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RESUME

L’objectif de ce travail est de valoriser deux especes de sauge d’Algérie par 1’évaluation des
activités antimicrobienne, antioxydante, anticholinestérase et antidiabétique des huiles
essentielles et des extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis et 1’identification des
principaux composés présents dans ces extraits.

La composition chimique des huiles essentielles des parties aériennes, des feuilles et des
tiges des deux espéces étudiées, obtenues par hydrodistillation, a été déterminée par analyse
GC et GC/MS. Le B-caryophylléne a été identifié comme le principal constituant de la partie
aérienne et des feuilles de Salvia microphylla avec un pourcentage de (16,75+0,02 %) et
(17,86+0,07 %), respectivement. Tandis que, I'a-Eudesmol était le composant prédominant
dans I'huile essentielle des tiges avec une teneur de (21,47+0,20 %). De méme, le composé
majoritaire identifié dans les huiles essentielles de la partie aérienne et des feuilles de Salvia
officinalis était le camphor avec un pourcentage de (23,57+0,01 %) et (26,77+0,18 %),
respectivement. Cependant, I'a-Thujone était présent dans I’huile essentielle des tiges avec
une teneur de (22,99+0,65 %).

Le dosage des polyphénols et des flavonoides totaux a montré la richesse de tous les extraits
en ces métabolites secondaires, en plus particuliérement, les extraits d’acétate d’éthyle
obtenus par maceration et éthanoliques obtenus par Soxhlet, et cela pour les deux especes
étudiées. L'analyse LC-MS/MS des extraits d’acétate d’éthyle et butanolique, ainsi que des
quatre fractions obtenues par chromatographie sur colonne des extraits éthanoliques et
dichlorométhane, a révélé la présence des acides phénoliques, des flavonoides et de quelques
triterpénoides.

Les résultats de I'activité antioxydante, évaluée par six méthodes, ont montré que I’huile
essentielle des tiges de Salvia microphylla a donnée I’activée la plus élevée dans l'essai
CUPRAC, avec une valeur d’ICso de 7,72+0,43 pg/ml. Les extraits acétate d’éthyle et
éthanolique des deux espéces ont également présenté un fort potentiel antioxydant en raison
de leurs teneurs élevées en composés phénoliques.

L'activité enzymatique des huiles essentielles et des extraits a été réalisée contre des enzymes
clés impliquées dans le diabéte de type 2, telles que 1I’a-glucosidase et dans les maladies
neurodégéneératives telles que l'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase
(BChE). La meilleure activité contre I’AChE a été observée pour Salvia microphylla dans

I’huile essentielle obtenue de la partie aérienne (ICso : 23,65+0,73 ug/ml). En revanche,



I’huile essentielle obtenue des tiges a présenté une bonne activité contre la BChE avec une
valeur d’ICso de 37,07+1,44 pg/ml, trés proche de celle de standard galantamine (ICso :
34,75£1,99 pg/ml). En outre, I'extrait chloroformique de Salvia microphylla a montré une
activité inhibitrice plus marquée contre la BChE, avec un ICso de 38,99 + 1,96 pg/ml. Par
ailleurs, l'extrait acétate d'éthyle de la méme espéce a révélé une activité antidiabétique
significative, avec un 1Cso de 50,14 + 1,80 pg/ml, surpassant ainsi I'efficacité de I'acarbose,
dont I’l1Csp est de 275,43 + 1,59 pg/ml.

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles a été réalisée contre onze souches
bactériennes et deux levures. A l'exception de la souche Pseudomonas aeruginosa, tous les
échantillons testés présentent une bonne activité antibactérienne, dont la plus élevée est
présentée par I'huile essentielle des tiges de Salvia microphylla. En outre, une activité
antifongique significative de toutes les huiles essentielles a été observée contre Candida
albicans.

Mots-clés : Salvia microphylla, Salvia officinalis, GC/MS, LC-MS/MS, activités
antioxydantes, activités anticholinestérases, activités antidiabétiques, activités

antimicrobiennes.



ABSTRACT

The objective of this work is to valorize two sage species from Algeria by evaluating the
antimicrobial, antioxidant, anticholinesterase, and antidiabetic activities of the essential oils
and extracts of Salvia microphylla and Salvia officinalis, and by identifying the main
compounds present in these extracts.

The chemical composition of the essential oils from the aerial parts, leaves, and stems of the
two studied species, obtained by hydrodistillation, was determined by GC and GC/MS
analysis. B-Caryophyllene was identified as the main constituent in the aerial parts and leaves
of Salvia microphylla, with a percentage of (16,75+0,02%) and (17,86+0,07%), respectively.
In contrast, a-Eudesmol was the predominant component in the stem essential oil, with a
content of (21,47+0.20%). Similarly, the major compound identified in the essential oils of
the aerial parts and leaves of Salvia officinalis was camphor, with a percentage of
(23,57£0,01%) and (26,77+0,18%), respectively. However, a-Thujone was present in the
stem essential oil, with a content of (22,99+0,65%).

Total polyphenols and flavonoids quantification showed the richness of all extracts in these
secondary metabolites, particularly the ethyl acetate extracts obtained by maceration and the
ethanolic extracts obtained by Soxhlet, for both studied species. The LC-MS/MS analysis of
the ethyl acetate and butanol extracts, as well as the four fractions obtained by column
chromatography from the ethanolic and dichloromethane extracts, revealed the presence of
phenolic acids, flavonoids, and some triterpenoids.

The results of the antioxidant activity, evaluated by six methods, showed that the essential
oil from the stems of Salvia microphylla exhibited the highest activity in the CUPRAC assay,
with an 1Cso value of 7,72+0,43 pg/ml. The ethyl acetate and ethanolic extracts of both
species also demonstrated strong antioxidant potential due to their high phenolic content.
The enzymatic activity of the essential oils and extracts was tested against key enzymes
involved in type 2 diabetes, such as a-glucosidase, and in neurodegenerative diseases, such
as acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE). The best activity against
AChE was observed for Salvia microphylla in the essential oil from the aerial parts (I1Cso:
23,65+0,73 pg/ml). In contrast, the essential oil from the stems showed good activity against
BChE, with an 1Cso value of 37,07+1,44 pg/ml, which is very close to that of the standard
galantamine (ICso: 34,75+1,99 pg/ml). Furthermore, the chloroform extract of Salvia

microphylla exhibited a more marked inhibitory activity against BChE, with an ICso of



38,99+1,96 pg/ml. Additionally, the ethyl acetate extract of the same species revealed
significant antidiabetic activity, with an 1Cso of 50,14+1,80 pg/ml, surpassing the efficacy
of acarbose, whose ICso is 275,43£1,59 pg/ml.

The antimicrobial activity of the essential oils was tested against eleven bacterial strains and
two yeasts. Except for the strain Pseudomonas aeruginosa, all tested samples showed good
antibacterial activity, with the highest activity being observed in the essential oil from the
stems of Salvia microphylla. Moreover, significant antifungal activity of all the essential oils

was observed against Candida albicans.

Keywords : Salvia microphylla, Salvia officinalis, GC/MS, LC-MS/MS, antioxidant

activities, anticholinesterase activities, antidiabetic activities, antimicrobial activities.
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INTRODUCTION

Les organismes vivants sont capables de produire des substances naturelles que
I’homme exploite pour diverses raisons. Les plantes sont a elles seules une source immense
de molécules chimiques complexes et variées. De nos jours, la majorité des molécules
synthétisées par les plantes d’intérét pharmaceutique sont extraites directement de la plante

entiére ou de 1’un de ses organes.

Les plantes médicinales sont un enjeu important d’innovation dans le domaine du
médicament mais au-dela de cette premiére considération, elles sont également un enjeu de

développement économique.

Actuellement, plusieurs questions sont soulevées concernant I'utilisation intensive
de produits chimiques synthétiques, notamment dans le domaine médical et alimentaire.
En effet, les antioxydants de synthese utilisés pour prévenir I'oxydation des lipides se sont
aveérés responsables des effets indésirables et néfastes sur la santé humaine. Par exemple, le
butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene (BHT), le gallate de propyle (PG) sont
notamment suspectés de causer des dommages au foie et d’induire certains cancers [1, 2].
Pour pallier ces risques, les antioxydants naturels ont apparus comme une alternative
prometteuse aux antioxydants de synthéses qui sont de moins en moins utilisés dans

I’industrie alimentaire.

Dans le domaine de la microbiologie médicale les plantes restent encore sous
exploitées. Il est certain que la plupart des antibiotiques prescrits dérivent des
microorganismes. De plus, 1'usage excessif d’agents antimicrobiens chimiques dans la
médication humaine ainsi que dans 1’¢levage animal favorise I'émergence de souches
résistantes. Il est devenu trés indispensable de trouver de nouveaux agents thérapeutiques.
De nombreuses études in vitro ont démontré que les substances bioactives provenant de
diverses espeéces végétales présentent un spectre large d’activité sur une gamme de flore

fongique dont inclus les champignons toxinogenes [3].

Les huiles essentielles sont largement utilisées comme meédecine alternative dans
diverses industries telles que les industries pharmaceutiques, agricoles, cosmétiques et
alimentaires en raison de leurs propriétés antivirales, antibactériennes, antifongiques,

antioxydantes, antiparasitaires, antidiabétiques, anticancéreuses, d'aromathérapie et leurs



propriétés de parfum [4]. Les polyphénols sont des sources potentielles de constituants
chimiques naturels doués d’activité antioxydante, ils se distinguent par leur capacité a
inhiber la peroxydation des lipides en agissant comme donneur de proton et accepteur de
radicaux libres, offrant ainsi une protection naturelle contre le processus d'auto-oxydation
[5,6].

L’Algérie recéle d’importantes potentialités en matiere de plantes aromatiques et
médicinales, malheureusement elles ne sont pas exploitées. La valorisation de cette flore
demeure un sujet de grande importance pour notre pays. Aussi, le développement et la mise
en ceuvre des procédés d’extraction, ainsi que la maitrise des différentes étapes allant de la

mise en exploitation a 1’analyse des produits finis, sont d’actualité.

C’est dans ce contexte que le présent travail se propose d’entreprendre des études
phytochimique et biologique de deux plantes médicinales et aromatiques algériennes du
genre Salvia (Lamiaceae). Environ 900 especes du genre Salvia sont représentées dans cing
sous-genres répandus dans le monde entier [7]. Plus de 275 espéces se développent en
Amérique, 90 sont distribuées en Turquie et Prés de 23 espéces de Salvia cultivées en
Algérie, dont S. buchananii, S. jaminiana, S. verbenaca subsp., S. clandestina, S. barrilieri,
S. argentea subsp. et S. algeriensis Desf. ont fait I'objet de diverses études [8-10]. Plusieurs
espéces de Salvia ont été appliquées comme plantes médicinales et utilisées, entre autres,
pour sa capacité a prévenir les maladies neurovégétatives, stimuler les activités anti-
tumorales [11], améliorer les fonctions de la mémoire, et utilisées a grande échelle pour
ajouter de la saveur aux aliments, comme herbe séchée ou comme huile essentielle [12],
mais aussi pour traiter les infections microbiennes, les troubles cérébraux simples [13],
I'inflammation, la malaria, le cancer et pour désinfecter les maisons aprés une maladie
[14, 15]. La composition chimique de I'huile essentielle des espéces de Salvia a été rapportée
dans de nombreux articles de synthése [10, 16, 17]. Les composés les plus importants de
cette huile essentielle sont les monoterpénes tels que I'a-Pinéne, le B-Pinene, le camphre,
le 1,8-cinéole, le thujone et le bornéol ; et les sesquiterpenes tels que le B-Caryophyllene,
le germacréne D, l'oxyde de Caryophylléne. Plusieurs recherches sur les activités
biologiques de diverses especes de Salvia ont révélé que les HEs possedent des activités
spasmolytiques, cestrogéniques, antimicrobiennes, antifongiques, antioxydantes, anti-
inflammatoire, anticholinestérasiques, hypoglycémique et antidiabétiques [18-20]. Un grand
nombre de composés isolés de I'espéce Salvia sont des diterpénoides qui possédant des

activités biologiques tres intéressantes.



Dans cette optique et compte tenu des vertus thérapeutiques que presentent les
sauges, nous nous sommes intéressés a 1’analyse de la composition chimique et I’¢tude des
activités antioxydante, antimicrobienne, antidiabétique et anti Alzheimer des huiles
essentielles et des extraits de deux especes assez répondues en Algérie, Salvia officinalis et

Salvia microphylla.

Il faut noter que les études réalisées sur les huiles essentielles et les extraits de
Salvia microphylla récoltée en Algérie, ainsi que I’huile essentielle des tiges de Salvia

officinalis seront abordées pour la premiére fois dans ce modeste travail.
Notre travail décrit dans ce manuscrit est divisé en trois chapitres :

Dans le premier chapitre, nous entreprenons une revue de la littérature portant sur
les connaissances botaniques et phytochimiques relatives au genre Salvia. Cette partie est
consacrée a une exploration approfondie des métabolites secondaires qui caractérisent ce
genre. De plus, nous examinons de maniere détaillée les activités biologiques et

pharmacologiques associées.

Le deuxieme chapitre est consacré au matériel et méthodes analytiques utilisés pour
la détermination structurale des composés et évaluation des activités biologiques des huiles

essentielles et des extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis.

Les résultats obtenus et leurs discussions sont détaillés dans le troisiéme chapitre.

En dernier lieu, nous terminons par une conclusion avec les perspectives envisageables.



CHAPITRE 1
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Généralité sur la famille Lamiaceae

1.1.1 Description botanigque et répartition géographique des Lamiaceae

La famille des Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiées (Labiatae) est une importante
famille de plantes angiospermes dicotylédones herbacées ou légérement ligneuses et
comprennent environ 233 a 263 genres et de 6900 a 7200 espéces [21,22] qui se répartissent
sur tout le globe (Figure 1.1). Elle est aussi répandue dans les zones tropicales que dans les
zones tempérées du monde [23], mais principalement en région méditerranéenne [24]. Elles
sont divisées en sept sous familles : Viticoideae, Chloant-hoideae, Ajugoideae,
Scutellarioideae, Lamioideae, Nepetoideae et Symphore-matoideae [25]. Les Lamiacees
constituent une famille tres importante dans la flore algérienne représentée par 28 genres et
146 especes [26] contre 8 genres et 12 especes répandus dans tout le Sahara [27].

La famille des Lamiaceae (labiées) du Latin (Labia : levre) signifiant que les fleurs
ont une forme caractéristique a deux levres [28,29], Les plantes de cette famille sont souvent
des arbustes, sous arbrisseaux ou des plantes herbacées vivaces ou annuelles, en général
odorante, producteurs d'huiles essentielles, rarement arbres ou lianes, a tiges quadrangulaires
et a feuilles simples sans stipules, opposées-décussées et rarement pinnées, largement
répandus autour du monde et dans tout type de milieux. De nombreuses especes de cette
famille sont des plantes melliferes, fréquentées par les abeilles [30].

Les fleurs généralement sont hermaphrodites, et habituellement pentamére,
a symétrie bilatérale, mais parfois presque radiaire. Elles sont regroupées a 1’aisselle des
feuilles supérieures en glomérules, eux-mémes souvent regroupées en épis plus ou moins
denses. Leurcalice persistant est formé de 5 sépales diversement soudés avec souvent
2 levres.

La corolle posséde un tube plus ou moins long et généralement a deux levres: deux
pétales forment la levre supérieure et trois autres pétales, une levre inférieure.

Les étamines sont au nombre de cing, mais I'une d'elles est presque toujours avortée:
deux des quatre étamines fertiles sont plus longues et deux plus courtes, I’androcée est dit

didyname. L'ovaire est supere, les deux carpelles sont profondément lobés, le style sort de



la base des lobes (style gynobasique). Le fruit est le plus souvent un schizocarpe (tetrakene

lisse) mais avec parfois un aspect charnu ou drupace.

Les Lamiacées possedent souvent un épiderme tres riche en poils tecteurs et en poils
sécréteurs. Ces deux catégories de poils se retrouvent au niveau de tous les organes aériens.
Ce sont des plantes odorantes contiennent des huiles essentielles dont 1’odeur se
dégage au simple toucher. En effet, la localisation de ces huiles est tres externes, elles se

forment dans des poils a essence et se localisent sous la cuticule qui se souleve.

Figure 1.1 : Carte de répartition géographique de la famille des Lamiacées [31,32].

1.1.2 Importance économigue, nutritionnel et pharmacologigue des Lamiacées

Les Lamiacées est une vaste famille, qui regroupe un grand nombre d’espéces
d’intérét économique, pharmacologique et nutritionnel majeur [23]. Cette famille joue un
role essentiel en tant que fournisseur majeur d'huiles essentielles, de tisanes et d'antibiotiques
naturels dans les domaines de I'aromathérapie et de I'industrie cosmétique. De plus, certaines
de ses huiles sont appréciées pour leurs vertus hydratantes. Certaines espéces sont utilisées
en cuisine (dans les préparations culinaires) comme condiment et ardbmes alimentaires, on
peut citer par exemple (le basilic, le thym, la menthe, la bugle, la sauge, le romarin, I’hysope,
la lavande, la marjolaine, la mélisse, etc...). De nombreuses autres plantes de la famille des
lamiacées, telles que la lavande, le teucrium, lethymusetlasauge, sont utilisées dans la
médecine traditionnelle et moderne depuis des siécles [29]. Dans le domaine de la
parfumerie, bien que les parfums synthétiques deviennent de plus en plus courants, les
plantes restent indispensables. Les artisans de la parfumerie de luxe continuent de les distiller

pour extraire leurs précieux parfums et maintenir la qualité de leurs produits. Les analyses



phytochimiques des huiles essentielles des especes de Thymus ont montrées des effets anti
bactériens et anti-inflammatoires, en plus de leurs utilisations dans les industries

cosmetiques et alimentaires [33,34].

Cette famille a fait I'objet d'intenses investigations dans le but d'isoler différents
types de composés. Parmi les genres qui sont en cause, on cite : Ajuga, Rhabdosia, Teucrium,
Salvia, Scutellaria, Stachys, Leonurus, Ballota, Coleus, Thymus, Phlomis. Ces études ont
permis d'isoler un grand nombre de métabolites secondaires connus pour leurs diverses
activités biologiques tels que les stérols, les flavonoides, les iridoides, les sesquiterpénes, les

diterpenes et les triterpénes [35,36].

1.2 Généralité sur le genre Salvia

1.2.1 Description botanigue et répartition géographigue du genre Salvia

Salvia constitue le plus grand genre de plantes de la famille Lamiaceae. Dans le
Lamiacées, Salvia fait partie de la tribu Mentheae au sein de la sous-famille Nepetoideae
[7]. Il est I'un de plusieurs genres communément appelé sauge. Ce genre est compose 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 lévres, I'ensemble de la lévre supérieure ou
trois dents, la partie inférieure de deux fentes cloche. Les corolles sont souvent griffe en
forme et sont a deux levres, la levre supérieure est généralement entiere ou a trois dents, la
lévre inférieure a généralement deux lobes. Les étamines sont reduits & 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 especes [37]. Ce genre comporte
900 espéces reparties dans tout le Vieux Monde et I’ Amérique, avec trois régions distinctes
de la diversité: I'Amérique Centrale et I'Amérique du Sud, (environ 500 especes), Asie
centrale et la Méditerranée (250 especes) et Asie de I'Est (90 especes) [38].



1.2.2 Usages traditionnels 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 l'asthme,
I'eczéma, le psoriasis et la tuberculose [39]. La décoction des racines est également utilisée
en Afrique du Sud pour le traitement des maux d'estomac et la diarrhée [40]. 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 connues pour leurs nombreuses
activités biologiques, comme [D’activité antibactérienne, antioxydante, antitumorale,
antidiabétique, antimicrobienne, anxiolytique, sédative et anti-inflammatoire [41-45].
L’usage et propriétés de quelques especes du genre Salvia sont résumés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 1.1 : Usages et propriétés de quelques espéces du genre Salvia.

