquelles une remarquable Sauge, "Salvia Chudaei". lls
donnent un apercu déja trés instructif de flore des plaines et des basses montagnes du Sahara
central. Ces plantes sont envoyées au Service botanique du Gouvernement général de I'Algérie
en 1911 et en 1913, et ont fait I'objet de deux publications de BATTANDIER et TRABUT
(BATTENDIER et al., 1913)., Dont certains sont économiquement importants car ils sont
utilisés comme épice et aromatisant dans le domaine de la parfumerie et cosmétiques
(MIGUEL et al., 2011 ; COLMENARES et al., 2006). Depuis I’antiquité, les espéces de
Salvia ont été utilisées dans la médecine traditionnelle comme médicament contre les coliques,
la diarrhée, fievre, rhume, grippe, maladie du foie et problémes abdominaux, et dans le
traitement de la bronchite chronique, des attaques fébriles, rhumatisme, débilité sexuelle, ainsi
que mentale et maladies nerveuses (MIGUEL et al., 2011 ; AI-JABER et al., 2012).

1.2.2. Etymologie :

Le nom Salvia dérive du latin « salvere » en référence aux propriétés curatives de la
plante, qui était dans les temps anciens célébré comme une herbe médicinale. Ce nom a été
corrompu populairement "Sauge". Et qui manifeste des variations morphologiques et

génétiques selon leurs origines géographiques (MIRJALILI et al., 2006).



1.2.3. Nomenclature :

% Nom scientifique : Salvia chudaei Batt & Trab.

% Nom francais : La sauge de Sahara (ABEIER, 2007).

% Nom arabique : aouit, Tagroufte (HAMMICHE et MAIZA, 2006).
% Nom tamahag : Abhihawt (HAMMICHE et al., 2006).

1.2.4. Systématique :
La taxonomie de Salvia chudaie selon (QUEZEL et SANTA, 1963) est la suivante :

Tableau 1.1 : Taxonomie de Salvia chudaie.

Regne Végétal

Embranchement Spermaphytes

Sous Embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Gamopétales

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Salvia

Espece Salvia Chudaei Batt & Trab

1.2.5. Description Botanique :

C’est une plante vivace trés rameuse, intégralement poilue d’un gris bleuté a tiges tres
feuillées avec une taille de 30 a 40 cm. C’est une plante a odeur pénétrante et agréable
(OZENDA, 1983). La plante entiére dégage une forte odeur agréable, un peu camphrée
(SAHKI & SAHKI, 2004 ; BENCHELAH et al., 2011 ; OZENDA, 1977).



Figure 1.1 : L'espéce Salvia chudaei Battandier & Trabut (HAMMOUDI, 2015).
o Feuille:

Feuilles crénelées, longues et tres étroites, souvent en fascicules (OZENDA.P, 1983).

Figure 1.2 : Feuilles de Salvia chudaei (HAMMOUDI, 2015).

e Fleur:
Les inflorescences sont en épis portant de longs poils laineux qui masquent de petites
fleurs. Le calice est laineux et les pétales sont de couleurs bleu péale de 5 a 8 mm de

longueur.



Figure 1.3 : Fleurs de Salvia chudaei (HAMMOUDI, 2015).
e Fruit:

Le fruit est un akéne lisse. Il est de couleur brun foncé ou noir. Ce dernier est de forme
globuleuse (TEUSCHER, 2005).

1.2.6. Répartition géographique :

Salvia chudaei est une espéce caractéristique de la souche d’endémisme continentale
insulaire des montagnes sahariennes ou certaines d’entre elles : Hoggar, Tefedest, Tassili des
Ajjer et Tibesti. On retrouve cette plante par petites touffes dans les sites de haute altitude
superieur & 1200m comme : ldelis, Tazrouk, Tahifet, Tehrhananetet Tinsawak (JEAN-
PIERRE, 2002).

Figure 1.4 : Répartition géographique de Salvia chudaei Batt et Trab

(JEAN-PIERRE, 2002).
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1.2.7. Propriété et usage :

C’est une plante qui dégage une odeur agréable. Elle a des usages médicinaux et culinaires

multiples. (MAIZA et al., 1993 ; HAMMICHE et MAIZA, 2006).