Espéce Usages et Propriétés Référence

Traitement de 1’eczéma et la tuberculose. Une
o décoction de racines est employée pour traiter les

S. officinalis . _ A [46,47]
problemes cardiaques et soulager les symptomes de la

ménopause.

o Traitement de la dysenterie, les furoncles et les
S. cavaleriei [48]
blessures dues aux chutes.

_ Traitement de regles, des maladies digestives et du
S. desoleria . [49]
systeme nerveux central.

S. fruticosa Pour soigner les rhumes et les maux d’estomac. [50]

_ Effets anti-prolifératifs modérés contre certains types
S. palaestina [51]
des cellules tumorales.

La plante est utilisée comme bactéricide contre les
S. verbenaca affections respiratoires, la cicatrisation des plaies et [52]

d'ulceres et surtout comme collyre.




Elle est employée sous forme d'infusion comme
tonique ou remeéde pour traiter diverses affections. La

S. divinorum feuille peut étre appliquée sur le front du patient pour [53]
soulager les maux. La plante est aussi utilisée pour

lutter contre la diarrhée, I'anémie et les rhumatismes.

Les huiles essentielles sont employées a la fois comme
parfums et insectifuges. Elles peuvent également étre

S. sclarea utilisées pour éliminer les puces et les tiques sur les [54]
animaux domestiques, ainsi que pour désinfecter les

tapis.

Les racines de cette plante sont reconnues pour leurs
propriétés bénéfiques dans le traitement des maladies
o ) cardiovasculaires, hépatiques, rénales et cérébro-
S. miltiorrhiza _ ) ] [65-57]
vasculaires. Elle est également employée comme
remede contre I'angoisse, le stress, l'irritabilité et les

insomnies.

1.2.3 Composition chimique du genre Salvia

Le genre Salvia se caractérise par une composition chimique complexe et variée,
riche en métabolites secondaires tels que les huiles essentielles, les composés phénoliques

et les terpenes.

1.2.3.1 Les huiles essentielles

1.2.3.1.1 Généralité sur les huiles essentielles

1.2.3.1.1.1 Définition et localisation

Les huiles essentielles et les arbmes extraits a partir d’herbes aromatiques et d'épices
résultent d'un mélange complexe de substances volatiles [58]. La thérapie par les huiles
essentielles a évolué progressivement a travers différentes civilisations, notamment la
civilisation arabe, égyptienne et grecque [59,60].

Les huiles essentielles sont des liquides huileux aromatiques, volatils, caractérises

par une forte odeur. Bien qu'elles ne représentent qu'une petite fraction de la composition de



la plante, elles conférent les caractéristiques pour lesquelles les plantes aromatiques sont
utilisées dans l'alimentation, la cosmétologie et les industries pharmaceutiques [61]. Les
huiles essentielles sont capables de se fondre dans des graisses et des solvants apolaires [62].
Elles sont généralement des liquides dont la coloration peut varier de I'incolore au brun clair.
Leur densité est en général inférieure a celle de I'eau, se situant généralement entre 0,850 et
0,950. En ce qui concerne leur point d'ébullition, il varie de 160°C a 240°C. Il est important
de noter qu'en présence de lumiere, les huiles essentielles ont la capacité de subir une
réaction d'oxydation. De plus, les huiles essentielles ont la capacité d'absorber le chlore et
I'iode, ce qui peut s'accompagner d'un dégagement de chaleur. Elles ont également la
possibilitée de se combiner avec I'eau pour former des hydrates [62].

Les huiles essentielles peuvent étre trouvées dans diverses parties des plantes,
notamment les feuilles (menthe, thym, laurier), les fleurs (sauge officinale, lavande vraie),
les graines (noix de muscade), les fruits (anis, fenouil), les racines (vétiver), les rhizomes
(gingembre), bois et les écorces (cannelle, santal). Elles sont exclusivement présentes chez
les spermaphytes: familles des Coniféres, Lamiacées, Myrtacées, Apiacées, Lauracées,
Rutacees et Astéracées. Ces huiles essentielles sont localisées dans le cytoplasme de
certaines cellules végétales sécrétrices spécialisées, qui sont situées dans un ou plusieurs
organes de la plante [63]. De plus, il est important de noter que les huiles essentielles
extraites de différents organes dans les mémes plantes peuvent présenter des variations

significatives dans leur composition chimique [64].

1.2.3.1.1.2 Réle écologique et intéréts des huiles essentielles

Les huiles essentielles émises par les plantes sous forme de vapeur ont un impact
écologique significatif. Elles assurent la protection des cultures en inhibant la multiplication
des bactéries et des champignons [65], empéchent la dessiccation des plantes par une
évaporation excessive, et offrent une protection contre la lumiére en régulant son intensité
soit par diminution ou par concentration, maintenant ainsi une humidité adéquate autour des
plantes des régions arides [66]. Les composés organiques volatils présents dans les huiles
essentielles permettent a la plante d'établir une communication avec d'autres plantes voisines
ainsi qu'entre ses propres organes [67]. Ces composés jouent également un réle essentiel
dans la défense des plantes en protégeant leurs parties reproductives contre les insectes et
les herbivores [68, 69]. Elles attirent les insectes et favorisent la pollinisation par leurs odeurs

caractéristiques [70].
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Il existe environ 3000 types d'huiles essentielles, dont 300 sont considérées comme
particulierement importantes sur le plan commercial en raison de leurs applications dans des
domaines tels que la pharmacie, la cosmétique, I'alimentation, I'agriculture et la parfumerie
[4]. Les huiles essentielles sont couramment employées dans le domaine de I'aromathérapie,
qui fait partie de la phytothérapie. L'aromathérapie se base sur l'utilisation des huiles
essentielles pour traiter diverses affections. Les huiles essentielles sont également utilisées
par inhalation, massage ou ingestion. Des écrits divers sur 1’utilisation des huiles essentielles
ont vu le jour, ’essence de rose a été la plus utilisée a travers les siécles, dans les civilisations
Grecques, Macédonienne, Perse, Egyptienne, etc... Elle a été employée dans les infections
des yeux et des oreilles, les gingivites, les hémorroides et pour arréter la transpiration [71].
Par ailleurs, les huiles essentielles sont également utilisées en médecine dentaire. Un
exemple bien connu est la Listerine, inventée au X1Xe siécle, qui est un puissant antiseptique
chirurgical. Elle est également utilisée sous forme de bain de bouche pour le soin de la santé
bucco-dentaire [72]. De plus, I'eugénol est utilisé en dentisterie en raison de ses propriétés
antiseptiques et analgésiques [73].

Dans l'industrie, les huiles essentielles sont utilisées dans le domaine du cosmétique
pour plusieurs raisons. Elles servent a donner une fragrance agréable aux produits, a masquer
I'odeur des principes actifs, a améliorer la convivialité des produits grace a une sensation
agréable lors de leur utilisation, et a agir comme conservateurs en raison de leurs propriétés
antimicrobiennes [74]. Dans le domaine de la parfumerie, malgré la montée de la chimie de
synthése, les huiles essentielles conservent un role essentiel. Par exemple, I'huile essentielle
d'Aniba rosaeodora Ducke, principalement composée de 70 a 90 % de linalol, offre une
richesse olfactive supérieure a la molécule pure en raison de la présence de composants

minoritaires [75].

1.2.3.1.1.3 Les techniques d’extraction des huiles essentielles

Diverses techniques sont employées pour extraire les composés bioactifs, tels que
les huiles essentielles. Le choix de la technique appropriée dépend de la localisation
histologique des essences au sein de la plante ainsi que de leur utilisation dans différentes
industries. Ces méthodes englobent des techniques d’extractions conventionnelles et des

techniques innovantes.
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A. Techniques d’extraction et conventionnelles

> Entrainement a la vapeur d’eau

L'extraction par entrainement a la vapeur est une méthode ancienne et
officiellement approuvée pour extraire les huiles essentielles a partir de matieres vegétales.
Elle implique de placer la matiére végétale dans un alambic sur une grille, puis de la
soumettre a de la vapeur d'eau, sans la faire tremper dans I'eau. La vapeur est injectée depuis
le bas de l'alambic et traverse la plante jusqu'au sommet. La vapeur chargée en huile
essentielle est ensuite dirigée dans une colonne a col de cygne, puis elle est condensée avant
d'étre recueillie dans une fiole florentine (comme illustré dans la figure 1.2). Les huiles
essentielles qui sont plus légeres ou plus lourdes que l'eau se séparent en deux phases non
miscibles et peuvent étre facilement séparées. Le principe de cette technique repose sur le
fait que la pression de vapeur totale est égale a la pression ambiante a environ 100°C, ce qui
permet d'évaporer les composants volatils ayant des points d'ébullition compris entre 150 et
300°C a une température proche de celle de I'eau. En général, I'extraction par entrainement
a la vapeur d'eau est la méthode la plus largement acceptée pour produire des huiles

essentielles a grande échelle, comme le mentionnent les références [76, 77].

1
Vapeur d'eau saturée en
mposés aromatiques

Réfrigérant
serpentin a
eau

Matériel
végétal .

- —
Vapeur d’'eau
recondensé

Huile essentielle

Figure 1.2 : Appareillage utilisé pour entrainement a la vapeur d’eau [78].

> Hydrodistillation

L’extraction des produits bioactifs, ainsi que les huiles essentielles peut étre réalisée
selon différents procédés classiques, basés sur des techniques anciennes. Parmi les méthodes
conventionnelles, on trouve 1’hydrodistillation, c’est la méthode la plus simple, et la plus

utilisée. Contrairement a la méthode de distillation a la vapeur d'eau, la technique
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recommandée par la pharmacopée francgaise pour extraire les huiles essentielles des epices
séchées et effectuer des contrdles de qualité en laboratoire consiste a immerger directement
la matiére végétale dans de I'eau. Ce mélange solide-liquide est ensuite chauffé jusqu'a
ébullition a la pression atmosphérique dans un appareil appelé alambic. Sous I'effet de la
chaleur, les composes aromatiques volatils contenus dans les cellules végétales sont libérés
(voir figure 1.3). Le mélange résultant, composé de ces composés aromatiques volatils et
d'eau, forme un azéotrope, ce qui signifie qu'ils peuvent étre évaporés ensemble a la méme
pression, puis condenses et séparés dans une fiole florentine en raison de leurs différences
d'immiscibilité et de densité. De plus, un systeme de cohobation est souvent utilisé pour
recycler I'eau distillée en la faisant passer par un siphon, ce qui permet d'améliorer le

rendement et la qualité des huiles essentielles [76].

Systéme d'eau e e, CONA@NSEUT
pour refroidissement /

A

" < «
© !\ ‘Lgx_"f::;;rpx \
«

Huile
essentielle

‘.' "1&
2 €—— Eau
Systéme de
cohobage o L -

Ballon ——> / Matiére végétale

(s 'Qﬁ”/ |

Chauffe ballon

\

Figure 1.3 : Montage pour hydrodistillation des huiles essentielles [78].

Il y’a d’autres techniques qui sont utilisées pour 1’extraction des huiles essentielles
comme I'hydrodiffusion, l'expression a froid, I'extraction par solvants organiques et

I'enfleurage.

B. Technigues d’extraction innovante

Certaines méthodes d'extraction innovantes ont émergé ces dernieres années pour
surmonter les limitations des techniques traditionnelles. Ces nouvelles approches s'inspirent
des principes de I'extraction verte, visant a réduire les pertes de constituants, la dégradation
des composés insaturés par la chaleur et I'utilisation de solvants potentiellement toxiques.
Elles offrent de nombreux avantages tels que la réduction du temps d'extraction, la

préservation de la composition des extraits, la diminution de la consommation d'énergie et



13

I'utilisation de petites quantités de solvant, voire l'absence totale de solvant. Parmi ses
procédés récents, nous pouvons citer: I'extraction assistée par micro-ondes et par ultrasons,
qui améliorent l'efficacité et réduisent le temps d'extraction [79, 80]. On trouve également
I'extraction par induction électromagnétique, une méthode électrothermique qui permet de
chauffer des matériaux conducteurs d'électricité. Lorsqu'un conducteur électrique est déplace
dans un champ magnétique statique, cela génére un courant électrique dans cet objet, c'est
ce que I'on appelle I’induction (figure 1.4) [81]. Ces méthodes récentes visent a améliorer la

qualité et la durabilité des extraits tout en minimisant les impacts environnementaux.

Thermometre ———————

{{ 4w Sortie d'eau

Cocotte minute Réfrigérant

Courant induit

Champs magnétique A A~
p e h
Plaque en vitrocéramique e S " A
pp————— Entrée d'eau =
Bobines induites __" Distillat
(Electroaimant) —

Source de courant  —

Figure 1.4: Montage d’extraction assistée par chauffage par induction électromagnétique.

1.2.3.1.1.4 Méthodes d’analyse des huiles essentielles

L'analyse chimique des huiles essentielles est une étape cruciale pour leur
valorisation et leur commercialisation. Il est indispensable de disposer d'outils analytiques
rapides, fiables et appropriés afin d'identifier et de quantifier les divers composants de ces
mélanges complexes. En général, I'étude de la composition chimique d'une substance

naturelle peut étre réalisée par plusieurs approches différentes notamment:

A. Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique essentielle pour
I'identification de nombreux composés volatils présents dans les huiles essentielles (HE). La
CPG offre une excellente capacité de séparation, combinée a une variété de détecteurs, ce
qui en fait un outil crucial pour déterminer les différents constituants des HE.

Fondamentalement, la chromatographie repose sur la distribution des composants a séparer
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entre deux phases non miscibles : une phase stationnaire a grande surface spécifique et une
phase mobile qui traverse la phase stationnaire dans une direction preécise.

Dans cette technique d'analyse, les composés a étudier sont vaporisés, puis
transportés par la phase mobile gazeuse (généralement des gaz vecteurs tels que Hz, N2 ou
He) & travers une colonne. A la sortie de cette colonne de chromatographie, les analytes sont
séparés dans le temps en fonction de leur pression de vapeur relative (volatilité) et de leur
interaction avec la phase stationnaire. Lorsque les analytes atteignent le détecteur
(le détecteur a ionisation de flamme "DIF" ou "FID" étant le plus couramment utilisé), un
signal est enregistré, générant un chromatogramme sous forme de pics. Chaque pic est
caractérisé par un temps de rétention, qui correspond a la durée écoulée entre I'injection de
I'analyte et son arrivée au détecteur, ainsi qu'une aire sous la courbe, permettant de
déterminer l'identité du constituant et sa proportion dans le mélange [82].

Cependant, comme les détecteurs tels que le FID, le détecteur de conductivité
thermique (DCT) et d'autres ne fournissent pas d'informations structurales sur les molécules
analysées, les indices de rétention sont souvent utilisés comme critére principal pour
I'attribution des pics. Ce systéme d'indice de rétention repose sur le classement de chaque
analyste en fonction de sa position entre les deux n-paraffines (alkanes normaux). En outre,
le calcul de cet indice est basé sur une interpolation linéaire de la longueur de la chaine
carbonée de ces paraffines. Ces indices calculés sont couramment désignés dans la littérature
comme indice de rétention (IR) ou indice de rétention linéaire (IRL). Pour caractériser les
composés volatils, la série de référence la plus couramment utilisée est celle des n-alcanes
[83].

B. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS)

D'un point de vue analytique, d'importants progres ont été réalisés en combinant la
Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) avec des instruments tels que le spectrométre de
masse (MS). La CPG couplée a la MS est la méthode la plus couramment utilisée pour
analyser les huiles essentielles. Le principe de la spectrométrie de masse consiste a
bombarder une molécule avec des électrons, ce qui la fragmente en plusieurs morceaux
chargés positivement. Ces fragments constituent le spectre de masse de la molécule.
Souvent, ce spectre de masse est caractéristique d'une molécule spécifique, ce qui signifie
qu'il est théoriqguement possible d'identifier un composé en comparant son spectre a ceux des
composés de référence stockés dans des bibliothéques de spectres informatisées disponibles

commercialement [84]. Dans la pratique, I'utilisation combinée de la spectrométrie de masse
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(en utilisant a la fois des donnees de laboratoire et des données de la littérature) ainsi que
des indices de rétention calculés a partir de deux colonnes de CPG de polarité différente
permet généralement d'identifier de nombreux composants dans des mélanges complexes
tels que les huiles essentielles [85, 86]. Il existe d'autres méthodes d'analyse visant a
I'identification qualitative et quantitative des différents composants d'une huile essentielle,
notamment HPLC, RMN et IR.

1.2.3.1.2 Les travaux réalisés sur les huiles essentielles des différentes espéces du genre

Salvia

Les huiles essentielles extraites des différentes espéces du genre Salvia ont été
I'objet de nombreuses études visant a déterminer leur composition chimique. Dans cette
premiére partie, nous explorerons les travaux de recherche bibliographiques portant sur la
composition chimique des huiles essentielles isolées a partir de plusieurs origines
géographiques de ce genre. La composition chimique de certaines huiles essentielles de
Salvia est présentée dans les tableaux 1.2, seuls les composés majoritaires (ayant une teneur
% > 5,0) sont mentionnés.

Tableau 1.2: Composants majoritaires (% > 5,0) d'huiles essentielles des espéces du genre

Salvia.
Localité / Espece Composés majoritaires Pourcentage,% Référence
de composé
Turquie

a-Pinéne 7,6

Camphéne 7,3

S. aucherisubsp Aucheri  B-Pinéne 6,1

1,8-cinéole 39,2

Camphre 20,7

B-Pinene 10,2

S. aramiensis 1,8-cinéole 55,6

Camphre 5,7 [87]

a-Pinéne 5,8

S. fruticosa 1,8-cinéole 52,8

Camphre 5,8

B-Pinéne 21,4

S. verticillatasubsp 1,8-cinéole 16,1

Amasiaca a-Copaene 54

Alloaromadendrene 51
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a-Pinene 5,6
1,8-cinéole 5,6
S. heldreichiana Linalool 9,4 [88]
Cryptone 5,3
Bornéol 59
Oxide Caryophyllene 22,4
Caryophyllenol 11
S. dichroantha (=Caryophylla-2(12), 6 55
dien-5b-ol)
Phytol 5,6
— [89]
o -Pinéne 36,2
B -Pinéne 13,3
S. wiedemanni 1,8-Cinéole 14,2
p-Cymeéne 5,4
Camphre 7,4
a-Pinéne 25,1
S. Tomentosa 1.8-cincole 0 [87]
Camphre 14,9
Bornéol 13,2
B-Copaéne 5,7
N -Caryophylléne 7,6
S. verticillata Germacréne D 36,6 [89]
Acid Hexadécanoique 6,7
B-Caryophylléne 31,6
Germacréne D 20,9
S. palaestina . . [90]
Bicyclogermacrene 10,8
Spathulénol 9,5
1,8-cinéole 16,4
Camphre 19,1
S. cryptantha Bornéol 11.9 [88]
Viridiflorol 11,5
Liban
a-Pinéne 7,1
a-Thujone 51
o . ) [91]
S. rubifolia trans-Pinocarvyl acétate 5,5
y-Muuroléne 11,8
y-Cadinéne 55
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Aromadendréne 10,7
a-Amorphene 12,0
S. aurea Oxide Caryophylléne 12,5 [92]
Elemenone 6,0
Aristolone 11,4
Linalool 8,6
S. palaestina B-Caryophylléne 16,6 [90]
Germacréne D 7,2
a-Copaene 8,7
S. judaica Oxide Caryophylléne 12,8
Acide tétradécanoique 5,8
Thymol 6,9 [92]
S viscosa a-Cubébéne 8,3
Oxide Caryophyllene 12,7
B-Copaén-4-a-ol 5,4
Iran
Béta-trans-ocimene 11,83
S. sclareoides Linalool 27,60 %3]
Trans-Caryophyllene 16,58
Germacréne-D 9,98
B-Caryophylléne 6,1
S. palaestina Germacréne D 14,0 [90]
1-Epi-cubinol 9,8
(+)- Spathulénol 16,07
1,8- cinéole 13,96
S. hydrangea trans- Caryophylléne 9,58 [94]
B- Pinéne 8,91
-eudesmol 5,33
7-épi-a-Eudesmol 17,5
(E)-Nérolidol 12,1
S.tebesana Bunge (E)-Caryophylléne 7,7 [95]
a-pinéne 7,5
Oxyde de caryophylléne 6,8




1,8-Cinéole 21,0

s multicaulis Vahl a-Pinéne 16,5
- multicaulis Va B-Caryophylléne 8,9
Bornéol 8,3
B-Caryophylléne 31,5
Germacréne D 16,2
S. verticillata L Limoneéne 15,5 [96]
a-Pinéne 10,4
a-Humuléne 9,4
Sclareol 11,0
Germacréne D 9,8
S. sclarea L Linalool 9,0
a-Terpinéol 7,4
Géraniol 4,8
Italie
) . (2)-caryophylléne 11,5 [97]
S. hispanica .
(E)-caryophylléne 10,6
Benzaldehyde 7,3
B-Phellandrene 59
S. verbenaca Acide Hexadecanoique 23,1 [98]
Acide (Z)-9_— 111
Octadecenoique
Mexique
y-Curcumeéne 27,64
-Bi & 99
S.cacaliifolia Benth ~ P-Eisabolene 18,01 [99]
Bicyclogermacréne 8,54
Curzérenone 7,68
Equateur
cis-cadin-1(6) ,4-diene 17,11
S.pichinchensis Benth .
y-curcumene 13,75
(E)-caryophylléne 12,58 [100]
(E, E)-a-farnéséne 10,00
S.pichinchensis Benth a-gurjunéne 0,46

alloaromadendrene 6,96
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Tunisie
o -Terpinéol 5,3
S. verbenaca Meéthyle eugenol 9,4
[-Caryophylléne 7,1
Viridiflorol 21,6
Camphene 17,6
Nonane 10,3
S. verbenaca Tricycléne 18.8 [101]
Méthyle eugenol 7,7
Térpinoléne 7,3
B-Phellandrene 8,2
Méthyle eugenol 51
S. verbenaca o-pinéne 5,5
(2)-B-Ocimene 29,5
B -Thujone 7,9
Jordanie
a-Copaene 18,58
B-Cubebene 8,75
\ [90]
S. palaestina Germacrene D 26,02
d-Cadinéne 7,58
Nonadécane 5,23
Bulgarie
a-Pinéne 6,0
Camphre 79 102
S. Tomentosa BornZoI 10,3 1ozl
B-Pinéne 9,0
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1.2.3.2 Les composés phénoliques

1.2.3.2.1 Généralité sur les composés phénoliques
1.2.3.2.1.1 Définition et classification

Les composés phénoliques sont des substances naturelles caractéristiques du
métabolisme secondaire, ils correspondent a 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 egalement 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.