Salvia chudaei est utilisée comme un condiment (JOHANNES, 2006). Les femmes
touaregs 1’utilisent comme une sorte de pommade contre les coups de soleil et les boutons.et
¢galement utilisée dans I’alimentation (les sauces, les condiments, les épices, les aromes et aussi
pour parfume le thé des Touaregs et aux plats), et en décocté contre les rhumatismes, les ulceres
d’estomac, dysfonctionnements urinaires, les spasmes et les maladies vénériennes (BURKILL,
1985). Ainsi contre les douleurs abdominales, la dysménorrhee et les gonorrhées
(HAMMICHE et al., 2006).et dans I’agri-horticulture (fourrage) (BURKILL, 1985 ;
OZENDA, 1977 ; SAHKI et SAHKIA, 2004 ; BENCHELAH et al., 2011 ; HAMMOUDI,
2015).

1.3. Les métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées parles
plantes autotrophies (BOUDJOUREF, 2011). Ils sont caractérisés généralement par de faible
concentration dans les tissus végétaux (NEWMAN & CRAGG, 2012)., aussi n’exercent pas

de fonction directe au niveau des activités fondamentales de la plante (GUIGNARD, 1996).

Les métabolites secondaires sont des produits a structure chimique souvent complexe, on
recense plusieurs milliers de métabolites, et sont classées selon leur appartenance chimique
Parmi ces substances, on trouve les composés phénoliques, les flavonoides, les tanins, les
saponosides, les terpénoides et stéroides et les alcaloides qui ont des intéréts multiples mis a
profit dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique (ISERIN, 2001 ; BELLOW, 2012). Ces
derniers constituent un des plus grands groupes de métabolites secondaires avec prés de 10000
a 12000 différentes structures qui représentent un groupe fascinant de produits naturels
(ROBERTS et WINK, 1999 ; STOCKIGT et al., 2002).

On distingue classiquement quatre grandes catégories de métabolites secondaires chez

les végétaux :



1.4. Les polyphénols :

Les polyphénols ou composés phénoliques sont des produits du métabolisme secondaire
des végétaux. Les composés phénoliques sont des substances présentes dans tous les végétaux
(HARBORNE, 1980 ; BOIZOT et CHARPENTIER, 2006) et dans tous les organes de la
plante (LEHOUT et LAIB, 2015). lls interviennent dans différents aspects de la vie de la
plante, ils sont ainsi impliqués dans la physiologie de la plante (lignification, interactions
symbiotiques), dans les mécanismes de défenses de la plante (interactions biotiques et
abiotiques) ou en corduans la coloration des fleurs. Par ailleurs ils sont bénéfiques pour
I‘'homme vis-a-vis de certaines maladies par leur action sur le métabolisme humain et leur

propriété antioxydante (Michel, 2011).

1.4.1. Structure chimique :

L’¢élément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement li¢ au moins un groupement
hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside. 1ls sont des dérivés
non azotés dont le ou les cycles aromatiques sont principalement issus du métabolisme de
I’acide shikimique ou /et de celui d’un poly acétate (BRUNETON 2009).

OH

Figure 1.5 : Structure du noyau phénol (ACHAT, 2013).

La structure des polyphénols naturels varie depuis les molécules simples (acides
phenoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés)
(MACHEIX et al., 2005). Ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions directes au niveau
des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la croissance, ou la production

(NKHILI, 2009).



1.4.2. Classification :

La classification de ces substances a été proposée par (HARBORNE, 1980). On peut
distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre
d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, principales classes
sont largement répandues (MACHEIX et al., 2006 ; AREF ET HEDED, 2015).

1.4.3. Biosynthése :
Les polyphénols sont synthétisés par de deux voies biosynthétique :

» La voie de shikimate : C’est souvent la voie de biosynthése des composés
aromatiques, elle joue un réle critique pour contréler le métabolisme de la voie de
phénylpropanoide (LAABOUDI, 2012).

» La voie des phénylpropanoides : La voie de phénylpropanoide commence par la
phénylalanine (Phe) qui fournit en plus des principaux acides phénoliques simples,
coumarines, isoflavonoides, flavonoides, acide salicylique, des précurseurs de lignine,
qui est quantitativement le second biopolymere le plus important apres la cellulose
(HARRAR, 2012).

1.4.4. Localisation et intérét :

A I’échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans deux
compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont conjugués,
avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur solubilité et de limiter
leur toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des
flavonoides liés aux structures pariétales. Les composés phénoliques sont synthétisés dans le
cytosol. Une partie des enzymes impliquées dans la biosynthése des phénylpropanoides est liée
aux membranes du réticulum endoplasmique, ou elles sont organisées en métabolons
(BENARD, C 2009).

Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur role dans la plante et
peut étre tres caractéristique. Au sein méme des feuilles la répartition des composeés est variable,
par exemple les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans 1’épiderme.
Au niveau de la plante entiére, il faut noter que certains composés ne sont accumulés que dans
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des organes bien définis. Chez la pomme par exemple, les composes phénoliques interviennent
au niveau de la coloration de la peau via les anthocyanes, et dans la qualité organoleptique de
la chair, notamment pour I’amertume ou I’astringence (BENARD, C 2009). Les composés
phénoliques jouent un réle important dans le métabolisme de la plante mais aussi peuvent réagir
dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique (relations avec
les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV). Toutes les catégories de
composés phenoliques sont impliquées dans les mécanismes de résistance (DICKO, M. H.,
GRUPPEN, H., TRAORE, A. S., VORAGEN, A. G. J. & VAN BERKEL, W. J. H. 2006).
IIs assurent la communication entres cellules, entre végétaux, entre vegetaux et animaux
(ROBERT, D. & CATESSON, A. M. 2000).

1.4.5. Les principales classes :

Les acides phénoliques (acide caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique),
les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines
(KING et YOUNG, 1999 ; TAPIERO et al., 2002).

I.5. Les acides phénoliques :

Les acides phénoligues, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs fonctions
phénols, lls sont incolores et plutdt rares dans la nature (HASLAM, 1994). lls se divisent en
deux classes : les dérivés de l'acide benzoique (les acides hydroxycinnamiques) et les dérivés
de I'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoiques) (PANDEY et RIZVI, 2009).

1.5.1. Structure chimique :

Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de cette
dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique (BRUNETON,
1993).

1.5.2. Classification :
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IIs se divisent en deux classes : les dérivés de l'acide benzoique (les acides
hydroxycinnamiques) et les dérivés de I'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoiques)
(PANDEY ET RIZVI, 2009).

» Acide phénoliques dérivés de I’acide benzoique : Les acides phénols en C6-C1,
dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, sont trés communs, aussi bien sous forme
libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside (BRUNETON 2009). Sont des
hydroxybenzoiques et ont une structure générale de base de type (C6-C1). Les plus
répandus sont : ’acide salicylique et 1’acide gallique (BRUNETON, 1999).

> Acide phénoliques dérivés de I’acide cinnamique : La plupart des acides phénols
en C6-C3 (acides p-coumarique, caféique, férulique, sinapique) ont une distribution
tres large. Ces composés sont rarement présents se forme libre, ils sont souvent sous
forme estérifiées : Esters d’alcools aliphatiques et esters de 1’acide quinique (I’acide
chlorogénique). Ils peuvent egalement étre amidifiés, ou combinés avec des sucres
: ester du glucose, c’est le cas le plus fréquent, ou éther du glucose (BRUNETON
2009).

1.6. Les flavonoides :

Le terme flavonoide provient du latin "flavus”, signifiant "jaune™ sont les principaux
métabolites secondaires végétaux (RALSTON et al., 2005). lls constituent le principal groupe
des polyphénols ayant une structure benzo-y-pyrone et sont omniprésents dans les plantes. Ils
sont synthétisés par voie des phénylpropanoides (WINKEL-SHIRLE, 2000). lls se trouvent &
la fois sous forme libre ou sous forme de glycosides, en général dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes comme les racines, les tiges, les
feuilles, les fleurs et les fruits (HAVSTEEN et al., 2002).

Avec plus de 9000 composés différents. Largement répandus dans le régne végétal. 1ls sont
considérés comme des pigments quasi universels des végétaux, responsables de la coloration
des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (HERNANDEZ 2009 ; WILSON 1987).

1.6.1. Structure chimique :
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Les flavonoides ont une origine biosynthétiqgue commune, par consequent, il possede tous
un méme squelette de base a quinze atomes de carbone, constitué de deux noyaux benzéniques
(noyaux A et B) reliés par un cycle pyrane hétérocyclique (C) (BRUNETON 2009 ; KUMAR
etal., 2013).

1.6.2. Classification :

Les principales classes des flavonoides sont : les flavonols, les flavones, les flavanones,
les flavan-3-ols, les isoflavones et les anthocyanes, ilsvarient dans leurs caractéristiques
structurelles par la diversité fonctionnelle autour de I’oxygénation de I’hétérocycle
(BOUBEKRI, 2014).

1.6.3. Biosyntheése :

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune dérivant de la voie de L’acide
shikimique. Le précurseur de ces molécules est le 4-hydroxycinnamate-coenzyme Asynthétise
a partir de la phénylalanine (BRUNETON, 1999).

1.6.4. Localisation et distribution :

Les flavonoides sont des pigments solubles dans 1’eau. Dans la plupart des cas ils sont
présents sous forme glycosidique dans les vacuoles des fleurs, des feuilles, des tiges ou des
racines. Les flavonoides aglycones, notamment les flavonoides simples et poly méthyles, sont

plutdt présents sous forme de cires dans les feuilles, les écorces, les bourgeons.

1.7. Propriétés et utilisations :

Les polyphénols sont des antioxydants qui ont plusieurs propriétés biologiques : anti-
diabétique, anticancéreuse, anti-inflammatoire, cardioprotectrice, antivirales antiasthmatique,
antiseptique, hépato-protecteur, antifongique, antibactériennes, antivirales (KUMAR &
PANDEY, 2013).

Les flavonoides peuvent agir sur le systéme vasculaire en limitant 1’agrégation des
plaquettes, et présenteraient des propriétés antitumorale par induction de 1’apoptose et

inhibition de la prolifération des lymphocytes T (HARBORNE & WILLIAMS, 2000 ; ARON

-13 -



& KENNEDY, 2008). Notons que les flavonoides sont utilisés comme colorants dans les
industries agroalimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques. En phytothérapie, les propriétés
vasculoprotectrices, sont attribuées aux flavonoides (HENNEBELLE et al., 2004).

CHAPITRE Il
MATERIEL ET METHODES

I1.1. Etude de la région :

Tamanrasset, une vaste terre aride, au milieu du Sahara algérien, elle est la capitale du
Hoggar, elle reste la destination préférée du tourisme européen et surtout allemand. Sa
superficie est de 619360 kmz2. La ville de Tamanrasset est un axe incontournable des nomades
et des touaregs qui arpentent les dunes, les regs du Sahara, du Mali au Niger passant par le
Tchad et la Libye (ANDI, 2013).

Ghardaia Ouargla

Adrar

Mali Niger
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Figure 2.1 : Localisation géographique de la zone d’étude wilaya de Tamanrasset.
(ANDI, 2013).

11.2. Matériel utilisé :

11.2.1. Matériel biologique :

> Matériel végétal :
Notre étude a été réalisée sur des feuilles de Salvia chudaei Batt & Trab (Figure 2.2). La
récolte s’est effectuée au mois de Mars 2020 dans la région de Tamanrasset.
Les échantillons ont été séchés dans un endroit sec, a température ambiante pendant une
semaine pour éviter le développement des micro-organismes et a I’abri de la lumiére afin de

garder 1’aspect biochimique des molécules.

Apres la détermination du taux d’humidité, les feuilles ont été broyées, a 1’aide d’un broyeur
de type Medicalex. Une poudre fine est obtenue et conservée soigneusement dans des bocaux
bruns et hermétiquement fermés. Les échantillons sont placés dans un endroit sec jusqu’a

analyses (figure 2.3)

En se référant a QUEZEL & SANTA, I’identification botanique de la plante a été faite par les
botanistes de I’Institut National de Recherche Forestiére - INRF- Station de recherche pour la

protection des zones arides, Tamanrasset (Algeérie).

Figure 2.2 : La plante de de Salvia chudaei Batt & Trab.
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Figure 2.3 : La poudre de la plante Salvia chudaei Batt. & Trab.

» Micro- organismes :
L’activité antibactérienne a été réalisée sur quatre microorganismes référenciés par la

norme internationale pharmacopée européenne.

Tableau 2.1 : Souches bactériennes testées.

Souches bactériennes

Bactéries Gram négatif

Escherichia coli ATCC 10536
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Bactéries Gram positif
Staphylococcus aureus ATCC 6538P
Bacillus subtilis ATCC 66333

11.2.2. Matériel non biologique :

La verrerie, I’appareillage et les réactifs utilis€és sont mentionnés dans I’ Appendice A.
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11.3. Méthodes d’étude :
11.3.1. Taux d’humidité :

Le taux d’humidité consiste a une perte de poids par dessiccation (LAZOUNI et al.,
2007). 1l est déterminé selon la méthode de (DJABALI & BARKAT 2012) :

Pour cela, 5 g de feuilles séchées de 1I’échantillon étudié est pesé dans des capsules puis
placée a I’étuve de type Binder a 105 = 5°C pendant 24 heures. A la sortie de ’étuve, les
capsules sont refroidies dans un dessiccateur et pesées chaque 3 heures. L’opération est répétée
plusieurs fois jusqu’a l’obtention d’un poids constant. La différence de poids observée

représente le taux d’humidité. 11 est calculé par la formule suivante :

(Pi — P)
H=—~
Pi

H : Taux d’humidité en %.
Pi : Masse de I’échantillon avant séchage en étuve (g).