Les polyphénols se trouvent dans toutes les parties des végétaux, y compris les
racines, les tiges, les feuilles, les fleurs, les pollens, les fruits, les graines et le bois [103].
IIs sont également présents dans diverses sources naturelles telles que les fruits rouges ainsi
que le raisin [104].

Les composes phénoliques peuvent étre classes en deux grands groupes : les acides

phénoligues et les flavonoides.

A. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont dérivés de deux sous-groupes distingués : Les acides
hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont 1’acide caféique, I’acide férulique, 1’acide
chlorogénique, et les acides hydroxybenzoiques, dont les plus répandus sont 1’acide
salicylique et I’acide gallique. IIs sont considérés comme substances phytochimiques avec
des effets prebiotique, antioxydant, de chélation et anti-inflammatoire. Leur toxicité est
tres faible car ils sont considérés non toxiques [105]. Les mieux caracterisés
pharmacologiquement, sont I’acide caféique et 1’acide férulique qui montrent 1’effet
anticancéreux au niveau des poumons chez les souris, alors que 1’acide gallique agit par le

méme effet en prévenant le déclanchement du cancer oesophagien chez les rats [106].
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B. Les flavonoides

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) présentent une source tres importante d’antioxydants dans
notre alimentation. Il y en a plus de 6000 molécules a avoir été décrits chez les plantes. Les
flavonoides partageant tous une méme structure de base a 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 1.5).

Figure 1.5 : 2-phénylchromane.

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

e Biosynthese
Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune dérivant de la voie de

I’acide shikimique. Le précurseur de ces molécules est le 4-hydroxycinnamate-coenzyme a
synthétisé a partir de la phénylalanine. La voie biosynthétique de ces Polyphénols est
présentée dans la figure 1.6.

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 [107].

e Les enzymes de la biosynthése

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 :

leucoanthocyanidinedioxygenase, LCR : leucoanthocyanidine réductase.
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1.2.3.2.1.2 Méthodes d’extraction et d’identification des composés phénoligues

L'extraction des composés phénoliques est fortement influencée par plusieurs
facteurs, notamment le temps d'extraction, le choix du solvant adapté aux molécules cibles,
la température, le pH, la taille des particules du matériel végétal, ainsi que le rapport
échantillon-solvant. Ces conditions doivent étre rigoureusement contrélées afin de prévenir
les réactions d'oxydation, les dégradations thermiques et les modifications biochimiques
susceptibles d'altérer la composition et les propriétés des extraits [108].

Parmi les techniques d’extraction classiques, nous citons la maceration qui est une
technique douce adaptée pour I'extraction des composés phénoliques thermolabiles [109].

L'extraction par Soxhlet présente I'avantage d‘utiliser un seul lot de solvant recyclé,
permettant une exposition continue du matériau dans l'unité d'extraction a un solvant
toujours frais. Cependant, cette méthode n'est pas adaptée aux composes thermosensibles
[110].

Etant donné la grande diversité des composés phénoliques, leur quantification
précise au sein d'un extrait requiert généralement lI'emploi de différentes techniques
analytiques, chacune ciblant un groupe spécifique de ces molécules. Par exemple, la méthode
de Folin-Ciocalteu est utilisée pour déeterminer la teneur en phénols totaux, reposant sur des
réactions de réduction chimique en présence de composés phénoliques. Bien que ces
méthodes soient simples et rapides, elles présentent des limites en termes de sensibilité et de
specificité pour les composeés individuels [111]. Pour le dosage des flavonoides, on utilise
des methodes basées sur les réactions des extraits phénoliques avec le chlorure d'aluminium
(AICI3) [112].

L'isolement, la purification et I'identification des molécules phénoliques peuvent
étre réalisés par diverses techniques chromatographiques telles que la chromatographie sur
couche mince (CCM), la chromatographie sur colonne, la chromatographie en phase gazeuse
(GC) et la chromatographie liquide haute performance (HPLC). Parmi celles-ci, 'HPLC
couplée a un détecteur a diodes array (DAD) ou a un spectrometre de masse (MS) est
particulierement prisée pour la caractérisation des polyphénols. Le DAD permet de recueillir
des données spectrales UV/visibles, facilitant ainsi I'identification des composés par
comparaison du temps de rétention et du spectre avec ceux d'un standard [113].
La Chromatographie en phase Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse en Tandem
(LC-MS/MS), offre une sensibilité accrue et une grande spécificité grace a la détection

sélective par masse. Cette méthodologie repose sur la separation des ions en phase gazeuse
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selon leur rapport masse/charge (m/z) et permet non seulement de détecter, identifier et
quantifier les molécules d'intérét, mais aussi de caractériser leur structure chimique par

fragmentation [114].

1.2.3.2.2 Les travaux antérieurs sur les composés phénoligues du genre Salvia

Les principaux composés phénoliques présents dans le genre Salvia sont les acides
phénoliques, les flavonoides, les anthocyanes et les coumarines.

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
de la sauge rouge ou Danshen chinois (Salvia miltiorrhiza) et Salvia 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
I’acide  3,4-dihydroxybenzoique [115] et P’acide 2,4 diméthoxybenzoique [116].
La majorité des acides phénoliques présents dans les especes Salvia sont exclusivement ceux
de dérivés de I'acide caféique, Ces acides phénoliques sont regroupés en acides monomeres
(I'acide caféique), diméres (I'acide rosmarinique), trimeres (l'acide lithospermique et I'acide
salvianolique A), tétrameres (I'acide salvianolique B) et d'autres oligomeéres [117]. La
distribution des acides phénoliques dans le genre Salvia est présentée dans le tableau suivant.
Tableau 1.3: Distribution des acides phénoliques dans le genre Salvia.

Acides phénoliques isolés Espece Réference

Acide 3,4-dihydroxybenzoique (acide protocatéchique) S. sonchifolia [115]
Acide 2,4 diméthoxybenzoique S. candidissima [116]
S. albimaculata [118]

S. bowleyana [119]

S. calycina [120]

i - S. horminum [121]
Acide cafeique S limbata [122]
S. plebeia [123]

S. sonchifolia [115]

S. triloba [120]

S. albimaculata [118]

Acide chlorogénique S. horminum [121]
S. triloba [120]

S. bowleyana [119]

: - S. flava [124]
Acide rosmarinique S miltiorrhiza [125]
S. sonchifolia [115]
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i . S. bowleyana [119]
Rosmarinate de méthyle S sonchifolia [115]
i i . S. flava [124]
Acide salvianolique A S. miltiorrhiza [126]
S. bowleyana [119]
. . . S. flava [124]
Acide salvianolique B S miltiorrhiza [125]
S. sonchifolia [115]
: L S. bowleyana [119]
Acide salvianolique C S miltiorrhiza [125]
Acide salvianolique D - .
Acide salvianolique E S. miltiorrhiza [127]
Acide salvianolique F S. miltiorrhiza [128]
Acide salvianolique G S. miltiorrhiza [129]
Acide salvianolique H S. cavaleriei (48]
Acide salvianolique | S. cavaleriei
Acide salvianolique J S. flava [124]
Acide salvianolique K S. deserta [130]
acide yunnaneique A
acide yunnaneique B _
! b !qu S. yunnanensis [131]
acide yunnaneique C
acide yunnaneique D
acide yunnaneique E
[ ique F :
ac!de yunnane!que S. yunnanensis [132]
acide yunnaneique G
acide yunnaneique H
Acide lithospermique S. yunnanensis [133]

Les flavonoides sont largement distribués dans le genre du Salvia [134-137], étant
principalement présents sous forme de flavones, flavonols et leurs glycosides. Les Flavones
6- hydroxylés ont été signalés a étre particulierement taxonomique de ce genre [138]. La
majorité des flavonoides sont flavones de 1’apigénine (5, 7, 4° Trihydroxyflavone) et la
Lutéoline (5, 7, 3°, 4’- tétrahydroxyflavone) et leur dérivés hydroxylés. Les éthers
methyliques de flavones sont largement distribués dans les feuilles de Salvia ou dans les
exsudats de parties aériennes [139, 140]. La répartition des flavonoides aglycones au sein du

genre Salvia est présentée dans le tableau 1.4 ci-dessous.



Tableau 1.4: Distribution des flavonoides aglycones dans le genre Salvia.
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Flavonoides aglycones Espéce Référence

S. aegyptiaca [141]
S. albimaculata [118]
S. horminum [121]
S. kopolnovii [135]

5, 7,4’-Trihydroxyflavone (apigénine) S. limbata [122]
S. nemorosa [135]
S. pedicellata [134]
S. sclarea [135]
S. glutinosa [139]
S. verbenaca [142]
S. dorrii

5,4’-Dihydroxy 7-méthoxyflavone (genkwanine) S. microsiphon [140]
S. stenophylla
S. dorrii
S. hypoleuca [140]

5-Hydroxy 7,4’-diméthoxyflavone _
S. macrosiphon
S. verbenaca [142]
S. aegyptiaca [141]
S. albimaculata [118]
S. dorrii [140]
S. horminum [121]

5, 7,3’ 4 -Tétrahydroxyflavone (Lutéoline) S. hypoleuca [140]
S. limbata [122]
S. pedicellata [134]
S. stenophylla [140]
S. verbenaca [142]
S. tomentosa [143]

6, 7,4’-Triméthoxyflavone (salvigenine) > Ia_mgera [144]
S. triloba [145]

5,3',4'-Trihydroxy 7-méthoxyflavone S. euphratica [134]
S. hypoleuca [140]
S. candidissima [116]

5, 7,4’-Trihydroxy 3'-méthoxyflavone (chrysoeriol) S. dorrii [140]
S. mirzayana

5, 7,3’-Trihydroxy 4'-méthoxyflavone (diosmétine) S. candidissima [116]
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5-Hydroxy 7,3',4'-triméthoxyflavone . euphratica [134]
) o S . columbariae
5,4'-Dihydroxy 6,7-diméthoxyflavone (cirsimaritine) [140]
. dorrii
) o o . macrosiphon
5,4'-Dihydroxy 6,7-diméthoxyflavone (cirsimaritine) : [140]
. mirzayana
i e L . hypoleuca [140]
5,7-Dihydroxy6, 4'-diméthoxyflavone (pectolinarigenine) pedicellata [134]
_ ) . hypoleuca
5,6-Dihydroxy7, 4'-diméthyoxyflavone [140]
. stenophylla
. columbariae
140
. dorrii [140]
. guranitica [146]
5,3’,4’Trihydroxy 6,7-diméthoxyflavone (cirsiliol) . hypoleuca
. macrosiphon [140]
. stenophylla
. verbenaca [147]

. lavanduloides [148]

5-Hydroxy 6, 7,3”,4’-tetraméthoxyflavone _macrosiphon

D NI LI O nnH O ml O T OO n OuOoununl nun v nu|l um

. mirzayana [140]
5, 8,4’-Trihydroxy 7-méthoxyflavone (salvitine) . plebeia [149]
5,3’-Dihydroxy-7,4’-diméthoxyflavanone . miltiorrhiza [150]
5, 7,4’-Trihydroxyflavonol (kaempférol) . dorri [140]
5,7,3’, 4’-Tétrahydroxyflavonol (quercétine) . dorrii [140]
5,7,3’, 4-Tétrahydroxy 3-méthoxyflavone . compressa [140]
5,7, 4’-Trihydroxy 3,3’-diméthoxyflavone . pedicellata [134]
5,7-Dihydroxy 3, 6,4’-triméthoxyflavone (santine) . pedicellata [134]
3,7, 4’-Tihydroxy 5,6-diméthoxyflavone . columbariae [140]

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. Il y a plusieurs
apigénine glycosylée avec deux ou plusieurs sucres, et parmi ceux-ci sont l'apigénine 7-
Cellobioside [151], I'apigénine 7-rutinoside [121] et 1’apigénine 7-cellobioside-4’-glucoside

[151]. Le tableau 1.15 montre la répartition des flavonoides glycosides dans le genre Salvia.



Tableau 1.5: Distribution des flavonoides glycosides dans le genre Salvia.
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Flavonoides glycosides isolés Espéce Référence
S. aegyptiaca [141]
S.albimaculata [118]
Apigénine-7-glucoside (cosmosiine) S. calycina [120]
S. horminum [121]
S. limbata [122]
Apigénine 7-Xyloside S. spp. (3) [136]
Apigénine 7-Cellobioside S. uliginosa [151]
Apigénine 7-Rutinoside S. horminum [121]
Apigénine 7-Cellobioside-4’-glucoside S. uliginosa [151]
S. aegyptiaca [141]
S. albimaculata [118]
S. calycina [120]
Lutéoline-7-glucoside (cinaroside) S. euphratica [134]
S. horminum [121]
S. limbata [122]
S. triloba [120]
Lutéoline 7-Rutinoside S. horminum [121]
6-hydroxy 6,7-Diméthoxylutéoline -5-glucoside S. verbenaca [147]
Kaempferol-3-glucoside (astragaline) S. cavaleriei [152]
Quercetine 3-Glucoside (isoquercitrine) S. cavaleriei [152]

Les anthocyanes sont particuliérement abondants dans les fleurs rouges ou pourpres

du Salvia [153, 154]. Les anthocyanes du Salvia ont d'abord été étudiés par Willstatter et

Bolton [155] et le pigment appelé salvianin a été identifié comme pelargonidine 3- (6-

caffeoylglucoside) -5-(4,6-dimalonylglucoside) [156]. Le tableau 1.6 illustre la distribution

des anthocyanines dans le genre Salvia.
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Tableau 1.6: Distribution des anthocyanines dans le genre Salvia.

Anthocyanines isolés Espece Référence

Pélargonidine-3-(6-cafféoylglucoside)-5-(4,6dimalonyl-
) o S. splendens [156]
glucoside) (salvianine)

Pélargonidine-3-(6-Cafféoylglucoside)-5-(6-malonyl-
g. ( Y 5 Y S. splendens [156]
glucoside)

Pélargonidine-3-(6-Cafféoylglucoside)-5-glucoside .splendens  [153-156]

Pélargonidine-3-(6-p-Coumaroylglucoside)-5-glucoside . splendens [153]

Cyanidine-3-(6-Caffeoylglucoside)-5-glucoside . coccinea [153]

wn| W mw m

Cyanidine-3-(6-p-Coumaroylglucoside)-5-glucoside . horminum [154]

Delphinidine-3-(6-caffeoylglucoside)-5-(4,6-dimalonyl-
) ) ) S. splendens [156]
glucoside) (salviadelphine)

Delphinidine3-(6-Caffeoylglucoside)-5-glucoside S. splendens [153]
Delphinidine-3-(6-p-Coumaroylglucoside)-5-(6-malonyl- S. farinacea [156]
glucoside) S. uliginosa [157]

1.2.3.3 Les Terpénoides

1.2.3.3.1 Généralité sur les terpénoides

Les terpénoides sont des composés synthétisés par les plantes, les organismes
marins, les champignons et méme les animaux. L’exploitation de la majorité de ces
composés s’effectuait sous forme des huiles essentielles extraites de plantes par le procéde
de I’hydrodistillation [158, 159].

La classification des Terpénoides est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité
de base isopréne en donnant des hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpénes
(C15), diterpenes (C20), sesterpénes (C25), triterpenes (C30), tetraterpenes (C40) et
polyterpénes.

Les sesquiterpénes et les monoterpénes sont souvent en mélange dans les huiles
essentielles des plantes. Les terpénes de type sesquiterpenes 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 tempeératures élevées [160].

Les diterpénes sont tres 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 [161]. Ils peuvent
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étre acycliques comme le phytol ; dont il est le représentant le plus connu de la chlorophylle
et des vitamines K et E, cependant apres divers réarrangements, ils peuvent étre
monocycliques comme la vitamine A, bicycliques comme le sclaréol ou tricycliques comme
I’acide abiétique.

Les triterpenes sont des molécules a 30 atomes de carbone. Ils ont comme
précurseur le squaléne. Ex : Le lanostérol qui est ensuite transformé en cholestérol, le
précurseur des stéroides. 1l y a plus de 1700 triterpenes dans la nature dont la majorité est
sous forme tétracyclique ou pentacyclique, la forme acyclique étant tres rare. La plupart de
Triterpenes sont des alcools, sous forme libre, glycoside ou ester.

1.2.3.3.2 Les travaux antérieurs sur les terpénoides du genre Salvia

Le genre Salvia est une source riche et variée de terpenes, avec une prédominance
de sesquiterpenes et de diterpenes (abiétanes et néo-cerdanes), mais aussi la présence de
sesterterpénes et de triterpénes.

La répartition des différents types de sesquiterpénes dans le genre Salvia peut varier
selon les espéces, influencant ainsi leur utilisation en médecine traditionnelle et en
phytothérapie moderne. Le tableau 1.7 présente une vue d'ensemble de la distribution des

sesquiterpenes au sein de différentes espéces du genre Salvia.

Tableau 1.7 : Distribution des sesquiterpénes dans le genre Salvia.

Sesquiterpenes isolés Espéce Référence
Salvinine S. divaricata [162]
S. candidissima [116]
S. limbata [163]
Spathulenol S. cyanescens [164]
S. sclarea [165]
S. yosgadensis [166]
. S. cyanescens [164]
Oxyde de caryophyllene

S. sclarea [165]

Istanbuline D S. yosgadensis
. . . [166]

1B-acetoxyeudesm-4(15), 7-dien-8a,12-olide S. yosgadensis

1B-Acetoxy-8B-hydroxyeudesm-4(15),7(11)-dien-8a,
12-olide
Lédol S. tchihatcheffii [168]

S. potentillifolia [167]
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Plus de 535 diterpénes appartenant aux 142 especes 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 a été isolé de I’espéce Salvia dorisiana, il est caractérisé par un cycle aromatique et

une longue chaine latérale [169].