P : Masse de I’échantillon aprés séchage en étuve (g).

I1.3.2. Préparation de I’extrait aqueux :

L’extrait aqueux (EAq) est préparé en suivant la méthode décrite par (MBIANTCHA et
ses collaborateurs, 2011), avec quelques modifications. La macération est faite avec 100g de
la poudre des feuilles dans 1L de I’eau distillée tiede pendant 3jours. Une filtration sur coton
hydrophile, puis sur papier Wattman N°3 a été effectuée. Pour 1’évaporation de I’eau distillée,
le filtrat est placé dans 1’étuve a 45°C jusqu’a I’obtention d’un extrait, conservé par la suite a -

4°C jusqu’a son utilisation.

11.3.3. Rendement :

Le rendement d’extraction (%) est calculé par la formule suivante (HARBORNE,

1998) :

mes

Rdt(%) = —= x 100

R (%)= Rendement d’extraction. Y

m, : Masse de ’extrait sec (ml).

m, : Masse du matériel vegétal utilisé (g).
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11.3.4. Tests phytochimiques :

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de métabolites
secondaires des plantes par des réactions qualitatives de caractérisation (BENTABET &
BOUCHERIT, 2014). Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou de
coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés (BOUTERAFAS et al.,
2014).

% Les flavonoides :
Quelque gouttes d’acide chlorhydrique concentré et quelque milligramme de tournures de
magnésium sont ajoutés a 0,5 ml de chaque extrait. La coloration rose —rouge ou jaune indique
la présence des flavonoides (HADOUCHI et al., 2016).

11.3.5. Activité antibactérienne :
Les tests de sensibilité et résistance antibactérienne ont été effectués selon la méthode

de diffusion a partir des disques.

» Principe
Le principe de l'activité antibactérienne des extraits de plantes consiste a réaliser une
culture microbienne sur milieu gélose nutritive, en présence de disques imbibés d’extrait de
plante. Si ces derniers ont une activité antimicrobienne, on observera une zone d'inhibition
autour du disque due a la diffusion des échantillons dans le milieu (PAREKH et al., 2007 ;
DULGER et al., 2004 ; ROTA et al., 2008).

» Mode opératoire :

L’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux de salvia chudaei. Est évaluée par la
technique de diffusion sur I’agar (méthode des disques) selon la méthode décrite par (FALLEH
et al., 2008) vis-a-vis de quatre souches bactériennes (a Gram- : Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et a Gram+ : Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus).

Les différentes especes bactériennes sont d’abord repiquées par la méthode des stries dans

des boites de Pétri contenant le milieu de gélose nutritive, puis incubées a 37 °C pendant 24 h.
Une ou plusieurs colonies de chaque culture pure sont prélevées et transférées dans 1’eau
physiologique a une turbidité équivalente a 0,5 McFarland ou a une DO de 0.08 a 0.10 a 625
nm. Un prélevement a partir de cet inoculum sert a ensemencer de nouvelles boites de Pétri

contenant le milieu de gélose nutritive par technique d’écouvillonnage. Des disques de papier
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filtre de 6 mm de diamétre, stériles, sont chargés de 10 ul de I’extrait aqueux et placés a la

surface de ces boites.

Les disques des contrdles négatifs sont imprégnés avec 1’eau distillée. Les boites de Pétri
sont incubées & 37°C pendant 24h. Les résultats sont exprimés en diameétres des zones

d’inhibition produites autour des disques.

11.3.6. Activité antioxydante :
La méthode de piégeage du radical DPPH a ét¢ utilisée afin d’évaluer cette activité.

» Principe
Le DPPH est un radical libre stable de couleur violette, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPHeest réduit en diphényle picrylhydrazine par un composé a

propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration.

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le

milieu a donner des protons (FADILI et al., 2017).

0N no, + RH = g no, + R
NO, NO,
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 1,1-diphenyl-2-picrilhydrazine
(violet) (Jaune)

Figure 2.4 : Réaction de réduction du DPPHe (MOLYNEUX, 2004).
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Le radical DPPH- est I’un des substrats les plus utilisés généralement pour 1’évaluation
rapide et directe de ’activité antioxydante en raison de sa stabilit¢ en forme radicale et la

simplicité de I’analyse.

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les
résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence comme 1’acide

ascorbique (Vitamine C).

La méthode utilisée pour I’évaluation de I’activité antioxydante de 1’extrait aqueux de
Deverra scoparia Coss. & Dur. Est celle proposée par (SHARMA & al. 2013) avec quelques

modifications.

» Mode opératoire :

La solution de DPPH est obtenue en dissolvant 4 mg de la poudre dans 100 ml de I’éthanol
absolu (EtOH). Les échantillons testés ont été préparés par dissolution dans 1’éthanol (EtOH) a
raison de 80 mg/ml. Ces solutions méres ont subi ensuite des dilutions pour arriver & des
concentrations allant de 0,04 a 32 mg/ml. Le test s’effectue en mélangeant 1 ml de la solution

précédente de DPPH (0,04%) avec 1 ml de I’extrait a tester a différentes concentrations.

L’antioxydant de référence ou le controle positif (Vit C) a été aussi préparé selon la méme
méthode a raison de 0,2 mg/ml. Le contr6le négatif est constitué de 1 ml de la solution DPPH
et 1 ml de I’éthanol absolu (EtOH). Aprés une période d’incubation de 30 minutes, & une
température du laboratoire (22 + 2°C) et a I’abri de la lumi¢re et de 1’02 atmosphérique, la
mesure de I’absorbance a ét¢ effectuée a 517 nm (SHARMA & BHAT, 2009).

Les valeurs obtenues sont transformées ensuite en pourcentages d’inhibition en utilisant
la formule proposée par (MARINOVA & BATCHVAROQV, 2011) :

1% = 100 x 4 blanc — A échantillon/A b
anc
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1% : Activité antioxydante.
A blanc : Absorbance du contréle négatif.
A échantillon : Absorbance du compose a tester.

Le graphique de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration
de I’extrait permet de déterminer I’ECso exprimée en mg de substrat/ml de DPPH. C’est la
concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du DPPH?e initial de 50%
(POPOVICI et al., 2009 ; BARKAT & LAIB, 2012). Il peut étre défini aussi comme étant la
concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité de DPPH (ASGHAR &
MASOOQD, 2008 ; AMIT et al., 2010).

L’activit¢ antioxydante est déduite graphiquement par la régression linéaire
(SHARIFIFAR et al., 2007 ; BOUGANDOURA & BENDIMERAD, 2013). Cette valeur est

comparée a celle trouvée par I’antioxydant standard (Vit C).

11.4. Analyses statistiques :

Pour chaque test effectué, trois répétitions ont été faites. Les résultats des tests sont
exprimés en moyenne = SD (I’écart type) en utilisant le logiciel Excel 2013. La détermination

de PEC50 de I’activité antioxydante a été effectuée par le logiciel (Origin 8) (Appendice B).
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CHAPITRE Il1

RESULTATS ET DISCUSSION

II1.1. Taux d’humidité :

La détermination du taux d’humidité des feuilles séchées a 1’ombre, pendant une

semaine de Salvia chudaei a révélé un taux égal a 10 £ 0,05% et (Tableau 3.1).

Tableau 3.1 : Taux d’humidité des feuilles séchées du Salvia chudaei.

Espéces Salvia chudaei
Poids de la matiére végétale avant séchage Pi (g). 5,01+00
Poids de la matiére végétale apres 3h de séchage P (g). 4,5+0,10
Le taux d’humidité de la maticre végétale seche H (%). 10+0,05

Selon la norme ISO, les résultats obtenus des échantillons séchés sont nettement
inférieurs a 12%, cela montre que notre matiére végétale a été séchee et conservée dans de
bonnes conditions, ce qui rend, par conséquent, les résultats de nos analyses phytochimiques

fiables.

En effet, la diminution de poids observée apres séchage est exprimée par la diminution
de I'humidité (MULLER & HEINDL, 2006).

111.2. Rendement :

Le rendement moyen en extrait, exprimés en ml par rapport a 100 g de matiére végétale

séche, sont représentés par la figure 3.1.
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Figure 3.1 : Le rendement moyen en extrait aqueux du Salvia chudaei.

L’extrait aqueux de la partie aérienne de Salvia chudaei a donné un rendement d'environ
14.8 + 0.06%.