CHj
HyC
H3C |
CH
HyC s

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

Les diterpenes bicycliques isolés des especes du genre Salvia sont constitués de 4

types de squelettes.

e Les labdanes tels que le Manool [170] et le Manoyloxide [171] qui ont été isolés de

I’espéce Salvia-candidissima.

Manool Manoyloxide

e Les clérodanes et les néo-clérodanes tels que le Portulide, isolé de I’espéce Salvia
melissodora [172] et le Dehydrokerline, isolé de 1’espece Salvia polystachya [173].

o
o

Portulide C Dehydrokerline
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e Les séco-clérodanes tels que le Rhyacophilline et le 7,8-didehydrorhyacophilline qui ont
été isolés des espéces Salvia rhyacophylla [174] et Salvia reflexa [175], respectivement.

Rhyacophilline 7,8-Didehydrorhyacophilline

e Les clérodanes arrangés, comme par exemple le salvianduline qui a été isolé de I’espéce
Salvia leucantha [176] et le Blephanolide qui a été isolé de 1’espéce Salvia
blepharophylla [177].

Blephanolide B

Salvianduline E

Les études effectuées sur ce genre ont montré qu'il existe également 4 types de
diterpenes tricycliques a savoir: les pimaranes, les abiétanes, les cassanes et les kauranes. Il
faut noter que les abiétanes sont les plus abondants. A notre connaissance, il y a un seul

diterpene tétracyclique de type kaurane, qui a été isolé de 1’espéce Salvia verbenaca [178].

CH,

Verbénacine isolé de I'espece Salvia verbenaca [178]



Les pimaranes

Acidel4-oxopimarique isolé de I’espéce
Salvia candidissima [179]

Les abiétanes

CHs

CH3

H3C CH3

Pachystazone isolé de I’espéce Salvia
candidissima [181]

Les cassanes

CH3q

Mattenoquinone isolé de 1’espéce
Salvia melissodora [183]
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Isopimara-6,8(14),15-triéne isolé de I’espéce
Salvia Salvia parryi [180]

CHj3

CH,

H3C

a
N0

Acide wiedemannique isolé de 1’espece
Salvia heldrichiana [182]

CHj,
OH

H3C

H3C

HsC CH,

Sempervirole isolé de I’espéce
Salvia multicaulis [184]
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Parmi Triterpenes isolés du genre Salvia, nous citons deux types de squelettes,
le 2-acetoxylupeol et le lupin-2,3-diol qui ont été isolés a partir du Salvia leriifolia [185] et
I’oléanane (1’Acide 2a, 3a, 16a -trihydroxy-24-nor-4 (23), 12-oleandien-28-oique) qui a été

isolé a partir des parties aériennes de Salvia palaestina Bentham [186].

1.3 Présentation des especes étudiées

1.3.1 Classification dans la systématique botanigue

Le nom générique Salvia est un emprunt au latin «saluia» désignant diverses

sauges [187] chez Pline, terme dérivant lui-méme de saluus «plante donnant la santé».

Regne : Plantae

Embranchement: Spermatophytes

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espeéce : Salvia microphylla Salvia officinalis

En Francais: La sauge de Graham La sauge officinale
Synonymes : Salvia grahamii Miramia ou siwak ennabie
Autres noms Sauge a petites feuilles sauge a feuilles larges

Salvia microphylla est connu sous le nom de « mirto de montes » ou « myrte des
montagnes » au Mexique. Par ailleurs, Salvia officinalis porte différente appellations selon
les régions. En Turquie, elle est largement connue sous le nom d'adacgayi, signifiant "le thé
des iles". En Algérie, on la nomme miramia ou siwak ennabie [188]. Elle est connue aussi
sous le nom "Essalma™ chez les Andalous et "Salbia" chez les botanistes en Espagne. Elle
est également appelée sauge, sauge de jardin, sauge doré, sauge de cuisine, vraie sauge, sauge

culinaire.



35

1.3.2 Présentation botanique et répartition géographigue des espéces étudiées

A. Salvia microphylla

La sauge de Graham ou sauge & petites feuilles est originaire du sud des Etats-Unis
et du Mexique. Cette espece pousse a 1’état sauvage mais elle s’hybride facilement. De
nombreux hybrides et cultivars ont été introduits dans I'horticulture depuis les années 1990.
Salvia microphylla 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 (a 4 angles) et
pubescents. Les feuilles opposées, de forme elliptique a ovale, sont portées par un pétiole de
1a1,5cmde 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
(a I'état sauvage) [189] de longueur triple du calice, le tube est renflé. La levre inférieure,

bilobée, s'étale largement, la levre supérieure est petite, en forme de casque (figure 1.7).

s s -
Genial végetal e |

Figure 1.7 : Salvia microphylla [190].

Salvia microphylla est un buisson compact qui perd ses feuilles en hiver et prospére
lorsqu'il est exposé a une forte luminosité. Elle pousse facilement dans les régions tempérées
chaudes et a la particularité de croitre rapidement. Cette variété de sauge est tres généreuse
en fleurs, offrant une floraison constante de mai jusqu'aux premieres gelées. Elle peut résister
a des températures aussi basses que -12 °C, mais pour maintenir sa vitalité, il est
recommandé de la tailler de maniere significative avant la saison hivernale. Il est a noter que
chez certains cultivars, la couleur des fleurs peut évoluer au fil des saisons : elle est rouge
au printemps et en automne, puis devient bicolore (rouge et blanc) pendant les mois les plus

chauds.
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B. Salvia officinalis

Salvia officinalis est une plante vivace qui pousse sous forme d'un sous-arbuste tres
ramifié, atteignant jusqu'a 60 cm de hauteur. Ses feuilles sont simples, opposées,
persistantes, et dégagent une forte odeur aromatique. La face inférieure des feuilles est
recouverte de poils blancs, tandis que la surface supérieure est généralement de couleur verte
ou gris verdatre, avec une bordure dentelée [191, 192]. Les tiges de la plante peuvent étre
dressées ou couchees, et elles sont couvertes de branches veloutées de couleur verte foncée
(Figure 1.8).

Les fleurs de la sauge officinale sont disposées en 6 a 8 verticilles, avec chaque
verticille contenant de 4 a 10 fleurs. Ces fleurs forment une inflorescence en épi et sont de
grande taille, mesurant de 20 a 35 mm de long. Elles ont une forme bilabiée et sont de couleur
bleu-violacé clair. Les pédoncules des fleurs sont courts, et elles sont généralement visibles
de mai a aodt. Les fleurs de la sauge officinale sont pentaméres, ce qui signifie qu'elles ont
des parties en multiples de cing, comprenant 4 étamines et 2 carpelles soudés. L'ovaire est

supére et divisé en 4 loges, avec un style et 2 stigmates [193] (Figure 1.8).

Figure 1.8 : Salvia officinalis [194].

Salvia officinalis est une plante aromatique originaire des régions méditerranéennes
orientales [195], notamment du bassin méditerranéen, de I'Espagne a la Turquie, ainsi
que du nord de I'Afrique. Elle est également cultivée en Algérie [196]. La sauge prospére
dans des sols légers, perméables, voire rocailleux, et elle préfere une exposition ensoleillée.
Elle s'épanouit particulierement dans des terrains chauds et calcaires, et elle présente une

résistance a la sécheresse [197].
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1.3.3 Usages traditionnels des espéces étudiées

A. Salvia microphylla

Salvia microphylla est couramment utilisée en médecine populaire, dans les rituels
de guérison au Mexique et en Amérique centrale [189]. Au cours de ces rituels, une infusion
préparée a partir des fleurs de cette plante est consommeée tout au long de la journée. En
dehors de ces traditions, Salvia microphylla est également fréquemment utilisée pour
soulager les maux d'estomac et les troubles gastro-intestinaux. Les personnes affectées
boivent une infusion de cette plante, parfois en association avec la grande camomille

(Tanacetum parthenium), afin de traiter la diarrhée.

B. Salvia officinalis

Salvia officinalis est une plante médicinale qui a une longue histoire d‘utilisation
remontant a I'Antiquité. Son nom latin, "Salvia™ est dérivé du mot latin "salvare™ qui signifie
"sauver" ou "guérir" ce qui refléte son utilisation traditionnelle pour ses propriétés curatives.
Il existait un dicton populaire disant «Pour quelle raison un homme devrait-il mourir alors
que de la sauge pousse dans son jardin». Voici un apercu des propriétés medicinales et
pharmacologiques de Salvia officinalis [198]:

- Utilisation historique: Les Egyptiens utilisaient la sauge pour traiter l'infertilité ;

- Asthme: Les feuilles séchées de sauge ont eté fumees pendant longtemps pour soulager
les symptdmes de I'asthme ;

- Antitranspirant: La sauge est utilisée en médecine traditionnelle pour réduire la
transpiration excessive ;

- Gargarisme: Elle est également utilisée en gargarisme pour soulager les maux de gorge ;

- Régularité menstruelle: On lui attribue la capacité d'améliorer la régularité du cycle
menstruel chez certaines femmes ;

- Ménopause: Elle peut aider a réduire les bouffées de chaleur, un symptdme fréquent de
la ménopause ;

- Problémes gastro-intestinaux: La sauge est utilisée pour lutter contre les gastro-entérites
et peut contribuer a améliorer la digestion ;

- Fonction hépatique: Des études suggérent qu'elle peut aider a améliorer la fonction
hépatique ;

- Appétit et digestion: Elle est egalement utilisée pour stimuler I'appétit et faciliter la
digestion ;

- Amélioration de la capacité mentale: La sauge est réputée pour ses effets positifs sur la
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capacité mentale, bien que les mécanismes précis ne soient pas toujours clairs ;

- Problémes circulatoires et nerveux: Les infusions de sauge sont appliquées pour traiter
plusieurs affections liées & la circulation sanguine et aux problémes du systéme nerveux
[199] ;

- Utilisation dans l'industrie alimentaire, la parfumerie et la cosmétique: Outre ses
utilisations médicinales, la sauge est également employée dans la préparation des

aliments, la fabrication de tisanes [200], la parfumerie et I'industrie cosmétique [201].

1.3.4 Composition chimique des espéces étudiées

1.3.4.1 Travaux antérieurs sur les huiles essentielles des espéces étudiées

Plusieurs études ont examiné la variation de la composition chimique des huiles
essentielles de Salvia microphylla récoltées pendant leur période de floraison. Le tableau 1.8
présente les constituants majoritaires présents dans les huiles essentielles de Salvia
microphylla provenant de différentes parties de la plante et de diverses origines.

Tableau 1.8 : Composants majoritaires (% > 5,0) des huiles essentielles de 1’espéce Salvia

microphylla.
Localité et pourcentage % de composé
. N Les parties
Composés majoritaires Les feuilles fraiches aériF()annes Les fleurs
Brazil Californie Italie Tunisie Italie
[202] [203] [204] [205] [206]

a-Pinéne - - 5,89 - -
Camphene - - 5,31 - -
1,8- Cinéole - 6,20 8,43 11,25 -
Camphre - 10,00 - - -
Thymol - - - - 8,10
Acétate d'isobornyle - - 9,13 - -
Cis p-Menthan-3-one - - - 10,74 -
Carvacrol - - - - 10,90
(E) caryophyllene 15,35 5,50 10,80 13,32 -
Bicyclogermacréne 6,17 - - - -
Davana éther - - - - 16,30
(-) Spathulénol - - - 6,77 -
Guaiol - 24,60 - - -
v- Eudesmol 6,17 - - 6,06 -
- Eudesmol 8,74 - 5,27 9,71 -
a- Eudesmol 14,06 18,00 6,41 - -
Hexahydrofarnésyl acétone - - - - 11,90
2,6, 10,14-Tétraméthyl-7-(3-

méthylpent-4 énylidéne) - - - - 5,30

pentadécane
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Le tableau 1.8 présenté met en lumiére la diversité chimique des huiles essentielles
extraites de différentes parties de la plante Salvia microphylla, provenant de diverses régions
géographiques. Cette diversité est influencée par des facteurs a la fois géographiques et
botaniques. L'analyse des différentes parties de la plante (feuilles, parties aériennes, fleurs)
provenant de diverses régions (Brésil, Californie, Italie, Tunisie) met en évidence une
complexité notable. Si certains composes, tels que le (E)-caryophylléne, le B-eudesmol et
l'a-eudesmol, sont présents dans la majorité des échantillons, leurs proportions varient
significativement. Par exemple, les feuilles brésiliennes se distinguent par une forte
concentration en sesquiterpenes, tandis que I'huile essentielle extraite des feuilles fraiches
de Californie se caractérise par une teneur élevée en guaiol. Les huiles essentielles issues
des parties aériennes de salvia microphylla cultivé en Italie et en Tunisie présentent un profil
plus équilibré, avec une diversité de monoterpénes et de sesquiterpenes. En revanche, I'huile
essentielle extraite des fleurs italiennes de Salvia microphylla affiche une composition
chimique complétement différente, dominée par des phénols comme le thymol et le carvacrol
et en composés terpéniques spécifiques (davana éther, hexahydrofarnésyl acétone).
Contrastant nettement avec les profils observes dans les autres parties de la plante. Ces
variations s'expliquent par une combinaison de facteurs, notamment, le genotype, les
conditions environnementales et le stade de développement de la plante.

A ce jour, aucune recherche scientifique n’a été effectuée concernant la
composition chimique de 1’espéce Salvia microphylla originaire d’ Algérie, constituant ainsi
une lacune importante dans la connaissance de cette plante.

De nombreux travaux réalisés concernant la composition chimique des huiles
essentielles de Salvia officinalis ont été rapporté dans la littérature. Les analyses GC et GC-
MS ont révélé une prédominance de monoterpenes, notamment le camphre, le 1,8-cinéole et
le thujone, qui se compose d'un mélange d'oa-thujone et de B-thujone. D'autres composes tels
que le bornéol, I’acétate de bornyle et I'a- pinéne ont également été identifiés. De plus, ces
huiles essentielles renferment des sesquiterpénes tels que le viridiflorol, 1'a-humuléne et le
B-caryophyllene. Le tableau ci-dessous résume les composés majoritaires des huiles
essentielles de I’espece Salvia officinalis provenant de différentes régions (Tableau 1.9).



Tableau 1.9 : Composants majoritaires (% > 5.0) des huiles essentielles de ’espéce Salvia officinalis provenant de différents pays.

Localité et pourcentage % de composé

Composés Tunisie [16, 207 Italie [208
majoritaires [16, 207] [208] Maroc  Croatie Liban Iran  Serbie Allemagne
Ch(_)tt El Marsa Orsomarso Civita  Buonvicino [209] [210] [211] [212] [213] [214]
Meriam
a-Pinéne - - - - - 7,46 - - - - -
Camphene - - 6,27 7,53 - - - - - - 5,26
B-Pinéne - - - 9,14 - - - - - - 6,54
1,8- Cinéole 14,40 22,22 9,86 8,80 9,21 11,46 8,10 14,64 11,97 13,80 15,52
a-Thujone 18,83 21,43 9,26 - 7,63 - 26,50 38,56 38,05 43,20 8,05
B-Thujone - - - - 8,10 21,80 13,80 - 5,88 5,60 -
Camphre 25,14 33,61 16,84 16,16 18,92 15,33 23,60 29,53 16,08 17,60 13,49
Bornéol - - - - - - - - - - 8,47
B-Caryophylléne - - - - - 6,76 - - - - -
a-Humuléne - - - - - - - 5,92 - - 8,21

Viridiflorol 7,98 - - - - 6,20 9,30 - - - -
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D’apres le Tableau 1.9 la composition chimique de I'huile essentielle de Salvia
officinalis s'avere tres variable, dépendant de son origine géographique. Elle est de
chemotypes camphre, 1,8-cinéole et a-thujone pour la plupart des espéces étudiées. Le
camphre représente le composant majeur des huiles essentielles de Salvia officinalis, avec
des concentrations allant de 13,49 % a 33,61 %, soulignant son importance dans la fragrance
et les propriétés de I'huile. Le 1,8-cinéole se distingue également par sa présence constante
et élevée, avec des concentrations variant de 8,1% a 22,22 %, ce qui indique son role
prépondérant dans l'huile. L'a-thujone est également se distingue par sa concentration
particuli¢rement élevée dans I’huile essentielle de Serbie (43,2 %), du Liban (38,56 %) et de
I’Iran (38,05 %). De méme, le B-thujone est bien représenté dans les échantillons du Maroc
(21,80 %) et en Croatie (13,8 %), mais est moins présent dans d'autres régions. Des
différences notables apparaissent avec des composés comme le B-pinéne et le camphene, qui
ne se trouvent que dans les huiles essentielles provenant d'ltalie (Orsomarso et Civita) et
d'Allemagne. L'absence ou la présence sporadique de certains composants, comme le -
caryophylléne, I’a-humulene et le viridiflorol dans certains échantillons, met en évidence les
variations géographiques et les spécificités locales de cette huile essentielle.

La composition chimique des huiles essentielles de 1’espéce Salvia officinalis
récoltée en Algérie est présentée dans le tableau 1.10, I’huile essentielle de Salvia officinalis
de I’Algérie se caractérise par une grande diversité chimique, en fonction de son origine
géographique. Parmi les constituants dominants, on trouve des concentrations élevées de
1,8-cinéole, particulierement dans les huiles essentielles issues des régions de Hamma
(15,42%) et Batna (15,92%). De méme, L'a-thujone est également bien représenté, avec des
niveaux maximaux dans les échantillons de Kherrata (25,20%) et Batna (24,52%). Quant
au camphre, il est largement présent, notamment dans les huiles essentielles de Hamma
(25,29%) et Kherrata (18,73%). Des différences notables apparaissent également dans
la composition des huiles essentielles. Par exemple, I'acétate de cischrysanthényle, présent
a 64,82% dans I'huile essentielle de Bouira, est complétement absent dans les autres
échantillons. De plus, certains composés tels que le B-Thujone et le f-caryophylléne sont
présents de maniére sporadique, voire inexistante, selon la région. Le caryophyllene oxyde,

le manool et le B-silinéne sont chacun présents exclusivement dans une seule région.



Tableau 1.10 : Composants majoritaires (% > 5.0) des huiles essentielles de I’espéce Salvia officinalis récoltée en Algérie.

Composés majoritaires Kherrata Hamma Alger Laghouat Mascara Batna Batna Constantine  Bouira

[215] [216] [217] [218] [219] [220] [221] [222] [223]
1,8- Cinéole 11,75 15,42 12,30 10,06 11,40 11,80 15,92 8,11 -

a-Thujone 25,20 16,84 19,60 15,68 8,80 16,70 24,52 - 14,70
B-Thujone - - 8,00 - - - 6,50 16,44 -
Camphre 18,73 25,29 20,40 16,41 9,50 14,90 16,86 8,99 -

Acétate de cischrysanthényle - - - - - - - - 64,82
B—caryophylléne - 6,01 - - 8,19 - - 5,85 -
Viridiflorol 10,56 - 11,69 - 10,10 6,30 10,93 -
Caryophylléne oxide - 6,07 - - - - - - -
Manool - - - 15,00 - - - - -
B-silinéne - - - - 11,26 - - - -
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1.3.4.2 Travaux antérieurs sur les composés phénoliques des especes étudiées

Peu d’études ont été réalisées sur les extraits de ’espece Salvia microphylla. A
notre connaissance deux esters phénoliques ont été isolés de 1’espéce Salvia microphylla;

eicosaheptanoic acid 2-(p-hydroxyphenyl) ethyl ester (1) et I’hexacosylferulate (2) [224].
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De nombreuses études ont été menees sur les extraits de 1’espéce Salvia officinalis.
Ces études ont montrées que cette plante contient une grande variété de composés
biologiquement actifs, parmi lesquels on trouve les composés phénoliques qui sont les
composants les plus abondants. Tels que les acides phénoliques, comme l'acide caféique,
I'acide vanillique, 1’acide gallique, l'acide férulique, 1’acide saugerinique et l'acide
rosmarinique, ainsi que les flavonoides, tels que la lutéoline, lI'apigénine et la quercétine
(figure 1.12) [225, 226]. Les principaux composes phénoliques extraits de I'espéce Salvia
officinalis sont présentés dans le tableau 1.11 et leurs structures sont illustrées dans la figure
1.9.
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Tableau 1.11: Les principaux composes phénoliques isolés de I’espéce Salvia officinalis

Classe Composé isolé et N° de structure Référence
Acide 4-hydroxybenzoique [227]
Acide vanillique [228]
Acide caféique [227]
Acides Acide férulique
o . — [228]
phénoliques  Acide rosmarinique
6-féruloyl-a-glucose [229]
Acide Salvianolique L [230]
Acide p coumarique 4- (2-Apiosyl) glucoside [231]
5, 7,4’-Trihydroxyflavone (apigénine)
5,4’-Dihydroxy 7-méthoxyflavone (genkwanine) [228]
5-Hydroxy 7,4’-diméthoxyflavone
5, 7,3°,4’-Tétrahydroxyflavone (Lutéoline) [232]
Les flavonoides I i
6-Hydroxyapigenine (scutellareine)
aglycones i : _ [228]
5,4'-Dihydroxy 6,7-diméthoxyflavone (cirsimaritine)
5, 6, 7,4’-Tetraméthoxyflavone [233]
8-Hydroxyapigénine (isoscutellareine) [226]
5, 7,3’-Trihydroxy-4’-méthoxyflavanone (hesperetine)
Apigeénine-7-glucoside (cosmosiine) [234]
Les flavonoides 6-Hydroxyapigénine-6-méthoxy-7-glucoside [226]

glycosides

(homoplantagenine)

6-Hydroxylutéoline-7-glucoside

[231]
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Figure 1.9 : Structure des principaux composés phénoliques isolés a partir de Salvia
officinalis [235].
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1.3.4.3 Travaux antérieurs sur les terpénoides des especes étudiées

Les principaux terpénoides isolé du I’espéce Salvia microphylla sont les

diterpénoides, des sesquiterpénoides et des triterpénoides.

Tableau 1.12 : Les principaux terpénoides isolés de 1’espéce Salvia microphylla.

Classe Composé isolé et N° de structure Référence

) ] -eudesmol (3)
sesquiterpénoides

8a-hydroxy-p-eudesmol (4) [224]
Acide 12-méthoxycarnosique (5)
Microphyllandiolide (6) [236]
Acidel4a-hydroxyisopimarique (7) [237]
14 o, 18-dihydroxyisopimaradiene (8) [238]
diterpénoides Acide 7a-acétoxysandaracopimarique (9) [237]
Acide 7a-hydroxysandaracopimarique (10)
7-oxosandaracopimarate de méthyle (11) (23]
7a-hydroxysandaracopimarate de méthyle (12)
Sandaracopimara-8(14) ,15-dien-7a, 18-diol (13) [237]
lupéol (14)
triterpénoides  Acide oléanolique (15) [224]

3-acétate d'erythrodiol (16)

Les structures de ces terpénoides sont schématisées et représentés dans la figure 1.10:
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HC  CHs

H3C CH3 15

Figure 1.10 : Structure de quelques terpénoides isolés de I’espece Salvia microphylla.

Salvia officinalis contient une grande variété de composés biologiquement actifs,
parmi lesquels on trouve les monoterpenes, les diterpenes et les triterpenes. Les composants
monoterpéniques les plus courants de cette plante, sont I' a -thujone, la B-thujone, le 1,8-
cinéole et le camphre [239-241]. Les diterpenes prédominants comprennent I'acide

carnosique, le carnosol, le rosmadial et le manool [239-241]. De plus, on trouve des
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triterpénes tels que I'acide oléanolique et I'acide ursolique dans la plante [239-241]. Ainsi
que, les sesquiterpeénes a-humuléene et viridiflorol [241-243] sont présents dans les extraits
de cette espéce (figure 1.10) [241-243].

Les structures de quelques Terpénoides isolé de I’espéce Salvia officinalis sont

schématisées et représentés dans la figure ci-dessous :

CH, H3 CHs CHg
@ o
o}
o} HsC
CH, /\ IS o,
w-thujon  H,C ; 1,8-cineole Camphre
- g - thujon '
OH
HO
2, OH
HO
J\)
HO 0

Cooy Rosmadial
Acide carnosique Carnosol HaC Manool

CHs

Acide oléanolique 5, Acide ursolique

Z
2

CHy

(d)

CH3

CH, -
a-humuléne Vinidiflorol

Figure 1.11 : Structure des principaux terpenoides isolés a partir de Salvia officinalis;

(@) les monoterpénes; (b) les diterpénes; (c) les triterpenes; et (d) sesquiterpénes [235].
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1.4 Etudes antérieures sur les activités biologiques

1.4.1 Généralité sur les activités biologiques

1.4.1.1 Activité antioxydante

L'intérét croissant pour les antioxydants naturels, en raison de leurs bienfaits
thérapeutiques, est alimenté par la demande croissante de solutions alternatives aux
antioxydants synthétiques, tels que le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne
(BHT) [1]. Ces antioxydants synthétiques suscitent des inquiétudes en raison de leurs effets
indésirables sur la santé, notamment des dommages au foie et des soupgons de lien avec
certains cancers [2].

Les huiles essentielles et les extraits naturels se sont révelés étre des sources
prometteuses d'antioxydants naturels. 1ls agissent en inhibant la peroxydation des lipides et
en stoppant le mécanisme d'auto-oxydation [5, 6, 244, 245]. Ce développement de la
recherche sur les plantes médicinales en vue d'obtenir des phytomédicaments revét une
grande importance pour divers secteurs, notamment la thérapie, I'industrie agroalimentaire,
la cosmétique et la parfumerie.

De nombreuses méthodes ont été développées pour évaluer in vitro de l'activité
antioxydante des aliments, des extraits ou des composés individuels. La plupart de ces
méthodes consistent a mélanger des substances oxydantes, comme les radicaux libres, avec
un échantillon contenant des antioxydants qui ont la capacité d'entraver la formation de
radicaux. Ces antioxydants peuvent agir de deux maniéres principales : soit en transférant
un atome d’hydrogéne (cinétique rapide de certains acides et dérivés phénoliques), soit en
transférant un électron (cinétique lente des dérivés glycosylés et des anthocyanes) [246,247].
Les méthodes qui se fondent sur le transfert d'atome d'hydrogene évaluent la capacité globale
d'un antioxydant a inhiber les radicaux libres en donnant un atome d'hydrogene, tandis que
les méthodes basees sur le transfert d'électron mesurent la capacité d'un antioxydant a
transférer un électron qui réduira divers composes, y compris les métaux, les carbonyles et
les radicaux.

Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide
ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) [248] ainsi que les composés

phénoliques (Figure 1.12).
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Figure 1.12 : Principaux composes naturels possédant des propriétés antioxydantes.

En raison de la complexité des processus d'oxydation et de la variété des
antioxydants, qui peuvent avoir des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il
n'existe pas de méthode universelle permettant de mesurer de maniere précise l'activité
antioxydante. Souvent, il est nécessaire de combiner les réponses de différents tests
complémentaires pour obtenir une indication de la capacité antioxydante de I'échantillon a
tester [249-251].

Diverses approches sont utilisées pour évaluer I'activité antioxydante, a savoir : le
piégeage du radicale libre DPPH, le piégeage du cation radicale ’ABTS", la capacité
antioxydante par réduction du cuivre CUPRAC, le pouvoir réducteur (FRAP) et test de

blanchissement du -carotene et la méthode de Phénanthroline.
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1.4.1.2 Activité anticholinestérase (anti-Alzheimer)

La maladie d'Alzheimer est une maladie neurodégénérative qui entraine une perte
progressive de la mémoire et d'autres fonctions cognitives. Cette maladie est associée
a un déficit dacétylcholine, un neurotransmetteur important pour la mémoire.
L'acéetylcholinestérase (AChE) est une enzyme qui accélere la décomposition rapide de
I'acétylcholine en choline et acide acétique, ce qui entraine son désactivation. Les substances
anticholinestérases inhibent I'enzyme cholinestérase, ce qui entraine une augmentation de la
concentration d'acétylcholine dans le cerveau (réduction de la dégradation de
I'acétylcholine). Cette augmentation de I'acétylcholine peut donc aider a soulager les
symptdémes de la maladie d'Alzheimer. L’activité anticholinestérase est déterminée par la
méthode d’Ellman (figure 1.13) [252].
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HOOC COOH
DTNB
HOOC

Jaune Acide-5-thio-2-

Mélange disulphide nitrobenzoique (TNB)

Figure 1.13 : Mécanisme chimique de la méthode d’Ellman.
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1.4.1.3 Activité antidiabétique

Le diabéte sucré est un trouble endocrinien chronique qui affecte le métabolisme
des glucides, des protéines, des lipides, des électrolytes et de 1’eau. Il comprend un groupe
de maladies métaboliques caractérisées par une hyperglycémie, dans lesquelles les niveaux
de sucre dans le sang sont €levés soit parce que le pancréas ne produit pas assez d’insuline,
soit parce que les cellules ne répondent pas a I’insuline produite [253]. Par conséquent, une
approche thérapeutique pour traiter le diabéte consiste a diminuer 1’hyperglycémie
postprandiale [254]. Cela peut étre réalisé en inhibant les enzymes de I'hnydrolyse des
glucides, telles que l'alpha-amylase et I'alpha-glucosidase [255]. L'alpha-glucosidase et
I'alpha-amylase sont des enzymes importantes impliquées dans la digestion des glucides et
facilitent I'absorption intestinale. L’alpha-amylase est impliquée dans la dégradation des
glucides a longue chaine (amidon) et I’alpha glucosidase décompose les disaccharides en
glucose.

Les inhibiteurs de [D’alpha-glucosidase sont utilisés comme médicaments
antidiabétiques oraux pour traiter le diabéte sucré de type 2. lls agissent en empéchant la
digestion des glucides tels que I’amidon. Les glucides sont normalement convertis en sucres
simples qui peuvent étre absorbés par I’intestin [256]. Les inhibiteurs de I’alpha glucosidase
agissent comme des inhibiteurs compétitifs de I’enzyme alpha glucosidase nécessaire a la
digestion des glucides. Les alpha-glucosidases intestinales hydrolysent les glucides
complexes en glucose et d'autres monosaccharides dans I'intestin gréle. L’inhibition de ces
systéemes enzymatiques contribue a réduire la vitesse de digestion des glucides [257]. Moins
de quantités de glucose sont absorbées parce que les glucides ne sont pas decomposés en
molécules de glucose. Chez les diabétiques, I’effet a court terme de ces thérapies
medicamenteuses est de diminuer les niveaux élevés de glucose dans le sang. Les inhibiteurs
enzymatiques synthéetiques actuellement utilisés provoquent des effets secondaires gastro-
intestinaux tels que diarrhée, flatulences, ballonnements abdominaux, etc. [258]. Par
conséquent, les inhibiteurs naturels de l'alpha-amylase et de l'alpha-glucosidase issus de
plantes alimentaires peuvent étre utilisés comme une thérapie efficace pour traiter

I'nyperglycémie postprandiale avec des effets secondaires minimes.
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1.4.1.4 Activité antimicrobienne

Actuellement, la découverte de nouveaux antibiotiques est un objectif
exclusivement important. Les produits naturels restent I'une des principales sources de
nouvelles molécules médicamenteuses aujourd'hui. Ils sont dérivés de bactéries procaryotes,
de micro-organismes eucaryotes, de plantes et de divers organismes animaux. Les produits
microbiens et végétaux occupent la majeure partie des composés antimicrobiens découverts
jusqgu'a présent [259]. Les plantes et d'autres sources naturelles peuvent fournir une vaste
gamme de composés complexes et structuralement diversifiés. Récemment, de hombreux
chercheurs se sont concentrés sur l'investigation d'extraits de plantes et de micro-organismes,
d'huiles essentielles, de métabolites secondaires purs et de nouvelles molécules synthétisees
en tant qu'agents antimicrobiens potentiels [260-262]. Les huiles essentielles ont un spectre
d'action trés large, car elles inhibent la croissance de différents types de micro-organismes,
dont les bactéries, les moisissures et les levures. Leur activité est due a leur composition
chimique, notamment a la présence de composes volatils majeurs.

Le mode d'action des huiles essentielles est principalement lié a la structure de la
paroi bactérienne et a la perméabilité de leur membrane. L'huile essentielle exerce son
activité antimicrobienne en perturbant la bicouche lipidique des bactéries, grace a sa nature
hydrophobe. Cela provoque une augmentation de la perméabilité membranaire, entrainant
une fuite des constituants cellulaires. De plus, I'acidification de l'intérieur de la cellule
bactérienne blogue la production d'énergie et la synthese des structures cellulaires, tandis
que la destruction du materiel génétique conduit finalement a la mort de la bactérie [263].
En revanche, les bactéries a Gram négatif sont plus résistantes que celles a Gram positif en
raison des différences structurelles de leur membrane externe [264].

Diverses méthodes de laboratoire peuvent étre utilisées pour évaluer ou cribler
I'activité antimicrobienne in vitro d'un extrait, d'un composé pur ou huile essentielle. Les
méthodes les plus connues et de base sont la méthode de diffusion sur disque pour déterminer
la sensibilité des bactéries aux antibiotiques, et les méthodes de dilution en milieu liquide ou
en gélose. Qui sont les plus appropriées pour la détermination des valeurs de CMI
(concentration minimale inhibitrice), car elles offrent la possibilité d'estimer la concentration
de I'agent antimicrobien testé dans I'agar (dilution en agar) ou dans le milieu de culture
liquide (macrodilution ou microdilution).

La détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) ou concentration

minimale fongicide (CMF), également connue sous le nom de concentration minimale létale
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(CML), est la méthode la plus courante pour estimer I'activité bactéricide ou fongicide. La
CMB est définie comme la plus faible concentration d'agent antimicrobien nécessaire pour
tuer 99,9 % de l'inoculum final aprés 24h d'incubation dans des conditions normalisées
décrites dans le document M26-A [265].

1.4.2 Travaux antérieurs sur les activités biologiques des espéces étudiées

De nombreuses études ont été réalisées sur les especes Salvia microphylla et Salvia
officinalis, explorant non seulement la composition chimique de leurs huiles essentielles et
extraits, mais aussi leurs activités biologiques. Notre étude se concentre uniquement sur les

recherches les plus récentes.

> Salvia microphylla

Lima et ses collaborateurs [202] ont évalué les propriétés bactéricides et
antioxydantes de I'huile essentielle extraite des feuilles fraiches de Salvia microphylla. Ils
ont utilisé le test de diffusion en gélose pour mesurer I'activité bactéricide, et les tests au 1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) et au B-carotene/ acide linoléique pour évaluer l'activité
antioxydante. Ils ont démontré que I'huile essentielle présente une bonne activité bactéricide,
et que l'activité est trés significative selon le test au B-carotene/acide linoléique, avec une
ICso de 770 pg/mL.

Pour Vérifier la possibilité d'utiliser des extraits de Salvia microphylla comme
ingrédient fonctionnel pour traiter ou diminuer les maladies de la peau, Choi et al. [266] ont
étudié les propriétés antioxydantes de I'extrait éthanolique a l'aide des méthodes DPPH et
ABTS. lls ont également examiné ’activité anti-inflammatoire de cet extrait en analysant
I'inhibition de la production d'oxyde nitrique (NO) et I'expression de I'oxyde nitrique
synthase inductible (iNOS) dans des macrophages RAW 264,7 activés par le
lipopolysaccharide (LPS). Cette étude a démontré que l'extrait éthanolique posséde une
excellente activité antioxydante. De plus, les résultats ont révélé que cet extrait non
seulement neutralise le NO, mais réduit également I'inflammation en inhibant I'expression
de I'INOS. Par conséquent, I'extrait éthanolique de Salvia microphylla pourrait étre utilisé
efficacement dans les cosmétiques comme conservateur naturel doté d'activités antioxydante
et anti-inflammatoire, ainsi que comme matiere premiére pour soulager les irritations

cutanées.
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Par ailleurs, Jo et al. [267] ont confirmé que l'extrait éthanolique de Salvia
microphylla présente une activité antioxydante remarquable, stimule la synthése de pro-
collagéne et inhibe la production de métalloprotéinase matricielle (MMP-1), soulignant ainsi
son potentiel en tant qu'ingrédient fonctionnel pour les cosmétiques.

D’autre part, les extraits méthanoliques de Salvia microphylla se révélent étre de
puissants inhibiteurs de la génotoxicité provoquée par le méthyl parathion chez les souris
albinos suisses [268].

En outre, I'extrait chloroformique obtenu a partir des parties aériennes de Salvia
microphylla récoltée au Mexique a montré une activité insectistatique et insecticide efficace
contre la chenille Iégionnaire d'automne. Ces résultats suggerent que cet extrait pourrait étre
utilisé comme moyen de lutte efficace contre ce ravageur [269].

L'espéce Salvia microphylla récoltée en Tunisie a fait I'objet de plusieurs études sur
ses activités biologiques [205]. L'huile essentielle et I'extrait méthanolique de cette plante
ont montré une activité antimicrobienne intéressante contre les souches étudiées. En
revanche, l'extrait obtenu par infusion n'a pas démontré de pouvoir antibactérien aux
concentrations testées. Toutefois, cet extrait a révélé des propriétés antioxydantes nettement
superieures a celles de I'huile essentielle et de I'extrait méthanolique.

Les études réalisées sur des extraits éthanoliques de Salvia officinalis et Salvia
microphylla ont montré une activité neuroprotectrice significative dans un modele animal de
maladie d'Alzheimer induite par la scopolamine. Ces extraits ont atténué la déposition de
béta-amyloide, inhibé l'activité de I'acétylcholinestérase et réduit les marqueurs de stress
oxydatif. Ces résultats suggerent que ces espéces de Salvia cultivées en Jordanie et en
Egypte pourraient offrir de nouvelles pistes thérapeutiques pour le traitement de la maladie
d'Alzheimer [270].

Une étude supplémentaire a révélé que I'extrait éthanolique de Salvia microphylla
provenant du Mexique pourrait jouer un role dans la prévention de I'obésité et du stress
oxydatif. Cet extrait a montré des propriétés anti-lipase en inhibant la lipase pancréatique
porcine (PPL), ainsi que des propriétés antioxydantes, neutralisant les radicaux libres nocifs.
Ces resultats suggerent que Salvia microphylla pourrait é&tre une plante medicinale

prometteuse pour la gestion du poids et la protection des cellules [271].
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> Salvia officinalis

De nombreuses études rapportées dans la littérature ont examiné l'activité
antioxydante des huiles essentielles et des extraits de Salvia officinalis. L'extrait é&thanolique
de cette espéce, récoltée en Egypte [272], a démontré une bonne activité antioxydante lors
du test DPPH, avec une ICso de 23,21 + 1,17 pg/mL, ainsi que des valeurs de 1864,71 et
1793,80 uM équivalents Trolox/mg d'extrait pour le test ABTS.

Par ailleurs, I'huile essentielle extraite des feuilles de sauge récoltées au Vietnam
[273] et au Maroc [274] a montré une activité antioxydante modérée dans le test au DPPH,
avec des valeurs I1Cso de 457,597 pg/mL et 309,42 mg/mL, respectivement.

Les extraits de Salvia officinalis, récoltée en Roumanie et obtenus par méthanol,
éthanol, éther diéthylique et hexane, ont révelé une activité antioxydante significative,
I'extrait méthanolique affichant la plus grande capacité antioxydante [275].

La littérature a également rapporté les activités antioxydantes et antimicrobiennes
des huiles essentielles de Salvia officinalis récoltées dans différentes régions de I'Algérie.
Toutes les huiles essentielles ont montré une activité antioxydante et antimicrobienne
significative [215, 216, 221-223].