Selon (HAMMOUDI et al., 2017), le rendement de I’extrait éthanolique de Salvia

chudaei a donné un résultat de 17.2 % ce qui signifie qu’il est fort par apport notre rendement.

D’aprés (SENOL et al., 2010) montrent que les rendements d’extraction les plus
importants sont obtenus pour le méthanol, suivi du dichlorométhane et enfin de l'acétate
d’éthyle, pour les différentes espéces de Salvia (S. adenocaulon, S. adenophylla, S. divaricata,
S. spinosa, S. virgata, S. staminea, S. potentillifolia).

Les rendements varient d’une méthode d’extraction a une autre et d’une partie de la plante
a une autre. Cette différence est expliquée par la diffusion du solvant dans la poudre des plantes
dans I’étape de macération et probablement a la nature et la polarité des solvants utilisés pour
I’extraction (NAZCK & SHAHIDI, 2004 ; BARROSO et al., 2014). En général, les
rendements les plus élevés sont obtenus avec les solvants polaires tels que I'eau, le méthanol et
I'éthanol (MARKOM et al., 2007 ; iserl-ASSANGA et al., 2015).

111.3. Tests phytochimiques :

Le test phytochimique réalisé sur les feuilles séchées du Salvia chudaei a permis d’avoir
les résultats présentés dans le tableau 3.2.

Tableau 3.2 : Le test phytochimique du Salvia chudaei.

Les composees Les réactifs Salvia chudaei

Les flavonoides H2S04 Positif
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D’apres le tableau 3.2, nous remarquons que I'extrait aqueux de Salvia chudaei est riche
en flavonoides.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux trouvés par (KRIMAT et al., 2015), qui
révelent la présence des flavonoides et d’autres composés secondaires dans 1’extrait hydro-

alcoolique de Salvia chudaei.

D’aprées (NAZEMIYEH et al.,, 2006) montrent que le genre Salvia est riche en
flavonoides.

I11.4. Activité antibactérienne :

Les résultats de 1’activité antibactérienne de 1’extrait testé sont mentionnés dans le tableau
3.3.

Tableau 3.3 : Inhibition du développement des souches bactériennes testées.

Gram + Gram -
Concentration
% Staphylococcus Bacillus Escherichia Pseudomonas
aureus subtilus coli, aeruginosa
100 20 19 17 -
90 20 17 15 -
80 18 13 10 -
70 17 10 10 -
60 15 - - -
50 15 - - -
40 11 - - -
30 - - - -
20 - - - -
10 - - - -

L’examen des résultats révele que 1’échantillon étudi€é a montré une activité
antibactérienne contre la plupart des bactéries testées a 1I’exception de Pseudomonas aeroginosa

qui s’est montrée résistante.

(KIRMAT et al., 2015) ont observé que les différents extraits de Salvia chudaei ont une

activité antibactérienne.
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Ces résultats sont en accord avec les résultats des (GALI-MUHTASIB et al., 2000 ;
KAN, 2007 ; STAGOS et al., 2013), qui ont montré que la plus part du genre Salvia possede

un effet inhibiteur contre la croissance microbienne.

(HAMMOUDI et al., 2017) ont rapporté que I’extrait éthanolique de Salvia chudaei
présente un effet remarquable sur Staphylococcus aureus, Escherichia coli et sur Pseudomonas

aeruginosa

Certaines études ne révélent aucune activité antimicrobienne sélective vis-a-vis les
bactéries gram (+) ou gram (-) (GUESMI & BOUDABOUSs, 2006). Mais dans plusieurs
travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries gram (+) par rapport aux gram
(-) (FALLEH etal., 2008 ; HAYOUNI et al., 2007 ; TURKMEN et al., 2007 ; SHAN et al.,
2007 ; KONE et al., 2004), Ceci peut s’attribuer a la différence dans les couches externes des
bactéries gram (-) et gram (+) (GEORGANTELIS et al., 2007).

I11.5. Activité antioxydante :

L’activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Le DPPH
présente une coloration violette sombre mais lorsqu'il est piégé par des substances
antioxydantes sa couleur vire vers le jaune pale, le virage vers cette coloration et I’intensité de
la coloration de la couleur de la forme libre en solution dépend de la nature, la concentration et
la puissance de la substance antiradicalaire (ROLLAND, 2004).