Zatout et ses collaborateurs ont étudié les propriétés antimicrobiennes et antibiofilm
de I'huile essentielle extraite des parties aériennes de Salvia officinalis, récoltée dans la
région des Aurés en Algérie [220]. Cette huile essentielle a démontré des activités
antibactériennes et antibiofilm remarquables. En conséquence, elle pourrait constituer une
alternative efficace aux antibiotiques traditionnels contre les formes planctoniques et
biofilmees des isolats de CoNS (staphylocoques a coagulase négative), grace a ses capacités
antibactériennes et de formation d'antibiofilm éleveées.

En revanche, I'huile essentielle obtenue a partir des parties aérienne de la méme
espéce récoltées a Laghouat [218] a révélé des propriétés antioxydantes modérées par
rapport a I'acide ascorbique dans le test DPPH, ainsi que des propriétés antimicrobiennes
notables contre les souches étudiées. De plus, cette huile a montré une inhibition de la
croissance contre diverses lignées cellulaires de cancers du sein, du col de l'utérus, de la
leucémie et de la prostate, suggérant une utilisation potentielle en tant que nutraceutique
pour la prévention du cancer.

L’espéce Salvia officinalis récoltée a Mostaganem a eté I'objet de plusieurs études
sur ses activités biologiques [276]. L'huile essentielle de cette plante a montré une activité

antimicrobienne notable contre Escherichia coli, Bacillus cereus et Candida albicans, bien
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que ses propriétés antioxydantes aient été relativement faibles. Cependant, I'extrait
méthanolique de la méme plante a présenté des activités antioxydantes et antibactériennes
intéressantes.

Les extraits éthanoliques de Salvia officinalis récoltés dans deux régions de
I'Algérie, a savoir Mascara [277] et Tiaret [278], ont montré des propriétés antibactériennes,
antioxydantes et anti-inflammatoires considérables.

Par ailleurs, I'nuile essentielle de Salvia officinalis récoltée en Tunisie a révélé une
puissante capacité de piégeage des radicaux libres, ainsi que des activités anti-
inflammatoires, anti-Alzheimer et anti-goutte modérées [16].

Un nombre croissant d'études scientifiques soutiennent I'utilisation de Salvia
officinalis comme moyen de prévention et de traitement de la maladie d'Alzheimer et d'autres
maladies neurodégénératives [279-285].

Une étude chimique portant sur I'espece Salvia officinalis récoltée en Roumanie a
révelé que I'extrait éthanolique de cette plante possede de puissantes propriétés inhibitrices
sur l'acétylcholinestérase (AChE), la butyrylcholinestérase (BChE) et I'alpha-glucosidase.
De plus, cet extrait présente une activité antimicrobienne notable [286].

L'extrait de décoction d'hydro-méthanol, ainsi que les fractions d'acétate d'éthyle et
de n-butanol obtenues a partir de Salvia officinalis récolté dans la région de Tlemcen, ont
révélé des activités inhibitrices sur l'alpha-amylase et l'alpha-glucosidase. En outre, ces
extraits ont montré une faible activité hémolytique [287].

Une étude menée par des chercheurs libanais sur la Salvia officinalis récoltée au
Liban a révélé que I'huile essentielle de cette plante présente des propriétés antidiabétiques

et anti-inflammatoires [211].

» Conclusion

Cette étude bibliographique nous a permis de conclure que 1’huile essentielle de
Salvia microphylla n’a pas été étudiée pour ses activités anticholinestérase. De plus, les
activités antidiabétiques de cette espece n'ont fait I'objet d'aucune investigation scientifique
ace jour.

La composition chimique des huiles essentielles des tiges pour les deux plantes
étudiées, Salvia microphylla et salvia officinalis, ainsi que les activités biologiques n’ont pas

également été rapporté dans la littérature.
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

2.1 Matériel
2.1.1 Matériel végétal

Pendant la période de floraison en juillet 2018, les parties aériennes fraiches (tiges,
feuilles et fleurs) de deux plantes Salvia microphylla et Salvia officinalis ont été récoltées a
Blida (située au sud-ouest d'Alger, Algérie, latitude : 36°28”12°°N; longitude : 2°49°39"’E;
altitude : 252 m ; température moyenne : 17,9 °C ; précipitations moyennes : 791 mm). Ces
deux ecpéces ont été identifiées au Jardin Botanique du Hamma, a Alger. Les échantillons
récoltés ont été séchés a I'air, a I'ombre et a température ambiante pendant 10 jours. Par la
suite, ils ont été découpées en petits morceaux et stockés dans des conditions appropriées

jusqu’a leur utilisation.
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Figure 2.1 : Localisation géographique du site de récolte des deux espéces étudiées.

2.1.2 Produits chimiques et micro-organismes utilisés

Toutes les mesures d’activité antioxydante, enzymatique et antimicrobienne ont été
effectuées sur un lecteur de microplaques a 96 puits, Perkin ElImer Multimode Plate Reader
En Spire au Centre National de Recherche en Biotechnologie, Constantine.
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» Solvants et réactifs

Concernant les tests anti radicalaires, les réactifs utilisé dans la présente étude
sont : Le réactif de Folin Ciocalteu (FCR), le 2,2-diphényl-1 picrylhydrazyl (DPPH),
I'hydroxyanisole butylé (BHA), I'hydroxytoluéne butylé (BHT), l'a-tocophérol, l'acide
ascorbique, l'acide tannique, 1’acide gallique, la quercétine, acide 2,2'-azino-bis
(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (ABTS™), la néocuproine, I'acide trichloroacétique
(TCA), le ferricyanure de potassium (KsFe (CN)s), 1,10-phénanthroline, I'acide linoléique,
le P-caroténe, le monopalmitate de polyoxyethyléne sorbitane (Tween 40) et le
diméthylsulfoxyde (DMSO) ont tous été achetés auprés de Sigma Chemical Co. (Sigma-
Aldrich GmbH, Sternheim, Allemagne). Le carbonate de sodium (Na2COs), I’acétate de
potassium (CH3COOK), le chlorure d’aluminium (Al Cls), le sulfate de sodium (Na2S0a4),
le chlorure de fer (111) (FeCls), le chlorure de cuivre (1) (CuCl) et l'acétate d'ammonium
(CH3COONHq4) ont été acquis auprés de Biochem Chemopharma (France). Et pour les tests
enzymatiques : l'iodure d'acétylthiocholine, Iiodure de S-Butyrylthiocholine, I'acide 5,5'-
Dithiobis  (2-nitrobenzoique) (DTNB), I'acétylcholinestérase d'anguille électrique
(Electrophorus electricus, AChE, Type-VI-S, EC 3.1.1.7, 827,84 U/mg , Sigma), la
butyrylcholinestérase de sérum de cheval (BChg, EC 3.1.1.8, 7,8 U/mg, Sigma), la
galantamine, l'a-Glucosidase de Saccharomyces cerevisiae (Type I, > 10 unités/mg de
protéine), le 4-Nitrophényl a-D-glucopyranoside (> 99%) et l'acarbose (> 95%) ont été
obtenus chez Sigma Chemical Co. (Sigma-Aldrich GmbH, Stern-Heim, Allemagne). Tous

les autres produits chimiques et solvants utilisés sont de grade analytique.

» micro-organismes

L'activité antibactérienne des huiles essentielles a été testee contre les micro-
organismes suivants : Pseudomonas aeruginosa ATCC 25843, Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella abony ATCC 14028, Agrobacterium tumefaciens ATCC 23308,
Enterobacter cloacae ATCC13047, Enterococcus faecalis ATCC 51299, Micrococcus
luteus ATCC 14110, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Listeria monocytogenes ATCC
49594, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 14975, Candida albicans
ATCC 1023 et Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763.Les souches de référence (ATCC,
American type culture collection) ont été obtenues aupres de I'Institut Pasteur (Alger),en
utilisant les méthodes conventionnelles du (NCCLS) [288] et du (CLSI) [289].
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2.2 Etude de influence de quelques paramétres liés a la matiére végétale sur le rendement

et la composition chimigue des huiles essentielles des espéces étidiées

La composition chimique et le rendement des huiles essentielles dépendent d’une
série de facteurs intrinséques et extrinséques auxquels la plante est soumise tout au long de
son cycle de développement. Parmi ces facteurs, on peut citer la période de récolte, la partie
de plante utilisée, le lieu de récolte, le séchage, la méthode d'extraction [290-292]. Chaque
étape de la production des huiles essentielles est importante, ainsi la variation de la teneur
des composés ou I’apparition de nouvelles molécules peuvent également étre influencées par
toutes les étapes de traitement, allant de la collecte de la matiere végétale au stockage des
huiles essentielles [293]. Cette section de I'étude a pour objectif d'analyser I'évolution de la
composition chimique des huiles essentielles tout au long du cycle végétatif. Les deux
espéces, Salvia microphylla et Salvia officinalis, ont été récoltées mensuellement de Janvier
a Novembre. D’autre part, nous nous sommes intéressés a évaluer l'influence de trois
procédés d'extractions distincts (I'hydrodistillation, 1’entrainement a la vapeur d’eau et
I'induction électromagnétique) sur la qualité et la quantité des huiles essentielles de I’espéce
Salvia microphylla. Cette étude a permis de déterminer la technique optimale d'extraction et
d'identifier les périodes optimales de récoltes pour chaque espece etudiée en fonction des
propriétés recherchées dans les huiles essentielles, en tenant compte de son impact sur le

rendement et la composition chimique des huiles essentielles obtenues.

2.2.1 Influence de la technique d’extraction sur le rendement et la composition chimigue

des huiles essentielles

Le matériel végétal utilisé correspond a la partie aérienne composee des tiges, des

feuilles et des fleurs de I’espéce Salvia microphylla. La récolte s'est effectuée en juillet 2018

dans la région de Blida. les parties aériennes recueillies sont séchées a l'air libre, a I'ombre
et a température ambiante pendant 10 jours.

L'extraction des huiles essentielles a été réalisée par trois méthodes d'extraction,

telles que I'extraction par hydrodistillation, I'extraction par entrainement a la vapeur et

I'extraction par induction électromagnétique.
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2.2.1.1 Extraction des huiles essentielles

2.2.1.1.1 Extraction par hydrodistillation

100g des parties aériennes seches de Salvia microphylla ont été soumis a une
hydrodistillation conventionnelle a l'aide d'un appareil de type Clevenger. La matiere
veégétale (100 g) a éte placée dans un ballon rond de 2 L avec 2/3 de sa capacité d'eau distillée,
puis extraite pendant 3 heures apres ébullition. Les différentes huiles essentielles obtenues
ont été séparées de l'eau et stockées jusqu'a l'analyse dans des flacons en verre fumés et
stériles & une température de 4 & 5 °C aprés avoir éliminé les traces d'eau en utilisant du

sulfate de sodium anhydre (Na2SOa).

2.2.1.1.2 Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce systéme d’extraction, Les parties aériennes de Salvia microphylla sont
placées dans une ampoule a décanter spécialement congue pour I’extraction  par
entrainement a la vapeur. Cette ampoule est équipée d’un adaptateur permettant le passage
de la vapeur d’eau issue de 1’ébullition de I’eau présente dans le ballon de 2 litres. La vapeur
d’eau passe a travers la matiére végétale, emportant avec elle les composes volatiles. Cette
vapeur est ensuite condensée dans le réfrigérant et le mélange d’huile essentielle et
d’hydrolat est récupéré dans une ampoule a décanter. En raison de la différence de densité,
on observe deux phases : une phase aqueuse (eau aromatique) et une phase moins dense que
I’eau (huile essentielle).A la fin I'huile essentielle est récupérée par décantation, puis séchée
avec du sulfate de sodium anhydre et conservée dans des flacons en verre fumés et stériles a
4°C.

2.2.1.1.3 Extraction par induction électromagnétigue

Les parties aériennes de Salvia microphylla sont soumis a une extraction assistée
par chauffage par induction électromagnétique. Brievement, dans une cocotte-minute de
cing litres, 100g de la matiere végétale ont été immergées dans I'eau. Le mélange est ensuite
porté a I'ébullition pendant 45 min en utilisant une plaque chauffante de 1800 W, ou le
transfert d'énergie vers 1’objet a chauffer se fait par induction électromagnétique (IEM).
Ensuite, la vapeur d'eau chargée en composés volatils se recondense en passant dans le
réfrigérant. A la fin on a observé deux phases, une phase agueuse (eau aromatique) et une
phase organique moins dense que I’eau (huile essentielle). L huile essentielle a été récupérée
par décantation, séchée avec du sulfate de sodium anhydre et conservée a 4°C pour une

analyse ultérieure.
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2.2.1.2 Calcul du rendement

Le rendement de I'huile essentielle est exprimé comme le rapport entre la quantité
d'huile essentielle obtenue et la quantité de matiere végétale traitée. Cette mesure est

généralement déterminée en utilisant la formule suivante :
R%) = MHE/, )% 100
MMV

R (%) : Le rendement des huiles essentielles en pourcentage.
Mue : La masse d’huile essentielle récupérée en gramme (g).

Mwmv : La masse de matiére végeétale séche utilisée pour 1’extraction en gramme (g).

2.2.1.3 Analyse des huiles essentielles

L'huile essentielle a été dissoute dans de I'hnexane a une concentration de 2 mg/ml.
Les différentes huiles essentielles de deux plantes Salvia microphylla et Salvia officinalis
ont été analysées par chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse
(GC-MS) et par chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de
flamme (GC-FID) dans le but d'identifier la composition chimique et de determiner
respectivement le pourcentage moyen des composés. Ces analyses ont été effectuées au
laboratoire de Chimie Générale et Organique et au laboratoire de Chimie Analytique a la
Faculté de Gembloux Agro Bio Tech, Université de Liege, Belgique.

> Analyse GC

Les analyses des huiles essentielles ont été réalisées sur un systeme Agilent HP GC
6890 équipé d'un détecteur a ionisation de flamme (FID). La séparation a été effectuée
sur une colonne capillaire HP-5 revétue de 5 % de phényl-méthylsiloxane
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um d'épaisseur de film, Agilent Technologies, Hewlett-Packard,
CA, USA). Le programme de température était le suivant : 40 °C pendant 1 minute, puis
augmenté progressivement lors de la premiére rampe a 200 °C a 6 °C/min, suivie d'une
seconde rampe & 280 °C a 30 °C/min, et finalement rester & 280 °C pendant 2 minutes.
L'injection a été réalisée en mode splitless a 280 °C avec un rapport de 1/90 ; le volume
injecté était de 1 pL. La température du détecteur a été maintenue a 300 °C, le gaz porteur

était de I'nélium a 1 ml/min.
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> Analyse par GC/MS

L'analyse a été effectuée a l'aide d'un GC-MS Agilent 5973 couplé a un
chromatographe en phase gazeuse Agilent 6890 équipé d'un injecteur split-splitless a 250 °C
(mode sans diviosin). Une colonne capillaire HP-5MS Agilent (30 m x 0,25 mm, df = 0,25
um) a été utilisée. Les conditions analytiques étaient les suivantes : programme de
température : de 40 a 250 °C a 6 °C/min. Le gaz porteur était de I'nélium a 1 ml/min. Les
spectres de masse ont été enregistrés en mode EI a 70 eV, dans la plage de masse de m/z :
35 a 500 amu. Les températures de la source et du quadrupble ont été fixées a 230 °C et 150
°C, respectivement. L'identification des composants a été réalisée sur la base des indices de
rétention linéaire chromatographique (LRI) et en comparant les spectres enregistrés avec une
bibliotheque de données calculées (Wiley 275.L). Pour les hydrocarbures sesquiterpéniques,
des confirmations supplémentaires ont été obtenues en comparant les spectres de masse avec
des données de la littérature [84 ,294]. Les calculs des indices de rétention linéaire (LRI) ont
été effectués selon I'équation de Van den Dool et Kratz [295], une série homologue d'n-
alcanes (C7-C30) a été injectée, dans les mémes conditions chromatographiques utilisees
pour I'analyse des huiles essentielles, afin de déterminer les indices de rétention de tous les
composés volatils détectés. Les principaux composants ont été confirmés par comparaison

de leurs données de rétention avec des références pures co-injectées (commerciale).

2.2.2 Influence de la période de récolte sur le rendement et la composition chimique des

huiles essentielles

Les parties aériennes de Salvia microphylla et Salvia officinalis ont été collectés
entre la période de janvier a novembre (2018) dans la région de Blida. Ensuite, les
échantillons ont été séchés a I'ombre, a l'air libre, dans un lieu sec jusqu'a la stabilisation de
son poids (10 jours).

L'extraction des huiles essentielles a été réalisée par hydrodistillation dans un
appareil de type Clevenger en suivant la méthodologie et les conditions déja mentionnés
dans le paragraphe (82.2.1.1.1).

L’analyse chromatographique des huiles essentielles, effectuée en fonction des
dates de récolte, a été réalisée a l'aide de deux méthodes : la chromatographie en phase
gazeuse couplée & un spectrométre de masse (GC-MS) et la chromatographie en phase
gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (GC-FID), en appliquant les mémes

conditions expérimentales que celles décrites dans la section (§2.2.1.3).
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2.3 Etude chimique des huiles essentielles et des extraits des deux espéces étudiées

Dans cette partie, nous nous concentrons sur I'extraction et I'analyse des huiles
essentielles ainsi que des métabolites secondaires des deux especes Salvia microphylla et
Salvia officinalis. L'extraction des huiles essentielles est réalisée par hydrodistillation, tandis
que celle des métabolites secondaires est effectuée par deux méthodes : la macération et

I'extraction au Soxhlet.

Les huiles essentielles obtenues sont ensuite analysées par chromatographie en phase
gazeuse couplée a un spectrometre de masse (GC-MS) et par chromatographie en phase
gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (GC-FID) afin d'identifier les
composés volatils. En outre, les polyphénols et flavonoides totaux sont quantifiés par des
méthodes colorimétriques, suivies d'une identification par chromatographie liquide a haute

performance couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS).

2.3.1 Extraction et analyse des huiles essentielles

Un échantillon de chaque partie séchée a l'air (parties aériennes, feuilles, tiges) de
Salvia microphylla et Salvia officinalis a été soumis a une hydrodistillation conventionnelle
a l'aide d'un appareil de type Clevenger. Le procédé est comme déja décrit dans le paragraphe
(82.2.1.1.1).

Le rendement de I'huile essentielle est exprimé comme le rapport entre la quantité

d'huile essentielle obtenue et la quantité de matiére végétale traitée.

Enfin, 'analyse des huiles essentielles extraites des parties aériennes, des feuilles et
des tiges a été réalisée par GC et GC-MS, en appliquant les mémes conditions

expérimentales que celles mentionnées dans le paragraphe précédent (§2.2.1.3).
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100g de matiere végétale

Salvia microphylla (SM) } ‘ > Salvia officinalis (SO)

CPartiesaériennes (A)) C Feuilles (F) ) C Tiges (T) )

Hydrodistillation pendant 3 heures

Les huiles essentielles obtenues (HE)

l l l
(o) o) Gor) (HEASO)(HEFSO)(HE{SO)

!

Analyse des huiles essentielles par GC-FID et GC-MS

Figure 2.2 : Protocole d’extraction des huiles essentielles de Salvia microphylla et Salvia
officinalis.
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2.3.2 Extraction, séparation et identification des métabolites secondaires de Salvia

microphylla et Salvia officinalis

2.3.2.1 Extraction des métabolites secondaires

Dans cette étude, deux méthodes d'extraction ont été considérées : la macération a

froid et I'extraction a chaud a I’aide d’un Soxhlet.

A. Extraction par macération

Le matériel végétal seche et broyé (parties aériennes), de masse de 500 g, est soumis
a une extraction par macération dans un mélange de solvants hydroalcooliques (MeOH/Eau
: 80/20; VIV) pendant 72 heures avec renouvellement de solvant chaque 24 heures et
agitation de temps en temps. Les macéras sont filtrés puis concentré sous vide a 1’aide d’un
rotavapeur a une température n’excédant pas 35 °C. L’extrait obtenu est repris par I’cau
distillée bouillante puis laissé au repos au réfrigérateur pendant une nuit pour décantation.
Cette derniere opération permet le dépot de la chlorophylle qu’on 1I’élimine par une simple
filtration. Ensuite, le filtrat obtenu a subit des extractions liquide-liquide dans une
ampoule a décanter en utilisant des solvants de polarité croissante : 1’éther de pétrole,
le chloroforme, 1’acétate d’éthyle et enfin par le n-butanol successivement. Les différentes
phases récupérées sont filtrées puis évaporés a sec a basse pression. Les extraits obtenus
sont ensuite pesés, éetiquetés et stockes a 4°C jusqu'a leur utilisation [296]. Les parties
aériennes des deux plantes Salvia microphylla et Salvia officinalis ont subi les mémes

étapes de I’extraction précédente.

Les etapes extraction de Salvia microphylla et Salvia officinalis sont résumées dans

la figure 2.4.
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EC
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EtOAC
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Matériel végétal broyé (parties aériennes) m=500 g
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- Macération a froid (Méthanol/eau (80/20 : v/v)).
- 3 extractions successives avec renouvellement du

solvant chaque 24 h.
- Filtration.

Extrait hydrométhanolique

- Concentration.

- reprise avec ’eau distillée bouillante.

- Filtration.

Filtrat

- Extraction par I’éther de pétrole (3 fois, 150ml)
- Décantation, Filtration, Evaporation a sec

Phase aqueuse

- Extraction par le chloroforme (3 fois, 150ml)
- Décantation, Filtration, Evaporation a sec

Phase agueuse

- Extraction par de I’AcOEt (3 fois, 150ml)
- Décantation, Filtration, Evaporation a sec

Phase aqueuse

- Extraction par le n-Butanol (3 fois, 150ml)
- Décantation, Filtration, Evaporation a sec

Phase aqueuse

Résidu

Figure 2.3 : Les étapes de I’extraction par maceration de Salvia microphylla et Salvia

officinalis [296].



68

B. Extraction a chaud ou extraction au Soxhlet

La technique d'extraction au Soxhlet a été sélectionnée en raison de son efficacité
pour extraire de maniere relativement compléte les métabolites des plantes. Cette méthode
d'extraction permet de fractionner grossiérement les différents composés naturels présents
dans la matiere végétale. Un ensemble Soxhlet est constitu¢ d’un ballon mono col contenant
de solvant, d’un extracteur a siphon et d’un réfrigérant. L’extracteur est un réservoir avec
un systéme de tube permettant la vidange du réservoir. L’ensemble est complété par une
cartouche en cellulose remplie de matiere végétale (sous forme de poudre), placée dans
I’extracteur.

Chague échantillon (les parties aériennes de Salvia microphylla et Salvia officinalis
seches et broyées) a été extrait de maniere séquentielle en utilisant des solvants de
polarité croissante. Tout d’abord on commence par le n-hexane (CsHis) pour éliminer
les lipides, les caroténoides et les chlorophylles, suivi par le dichlorométhane (CH2Cl2)
et enfin I'éthanol (EtOH). 95 g de poudre fine de chaque échantillon sont placés dans une
cartouche en cellulose avec 600 ml de solvant. Le solvant est ensuite porté a ébullition a
I'aide d'un chauffe-ballon. Le solvant a ensuite été condensé par le réfrigérant avant de
s'écouler dans le réservoir contenant la cartouche, ou il a dissous la substance a extraire. Le
réservoir s'est rempli progressivement. Dés que le niveau de solvant a atteint le sommet
du tube-siphon, le réservoir s'est automatiquement vidé. A ce moment, le solvant
et la substance a extraire ont été entrainés dans le ballon. Pour effectuer une extraction
adéquate d'une substance, plusieurs cycles de ce processus ont généeralement été realises.
A chaque cycle d'extraction, la solution dans le ballon devient de plus en plus concentrée
en soluté, car le matériau végétal reste en contact avec du solvant fraichement distillé.
L'extraction est considérée comme terminée lorsque le solvant d'extraction devient de plus
en plus transparent, indiquant qu'il ne contient qu'une quantité négligeable de soluté.
Le solvant organigue est ensuite évaporé sous pression réduite a 40 °C. Le résidu sec restant

dans le ballon est pesé, puis dissous dans de I'éthanol a une concentration déterminée.
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Matériel végétal broyé (parties aériennes) Matériel végétal broyé (parties aériennes)

m=95 g de Salvia microphylla m=95 g de Salvia officinalis

Extraction a chaud

(Soxhlet)
Evaporation a sec Evaporation a sec
Extrait de n-hexane Extraction avec le n- Extrait de n-hexane
EHSM hexane (CgH14) EHSO
Résidu
Evaporation a sec Evaporation a sec
Extrait dichlorométhane Extraction avec le Extrait dichlorométhane
EDSM dichlorométhane EDSO
Résidu
Evaporation a sec Evaporation & sec
Extrait éthanolique Extraction avec I'éthanol Extrait éthanolique
EESM (EtOH) EESO
Résidu

Figure 2.4 : Les étapes de I’extraction au Soxhlet de Salvia microphylla et Salvia
officinalis.
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C. Rendement d’extraction

Le rendement de I'extrait est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait
obtenue et la masse de matiere végétale séche. Il est exprimé en pourcentage et calculé par

la formule suivante :
R(%) = Mex/ )% 100
MMV

R (%) : Le rendement des extraits en pourcentage.

MEX : La masse de I’extrait récupéré en gramme (g).
Mwmv : La masse de matiére végétale séche utilisée pour 1’extraction en gramme(Q).

2.3.2.2 Séparation des métabolites secondaires de Salvia microphylla et Salvia officinalis

L’extrait dichlorométhane et éthanolique des deux plantes (Salvia microphylla et
Salvia officinalis) ont été choisis pour étre étudié sur le plan chimique, Pour cela, nous avons
commencé par utiliser une chromatographie analytique sur couche mince (CCM) de gel de
silice déposée sur une feuille d’aluminium, afin de déterminer le systeme d'élution qui
permet la meilleure séparation sur colonne. Les tests chromatographiques effectués sur des
plagues CCM ont montré que le systeme d'élution chloroforme/méthanol en gradient de

polarité était le plus approprié pour les séparations.

A. Fractionnement par chromatographie sur colonne de ’extrait dichlorométhane

La chromatographie d’adsorption sur colonne permet une séparation grossicre des
molécules en fonction de leur polarité. 4 g de I’extrait dichlorométhane pour Salvia
microphylla et 2 g pour Salvia officinalis ont été dissous dans du méthanol, puis mélangés
avec du gel de silice, avant d'étre évaporés pour obtenir une poudre solide. Cette poudre a
été déposée sur une colonne de gel de silice (type 60A, 60-100 mesh, Sigma-Aldrich)
préalablement préparée dans du chloroforme. L’élution a été réalisée par le chloroforme
(CHCI3), suivie d’un gradient de chloroforme/méthanol (CHCIs/MeOH) jusqu’a 100% de
méthanol (MeOH). Des fractions de 50 ml ont été collectées. Le suivi de ces fractions a été
effectué par chromatographie analytique sur couche mince de gel de silice sur support en
aluminium. Les plaques ont été visualisées sous lumiere UV (A = 254 nm et A = 365 nm)
puis révelées avec 10 % d’acide sulfurique dans I’éthanol. Les fractions similaires ont été
combinées et évaporées sous pression réduite pour obtenir 7 fractions. Les résultats obtenus

sont présentés dans le tableau 2.1.
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Tableau 2.1 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de gel de silice de

I’extrait dichlorométhane (D) de Salvia microphylla et Salvia officinalis.

Lot de fractions

Nom de la fraction

Systéme d’élution

% CHCIs % MeOH
Salvia microphylla

1-8 MFD1 100 0
9-17 MFD2 95 5
18-26 MFD3 80 20
27-35 MFDA4 65 35
36-40 MFD5 50 50
41-45 MFD6 20 80
46-48 MFED7 0 100

Salvia officinalis

1-2 OFD1 100 0

3-7 OFD2 95 5

8-9 OFD3 90 10
10-12 OFD4 80 20
13-14 OFD5 70 30

15 OFD6 50 50
16-20 OFD7 0 100

B. Fractionnement par chromatographie sur colonne de ’extrait éthanolique

De la méme maniére que I'extrait chloroformique, 2g de I'extrait éthanolique ont été

fractionnes sur une colonne de gel de silice, puis ont été élues via un gradient de solvants

utilisant le systéme chloroforme/méthanol (CHCIls/MeOH). Les 7 fractions ont été

regroupées en fonction de leur profil en CCM. Les résultats obtenus sont illustrés dans le

tableau 2.2.
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Tableau 2.2 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de gel de silice de

I’extrait éthanolique (E) de Salvia microphylla et Salvia officinalis.

Systéme d’élution

% CHClIs % MeOH

Lot de fractions Nom de la fraction

Salvia microphylla

1-3 MFE1 100 0
4-5 MFE2 80 20
6-9 MFE3 60 40
10-12 MFE4 45 55
13-15 MFES 30 70
16 MFEG 15 85
17 MFE7 0 100

Salvia officinalis

1-3 OFE1l 100 0
4-6 OFE 2 80 20
7-9 OFE 3 60 40
10-12 OFE 4 45 55
13-15 OFE 5 30 70
16 OFE 6 15 85
17 OFE7 0 100

2.3.2.3 Quantification des polyphénols et flavonoides totaux

A. Dosage des polyphénols totaux

Le contenu phénolique total (TPC) des différents extraits de Salvia microphylla et
Salvia officinalis a été déterminé par la méthode colorimétrique sur microplaque décrite par
Muller [297] en utilisant le reéactif de Folin-Ciocalteu (FCR) [298]. Le réactif de Folin
Ciocalteu (FCR) est constitué d'un melange de I'acide phosphotungstique (H3PW12040) et
I'acide phosphomolybdique (HsPMO12040). Lors de I'oxydation des phénols, ce réactif
est réduit en un mélange d'oxydes de tungstene (WsO23) et de molybdéne (MOsO23). La
coloration bleue produite est proportionnelle & la teneur en phénols totaux et possede
une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm. Un volume de 20 pL d'extraits de

la plante (1 mg/ml dans du méthanol) ont été mélangés avec 100 pL de FCR dilué dix fois
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(1:10) et 75 pL de solution de carbonate de sodium (7,5%) dans une microplaque a 96 puits.
Le mélange a été incubé a température ambiante et a 1’obscurité pendant 2 h. par la suite
I’absorbance a été mesurée a 765 nm par rapport a un blanc a l'aide d'un lecteur de
microplaques a 96 puits. Le blanc est préparé en remplagant ’extrait par le méthanol.

La concentration des polyphénols totaux (TPC) pour chaque extrait a été estimée a
partir de I’équation de régression de la courbe d’étalonnage établie avec 1’acide gallique a
différentes concentrations (25 a 200 pug/ml) dans les mémes conditions opératoires que les
extraits. La teneur en phénols totaux est exprimée en microgramme équivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait sec (ug EAG/mg d’extrait).

B. Dosage des flavonoides totaux

La quantification des flavonoides dans les extraits a été realisee par un procéde basé
sur la formation d'un complexe trés stable (jaune), entre les ions Al*3 et les flavonoides [112].

Le contenu en flavonoides totaux (TFC) des différents extraits de deux plantes a été
déterminé selon la méthode colorimétrique décrite par Topcu [299] avec quelques
modifications. 50 ul de chaque extrait (Img/ml), a été mélangé avec 130 pL de MeOH, 10
ul d’acétate de potassium et 10 pl de chlorure d’aluminium. L'absorbance a été mesurée a
415 nm par un lecteur de microplaques aprés 40 min d'incubation dans l'obscurité a
température ambiante. Le blanc est préparé en remplagant I’extrait par le méthanol.

Le TFC pour chaque échantillon est déterminé a partir de 1’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec la quercétine dans les mémes conditions opératoires.
La courbe d’étalonnage des flavonoides a été effectuée en parallele dans les mémes
conditions opératoires en utilisant la quercétine a des concentrations allant de 25 a 200
pg/ml. La teneur en flavonoides totaux est exprimée en microgramme équivalent de la

quercétine par milligramme d’extrait sec (ng EQ/mg d’extrait).

2.3.2.4 Analyse gualitative des composés phénoliques par chromatographie en phase liquide

couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS)

L'analyse chimique qualitative des extraits d’acétate d’éthyle et de n-butanol des
deux plantes étudiées (EASM, EBSM, EASO, EBSO), ainsi que les fractions les plus actives,
en terme d’activité antioxydante, obtenues de la chromatographie sur colonne des extraits
dichlorométhane et éthanolique (MFD2, MFE3, OFD4, OFE4) a été effectuée par
Chromatographie en phase Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse en Tandem (LC-
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MS/MS) au Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyse Physico-Chimique
(CRAPC), Ouargla Algérie.

> Preéparation des échantillons

Les différents échantillons (extraits et fractions) ont été dissout dans le méthanol
(qualité LC-MS), puis filtrés a travers un filtre seringue de 0,2 um et placés dans un vial
ambré selon le protocole de Akdeniz [300].

» Conditions d'analyse par LC-MS/MS

L’analyse LC-MS/MS a éteé réalisée en utilisant UPLC-ESI-MS-MS Shimadzu 8040
ultra-haute sensibilité avec la technologie UFMS équipé d'une pompe binaire Nexera XR
LC-20AD. La colonne Restek Ultra en phases inverses C18 (3um 4,6x150mm) a été utilisée
pour la séparation chromatographique. Pour l'optimisation des standards des polyphénols,
nous avons utilisé I'injection directe sans colonne. La phase mobile est constituée d'eau ultra-
pure acidifiée avec de l'acide formique a 0,1% (éluant A) et de méthanol (éluant B). L'élution
en gradient a été appliquée comme suit : 0 min & 2 min, 5% de B; 15min, 95% de B; 18min,
95% de B; 20min, 5% de B; 30min, 5% de B. Un volume de 5 pL a été injecté dans le
systeme LC-MS/MS, passant a travers un filtre Millex-LCR (PTFE) avec des pores de 0,22
pum. Tandis que Le débit a été établi a 0,4 mL/min. L'analyse a été effectuée a température
ambiante pendant 30 minutes.

Les conditions de l'ionisation par électrospray (ESI) utilisées dans la MS/MS sont
les suivantes :

e gaz CID 230 KP; dynode de conversion, —6,00 Kv°C.

e Temperature d'interface de 350°C; Température DL: 250°C.

e débit de gaz de nébulisation: 3,00 L/min; Température du bloc chauffant, 400°C.
e debit de gaz de séchage: 15,00 L/min.

Le spectrometre de masse a piege a ions a été utilisé en mode ions positifs et négatifs
avec le mode MRM (surveillance de réactions multiples). Les composés ont été identifiés en

comparant les spectres de masse avec les données publiées dans la littérature.
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2.4 Evaluation des activités biologiques des deux espéces Salvia microphylla et Salvia

officinalis
2.4.1 Evaluation in vitro de I’activité antioxydante

L'activité antioxydante des huiles essentielles isolées de Salvia microphylla
(HEASM, HEFSM, HETSM), des huiles essentielles extraites de Salvia officinalis
(HEASO, HEFSO, HETSO), des extraits de Salvia microphylla (ECSM, EASM, EBSM)
et les extraits de Salvia officinalis (ECSO, EASO, EBSO) a été évaluée en utilisant six
méthodes comparatives : le test de piégeage des radicaux libres DPPH, le piégeage des
radicaux ABTS™, la capacité antioxydante par réduction du cuivre CUPRAC, le pouvoir
réducteur du fer (FRAP), la méthode de Phénanthroline et le test de blanchissement du p-
carotene.

Le fractionnement des extraits dichlorométhane et éthanolique par
chromatographique sur colonne de gel de silice, a donné lieu a un nombre important des
fractions (EDSM, EESM, EDSO et EESO). L’évaluation de l'activité antioxydante de toutes
ces fractions par plusieurs méthodes aurait été un défi. Pour cela, nous avons choisi d'évaluer
I'activité antioxydante des extraits bruts, ainsi que de leurs fractions, en utilisant une seule
méthode, le test de piégeage des radicaux libres de DPPH. Cette méthode est simple, fiable,

peu colteuse et plus rapide pour évaluer I'activité antioxydante.

2.4.1.1 Test de piégeage des radicaux libres DPPH
» Principe

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picryhydrazyl) est un radical stable qui présente une
couleur violette en solution. Lorsqu'il entre en contact avec une substance réductrice, il
subit une réduction par un mecanisme qui implique a la fois le transfert d'un atome
d'’hydrogéne et le transfert d'électrons. En conséquence, la couleur de la solution passe
du violet au jaune. Plus une substance est antioxydante, plus le changement de couleur initial
du violet vers le jaune est prononcé. Ce changement de couleur est mesuré a l'aide d'un
spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 540 nm (figure 2.5) [301].

La méthode de piégeage des radicaux DPPH est devenue la méthode la plus
couramment utilisée pour évaluer la capacité antioxydante des composés chimiques ainsi
que des produits naturels [302, 303]. Le radical DPPH, qui absorbe a 517 nm, est réduit en
2,2-diphényl-1-picrylhydrazine (DPPH-H) par l'ajout d'un atome d'hydrogéne ou d'un

électron sur le centre radicalaire suite a la réaction avec un antioxydant.
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Figure 2.5 : Réduction du radical DPPH’ en présence d’un antioxydant.

> Procédure expérimentale

Cette méthode peut étre utilisée selon la littérature [304, 305], avec quelques
modifications. Ainsi, 160 pl de la solution méthanolique de DPPH (0,1 mM) ont été ajoutés
a 40 pl de la solution d'échantillon, dissoute dans du méthanol a diverses concentrations
(huiles essentielles, extraits et standards). Un contréle négatif (solution témoin) a été préparé
en utilisant le méthanol en plus du réactif DPPH. Le mélange réactionnel a été incubé a
température ambiante dans I'obscurité pendant 30 minutes, I'absorbance a été mesurée a
I'aide d'un lecteur de microplaques a 96 puits a 517 nm. La diminution de I'absorbance
indique l'augmentation de l'activité de piégeage des radicaux libres. L'a-tocophérol, le
butylhydroxytoluéne (BHT) et le butylhydroxyanisole (BHA) ont été utilisés comme étalons
antioxydants pour la comparaison de l'activité avec les extraits utilisés.

L'activite de piégeage des radicaux libres de chaque solution a été calculée en
pourcentage d'inhibition selon I'équation suivante. Les résultats ont été exprimes en valeur

ICso (ug/mL) correspondant & la concentration de 50 % d'inhibition :

A ntrd — A¢ i
Activité de piégeage du DPPH (%) = ( Controle ec}lantlllon) x 100
AContr()le
A controle est I’absorbance du contrdle négatif (absence de I'échantillon).
A ¢chantillon €St I'absorbance du mélange réactionnel contenant I'échantillon a tester (HEs,

extraits, ou des étalons).
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2.4.1.2 Activité du piégeage de ’ABTS™" (acide 2.2’-azinobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic])
» Principe

L'ABTS"" est un radical qui se forme lorsque la molécule stable d'ABTS est oxydée
en utilisant des agents oxydants tels que le dioxyde de manganese, le peroxyde d'oxygéne
ou le persulfate de potassium. Cette réaction entraine I'apparition d'une coloration bleu-vert
intense. En présence d'un antioxydant donneur d'hydrogene, I'azote de la molécule ABTS™
capte un He, ce qui conduit a la formation d'ABTS™ (figure 2.6) [306].
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Figure 2.6: Génération du radical-cation ABTS"" avec le persulfate de potassium et sa

réaction avec un antioxydant AH.