L’activité antioxydante de 1’extrait est exprimée en ECsq, il définit la concentration
efficace du substrat qui cause la perte de 50% de ’activité du radical DPPH. Dans ce test nous
avons utilisé 1’acide ascorbique comme standard, les résultats obtenus (pourcentage d’inhibions

19%) sont représentés dans les figures 3.2 et 3.3.
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Figure 3.2 : Pourcentage d’inhibition de DPPH par la Vit C.
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Figure 3.3 : Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait aqueux du Salvia chudaei.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle avec
présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPH- en sa forme
non radicalaire.
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La détermination des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations utilisées

(Figures 3.2 et 3.3) ainsi les valeurs d’ECso sont obtenues a partir de ces courbes.

Le pourcentage d’inhibition augmente progressivement avec la concentration jusqu'a
arriver a un plateau qui correspond a 1’épuisement presque total du DPPHe présent dans le

milieu.

L’ECsp est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car elle exprime la

quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%.

Les valeurs des ECsg trouvées pour 1’échantillon testé et la Vit ¢ sont représentées dans

les figures 3.4.
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Figure 3.4 : ECso de I’extrait aqueux du Salvia chudaei et la Vit C.

D’aprés les résultats obtenus 1’extrait de Salvia chudaei a représenté une valeur d’ECso
¢gal a 0,06 mg/ml, ce qui signifie que 1’extrait a un fort pouvoir antiradicalaire. Cette valeur est

plus importante en comparaison avec celle de la Vit C (0,136 mg/ml).

Plus la valeur de I’ECso est faible, plus l'activité antioxydante d'un composé est
appréciable.

Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de réduction,
notamment les conditions de la réaction (temps, rapport Antioxydant/DPPHe, type de solvants,
pH) et le profil phénolique en particulier (SONGKLANAKARIN, 2004). L’activité
antioxydante dépend non seulement de la concentration, mais également de la structure et la
nature des antioxydants (FALLEH et al., 2008).
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CONCLUSION

Dans le but de la valorisation d’une plante de la famille Lamiacées issue de la région de
Tamanrasset, Salvia chudaei, nous avons testé 1’activité antibactérienne et antioxydante de

I’extrait aqueux de cette plante.

Au terme de ce travail, I’extrait des feuilles séchées de Salvia chudaei de la région de

Tamanrasset a donné un rendement qui est de I’ordre de 14.8 + 0.06%.

Le test phytochimique montre que 1’extrait contient des flavonoides.

L’activité antibactérienne a été étudiée vis-a-vis de quatre souches bactériennes :
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus qui se
sont révélées sensibles a I’extrait a ’exception de Pseudomonas aeruginosa qui s’est montrée

plus résistante.

Les résultats de I'activité antioxydante en utilisant le test DPPH montrent que 1’extrait

possede un pouvoir antioxydant important comparé a I’antioxydant standard : vitamine C.

L’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu’une premiere étape dans la recherche
des substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo est souhaitable, pour
obtenir une vue plus approfondie sur les activités antioxydante, et antimicrobienne de cette

plante.
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APPENDICE A

MATERIEL NON BIOLOGIQUE

VERRERIES APPAREILS REACTIFS
Broyeur. Acide chlorhydrique
Bocaux. Balance analytique.
Tournures de
Etuve.
Capsules. ) -
Dessiccateur. magnésium
Flacons. Spectrophotometre
(UV-visible). DMS0.
Entonnoir. Ethanol.
Flacons teintés. DPPH.
Vitamine C.

Beéchers.
Burette.

Tubes a essali.
Boites de pétri.

Seringue.
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APPENDICE B
ETUDES STATISTIQUES

Calcul de la moyenne :

X = 1/nz xi

1
n : Nombre de répitions.
Xi : Valeurs observées.

Calcul de ’écart type :

S = \/%—12?@'—)()
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APPENDICE C
LISTE DES SYMBOLES ET ABREVIATIONS

ATCC : Américan Type Culture Collection.

CFU : Unité Formant des Colonies.

DMSO : Diméthylsulfoxide.

EAQ : Extrait agueux.

DPPH : 2,2-diphényle-1picrylhydrazyle.

1% : Pourcentage d’hinibition.

ECso: Concentration requise pour diminuer la concentration du DPPH de 50%.
ISO : Organisation Internationale de Normalisation.
DO : Densité optique.

g : gramme.

nm : Nanometre.

O:2 : Oxygene.

% : pourcentage.

+ : Plus au moins.

- . Négatif.

+ : Positif.

°C : degré Celsius.
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