> Procédure expérimentale

L'activité de piégeage des radicaux ABTS'" a été réalisé selon la méthode décrite
par Re [307], avec de Iégeres modifications. L'ABTS™* a été produit par la réaction entre 7
mM d'ABTS dans de l'eau et 2,45 mM de persulfate de potassium, stocké a I'abri de la
lumiére a température ambiante pendant 12 a 16 heures. Le radical cation est stable sous
cette forme pendant plus de 2 jours lorsqu'il est stocké dans l'obscurité a température
ambiante. Tout d'abord, la solution dABTS"" obtenue a été diluée dans du méthanol ou de
I'eau distillée pour obtenir une absorbance de 0,700 + 0,020 & 734 nm. Ensuite, 160 pl de
solution d'’ABTS™" ont été ajoutés a 40 pl de la solution d'échantillon, dissous dans du
méthanol a différentes concentrations (HEs et standards). Aprés 10 minutes a température
ambiante, I'absorbance a été mesurée a l'aide d'un lecteur de microplaques 96 puits a 734
nm. Le BHT et le BHA ont été utilisés comme standards antioxydants a des fins de
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comparaison. Les pourcentages d'inhibition ont été calculés pour chaque concentration par
rapport a une absorbance a blanc. La capacité de piégeage d'ABTS™" a été calculée a l'aide

de I'équation suivante. Les résultats ont été donnés sous forme de valeur 1Cso (ug/mL).

AContréle - Aéchantillon
A Controle

Pi¢geage d'ABTS (%) = ( ) %X 100

A controle est I’absorbance du contrdle négatif (absence de I'échantillon)
A chantillon €St I'absorbance du mélange réactionnel contenant I'échantillon a tester (HEs,
extraits, ou des étalons)

2.4.1.3 Capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)
» Principe

La méthode CUPRAC (cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) repose sur le
suivie de la diminution de 1’absorbance du complexe Néocuproine (NC)-cuivre (Cu*?),
(Nc2-Cu*?). En effet, cette méthode consiste a réduire le complexe de cuivre (I11) néocuproine
(Cu(l)-Nc) en présence d’un agent antioxydant, ce qui entraine a la formation du complexe
chromogene de cuivre (1) (néocuproine) (Cu(l)-Nc) de couleur jaune orangée. Cette réaction
est quantifié spectrophotométriqguement a une longueur d’onde de 450 nm (figure 2.7) [308].
Dans ce test, les groupes hydroxyles phénoliques (Ar-OH) sont essentiellement oxydés en
quinones correspondantes (Ar)-O [309].

2+
Produit
AOX  AOX oxydé
\ _/ - H-I-
> +
— Cu (ll)-Nc - - Cu (I)-Nc -
Réactif CUPRAC Produit jaune-orangé
Couleur Bleu A =450 nm

Figure 2.7 : Réduction du complexe chromogéne de (néocuproine) (Cu(l1)-Nc).
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> Procédure expérimentale

Le test de la capacité antioxydante réductrice cuprique (CUPRAC) a été réalisé
selon la littérature [308] avec de légéres modifications, en utilisant une microplaque de 96
puits. Un volume de 50 pl de solution de Cu (II) (10 mM) a été placé dans chaque puits,
mélangé avec 50 pl de solution de néocuproine (7,5 mM), 60 ul de tampon NHsAc (1 M, pH
7,0) et 40 ul de chaque échantillon & tester a différentes concentrations, afin d'atteindre un
volume final de 200 pL. Le mélange obtenu a été incubé pendant 1 heure a température
ambiante, a I'abri de la lumiére. Ensuite, I'absorbance de la solution a été mesurée a 450 nm
par rapport a un blanc de réactif. L' a-tocophérol, BHT et BHA ont été utilisées comme
étalons. Les résultats ont eté exprimes en Aos (ug/ml), correspondant a la concentration

indiquant 0,50 d'absorbance.

2.4.1.4 Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
» Principe

La méthode de FRAP repose sur la capacit¢ d’un antioxydant a réduire le fer
ferrique (Fe+3) présent dans le complexe KsFe(CN)s (jaune) en fer ferreux (Fe+2) [310], le
complexe perd sa couleur jaune pour diverses nuances de couleurs vertes et bleues en
fonction de la capacité réductrice de chaque échantillon [311]. Cette coloration mesuréee a
700 nm est proportionnelle a la concentration en antioxydants présents dans les échantillons
[312].

» Procédure expérimentale

L'activité antioxydante par le test de FRAP a été déterminée comme décrit
précedemment [313] avec quelques modifications. Ainsi, 10 pl de la solution d'échantillon
a diverses concentrations, 40 ul de tampon phosphate (pH 6,6) et 50 ul de ferricyanure de
potassium (KsFe(CN) s) (1 %) ont été mélangés, puis incubés a 50 °C pendant 20 minutes.
Apres refroidissement, la solution a été mélangée avec 50 ul de solution d'acide
trichloracétique (TCA) (10 %), 40 ul d'eau distillée et 10 pl de solution de chlorure ferrique
(FeCls) (0,1 %). L'absorbance a été mesurée & 700 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques
a 96 puits. L'acide tannique, 1'acide ascorbique et I'a-tocophérol ont été utilises comme
standards. Les résultats ont été exprimés en Aos (ug/ml). L'activité de réduction du pouvoir

a été calculée comme suit :
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Ao
Pouvoir réducteur du fer (%) = [(M) — 1] X 100

AContréle

A schantillon €St I'absorbance du mélange réactionnel contenant I'échantillon a tester (HEs,
extraits, ou des étalons).

A controle est I’absorbance du contrdle négatif (absence de I'échantillon).

2.4.1.5 Test de blanchissement du B-caroténe
» Principe

Le test du pB-carotene repose sur I'oxydation de I'acide linoléique, qui génére des
radicaux peroxydes et des hydroperoxydes conjugués. Ces radicaux sont responsables de
I'oxydation du B-carotene, qui est hautement insaturé. Cette réaction conduit a la perte des
doubles liaisons du B-caroténe, ce qui se traduit par la disparition de sa couleur jaune. Cette
décoloration est ensuite mesurée a l'aide d'un spectrophotométre a une longueur d'onde de
490 nm. Toutefois, la présence d'un antioxydant a la capacité de neutraliser les radicaux
libres générés par l'acide linoléique, ce qui, par conséquent, prévient l'oxydation et le
blanchissement du p-caroténe [314]. Dans ce contexte, la capacité antioxydante est évaluée
en mesurant l'inhibition de la dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration) par

produits d'oxydation de I'acide linoléique.

> Procédure expérimentale

L'activité de blanchissement du p-caroténe a été évaluée selon la méthode décrite
par H. M. Miller [315]. 0,5 mg de B-caroténe a été dissous dans 1 ml de chloroforme, puis
mélange a 25ul d'acide linoléique ainsi qu'a 200 mg de Tween 40, pour former une émulsion.
Le Tween 40 assure La dispersion de 1’acide linoléique et du 3 -caroténe. Apres évaporation
compléte du chloroforme sous vide, 100 ml d'eau distillée saturée en oxygene ont été ajoutés
avec une agitation vigoureuse. L’absorbance de la solution du B-carotene doit &tre comprise
entre 0,8 et 0,9. En utilisant une microplaque de 96 puits, un volume de 160ul de cette
solution préparée, a été mélangé avec 40ul de chaque échantillon a tester a différentes
concentrations (huiles essentielles et extraits). Un témoin négatif sans antioxydant, et des
témoins positifs par des standards (BHA et BHT) ont été aussi préparés dans les mémes
conditions. Le mélange obtenu a été incubé a 50 °C pendant 120 minutes. L absorbance a
été mesurée a 470 nm a t=0 min et t=120 min en utilisant un lecteur de microplague. Le

pourcentage d'inhibition de chaque solution a été calculé selon I'égquation suivante. Les
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résultats ont été exprimés en valeur ICso (ug/mL) correspondant a la concentration de 50 %
d'inhibition.

AA % = [1 B (Aéchantillon 0) — Aéchantillon (120))] < 100
Acontrote (0) — Acontrole (120)
Aschantillon(0) €St 1'absorbance du mélange réactionnel contenant I'échantillon a tester (HEs,
extraits, ou des étalons) a t=0 min.
Aschantillon(120) est 1’absorbance du mélange réactionnel contenant I'échantillon a tester (HEs,
extraits, ou des étalons) a t=120 min.
A controle(o) est I’absorbance du controle négatif (absence de I'échantillon) & t=0 min.

A controle(120) est 1’absorbance du controle négatif (absence de I'échantillon) & t=120 min.

2.4.1.6 Méthode de phénanthroline
» Principe

Il s'agit d'une méthode colorimétrique visant a évaluer I'activité antioxydante par la
réduction de fer. Cette méthode est largement utilisée dans la détermination du pouvoir
antioxydant. Elle est basée sur la formation du complexe ferreux-phénanthroline en présence
des polyphénols, qui a une coloration rouge (figure 2.8). La mesure de I'absorbance s'effectue

a une longueur d'onde de 510 nm [316].

Fe (I11) — L + antioxydant » Fe (Il) - L + antioxydant oxydé

L : 1,10-phénanthroline ou ortho-phénanthroline (C12HsNz).

Figure 2.8 : Formation du complexe ferreux-phénanthroline en présence d’un antioxydant.

> Procédure expérimentale

La teneur en phénanthroline dans les huiles essentielles et des extraits de Salvia
microphylla et Salvia officinalis ainsi que dans les étalons (BHA et BHT) a été évaluée selon
le protocole décrit par Szydlowska-Czerniaka et al. Avec quelques modifications [316]. 50
pl de FeCls (0,2%), 30 ul de 1,10-phenanthroline (0,5%) et 110 ul de méthanol sont ajoutés
a 10 ul de différentes dilutions des solutions échantillons. Le mélange réactionnel a été
incubé a I’obscurité pendant 20 min a 30°C. Un lecteur microplaque a été utilisé pour

mesurer I'absorbance & 510 nm.
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2.4.2 Evaluation in vitro de I’activité anti cholinestérase

L’activit¢  inhibitrice =~ de [D’acétylcholinestérase =~ (AChE) et de la
butyrylcholinestérase (BChE) des huiles essentielles et des extraits a été évaluée en
modifiant Iégerement la méthode décrite par Ellman et al. [252], qui repose sur la réaction
de la thiocholine libérée pour donner un produit coloré avec un réactif chromogene.
On a utilisé L'AChE de l'anguille électrique et la BChE du sérum de cheval, tandis
que l'iodure d'acétylthiocholine et le chlorure de butyrylthiocholine, respectivement,
ont été utilisés comme substrats de la réaction. L'acide 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoique)
(DTNB) et la galantamine, ont été employés, respectivement, pour la mesurer de l'activité
cholinestérase et comme contréle positif (standards). En bref, 10 pl de la solution
d'échantillon (huiles essentielles, extraits et galantamine) dissoute dans le méthanol a
différentes concentrations ont été mélangés avec 150 pl de tampon phosphate de sodium
(100 mM, pH 8,0), 20 pl de solution d'’AChE (5,32 x 107 U) ou de BChE (6,85 x 102 U)
et incubé a 25 °C pendant 15 min. Ensuite, 10 pl de DTNB (0,5 mM) ont été ajoutés avec
10 pl d'iodure d'acétylthiocholine (0,71 mM) ou de chlorure de butyrylthiocholine (0,2 mM).
Un lecteur de microplaques a 96 puits a été utilisé pour le suivi spectro-photométrique de
I'hydrolyse de ces substrats par la formation d’une couleur jaune d'anion 5-thio-2-
nitrobenzoate résultant de la réaction du DTNB avec la thiocholine, libéré par I'hydrolyse
enzymatique de l'iodure d'acétylthiocholine ou de chlorure de butyrylthiocholine, a une
longueur d'onde de 412 nm. Les résultats ont été exprimés en valeur 1Cso (ug/mL)
correspondant a la concentration d'inhibition de 50 %. Le pourcentage d'inhibition de
I'enzyme AChE ou de la BChE a été déterminé en comparant les vitesses de réaction des
échantillons par rapport a un échantillon témoin (éthanol dans un tampon phosphate, pH 8)

en utilisant la formule suivante:

E

Inhibition (%) = ( ) x 100

Ou E représente I'activité de I'enzyme sans I'échantillon a tester et S représente I'activité de

I'enzyme avec I'échantillon a tester.
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2.4.3 Evaluation in vitro de I’activité a-glucosidase

L'essai enzymatique de I'a-glucosidase a été réaliseé sur des microplaques a 96 puits
selon la méthode décrite par Lordan et Amrani [317, 318], en utilisant le p-Nitrophényl-a-
d-glucopyranoside (p-NPG) comme substrat. Un volume de 50 pl de solution des huiles
essentielles ou des extraits a différentes concentrations (1 000 pg/ml — 15 625 pg/ml)
dans un tampon phosphate de sodium 100 mM (pH 6,9) a été mélangé a 50 ul de solutions
de p-NPG 5 mM (dans un tampon phosphate) dans une plaque de 96 puits. Apres incubation
a 37 °C pendant 5 min, 100 pl d'a-glucosidase a 0,1 U/ml de levure de boulanger (dans un
tampon phosphate) ont ensuite été ajoutés a chaque puits. Le controle négatif a été préparé
sans échantillon et I’ Acarbose a été utilis¢é comme contréle positif. L'activité glucosidase a
été déterminée en mesurant la libération de p-nitrophénol a partir du p-NPG a 405 nm
pendant 30 minutes a l'aide d'un lecteur de microplaques réglé a 37 °C. Les résultats ont été
exprimés en termes de concentration d’échantillons qui présenterait une inhibition de 50 %

de I’activité enzymatique (ICso). Le pourcentage d'inhibition a été calculé comme suit :

Ao — A
% d'inhibition de I'activitéa — Glucosidase = ( échantillon B“"““) x 100

AContréle

A ¢ehantilion €St 1'absorbance du mélange réactionnel contenant I'échantillon a tester (HEs,
extraits, ou I’acarbose).
A Bianc est I’absorbance du substrat + extrait + tampon de 1’enzyme.

A controle est I’absorbance du tampon de I’enzyme + substrat + solvant de I’extrait.

2.4.4 Evaluation de ’activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles extraites de trois parties distinctes
(Partie aérienne (A), Feuilles (F) et Tiges (T)) de Salvia microphylla et de Salvia officinalis
(HEASM, HEFSM, HETSM et HEASO, HEFSO, HETSO) a éte initialement évaluée par la
méthode de diffusion sur milieu solide pour tester la sensibilité des treize souches
microbiennes. Par la suite, la méthode de microdilution a été utilisée pour déterminer la

concentration minimale inhibitrice (CMI) de ces huiles essentielles.
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2.4.4.1 Méthode de diffusion sur milieu solide

La méthode de diffusion sur milieu solide est une technique basée sur le contacte
directe entre les souches microbiennes et les échantillons a tester.
A partir d'une culture jeune et pur de 18h & 24h, nous avons raclées avec un anse 3
a 4 colonies bien isolées et parfaitement identiques de chaque souches microbienne, et puis
ces colonies sont déchargées dans un bouillon nutritif stérile (le bouillon Mueller-Hinton
(MHB) pour les bactéries et le bouillon Sabouraud dextrose (SDB) pour les levures), aprés
agitation la suspension bactérienne a été incubé pendant 24h a 37°C pour les bactéries et a
30°C pendant 48h pour les levures. Apres l'incubation, la suspension microbienne a été
ajustée a une densité optique finale (DO) de 0,5 Mc Farland (DO a 600 nm entre 0,08 et
0,12), correspondant a 1-5 x 10° cellules/mL pour les souches de levures et environ 1-2 X
108 UFC/mL pour les bactéries.
Dans des boites Pétri stériles de 90 mm de diametre, 20 ml de géloses (Mueller-
Hinton (MH) pour les bactéries et Sabouraud dextrose (SD) pour les levures) en suffusion
ont été coulées. Ensuite, les boites sont laissées refroidir, solidifier et séchées dans I'étuve a
37°C avant de I'utiliser pour éliminer I'numidité. Les boites de Pétri ont éte ensemencées par
frottement a l'aide d'un écouvillon stérile chargée de la suspension microbienne et bien
essorer sur les paroi de tube afin d'éliminer tout exces de bouillon. Ensuite, des disques
stériles de 6 mm de diamétre ont été imbibés par I’huile essentielle pure. Ces disques ont éte
déposés dans le centre des boites de Pétri incolées avec inoculum au préalable. Par la suite,
les boites ont été incubées a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 30°C pendant 48h pour
les levures. L'activité antimicrobienne a été déterminée par la mesure du diameétre de la zone
d'inhibition en millimetre (mm) autour de chaque disque a l'aide d'un pied a coulisse (figure
2.9).
La sensibilité des difféerents micro-organismes vis-a-vis des échantillons a tester
(HEs, extraits) a été classée selon les diametres de la zone d'inhibition en mm et selon les
criteres suivants [319] :
e Extrémement sensible +++ : diamétre de la zone d'inhibition >20mm.
e Tres sensible ++ : diametre de la zone d'inhibition compris entre 15 a 19 mm.
e Sensible + : diamétre de la zone d'inhibition compris entre 9a 14mm.

e Non sensible : diametre de la zone d'inhibition <8mm.
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Disque de papier Tapis bactérien
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Incubation a 37°C
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Boite de pétri avec Diametre d'inhibition
milieu gélosé

Figure 2.9 : Principe de la méthode de diffusion sur disque.

2.4.4.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible concentration de la substance qui peut inhiber la
croissance des souches microbiennes testees. La détermination de la concentration minimale
inhibitrice des huiles essentielles de Salvia microphylla et Salvia officinalis a été testée
contre cing bactéries a Gram-négatives, six bactéries a Gram-positives et deux levures. La
méthode de microdilution en milieu liquide a été utilisée pour la détermination de
concentration minimale inhibitrice (CMI) dans des microplaques a 96 puits [320-322]. Les
tests ont été réalises dans le bouillon Mueller-Hinton (MHB) pour les bactéries et le bouillon
Sabouraud Dextrose (SDB) pour les levures. Les souches bactériennes ont été cultivées
pendant une nuit a 37 °C dans le bouillon Mueller-Hinton (MHB) et les levures ont été
cultivées pendant 48h & 30 °C dans le bouillon Sabouraud dextrose (SDB).

Une série de dilutions doubles des huiles essentielles dans le milieu de bouillon a
été préparée de maniere aseptique, dans une microplaque a 96 puits. En bref, 50 pL de MHB
pour les bactéries et SDB pour les levures ont été ajoutés a chaque puits, des dilutions
successives ont été réalisees afin d'obtenir, du premier au neuvieme puits, des concentrations
finales allant de 0,10 a 26,66 puL/ml. Ensuite, chaque puits a été inoculé avec 50 pL d'une
suspension microbienne ajustée a une densité optique (DO) finale de 0,5 unités Mc Farland
(DO a 600 nm entre 0,08 et 0,12), correspondant & 1-5 x 108 cellules/mL pour les souches
de levures et environ 1-2 x 108 UFC/mL pour les bactéries. Des contrdles négatifs ont été
préparés avec le milieu de culture et les micro-organismes. Il faut noter que les 116 et 126me
puits ont été réserves respectivement pour vérifier que le milieu de culture était stérile et que

le DMSO, utilisé pour émulsionner I'huile essentielle, ne présentait aucune activité



86

antimicrobienne. La microplaque a été incubée a 37 °C pendant 24 heures pour les bactéries
et a 26 °C pendant 48 heures pour les levures.

La croissance de I'organisme dans les puits de microdilution a été détectée a I'ceil
nu et en mesurant la densité optique a 600 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques a 96
puits. Le puits contenant la plus faible concentration d’huile essentielle dans lequel le micro-
organisme ne présentait pas de croissance visible a été classé comme CMI. L'amoxicilline et

le kétoconazole ont été utilisés comme contréle positif antibactérien et antifongique.

2.4.4.3 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) et la concentration

minimale fongicide (CMF)

La concentration minimale bactéricide (CMB) et la concentration minimale
fongicide (CMF) des huiles essentielles de Salvia microphylla et Salvia officinalis ont été
déterminées apres microdilution en milieu liquide par sous-culture de 100 pL provenant de
puits, donnant une croissance microbienne négative (ne contiennent aucune croissance
bactérienne visible apres incubation) sur un milieu solide dans des boites de Pétri contenant
du Mueller-Hinton (MHA) pour les bactéries et du Sabouraud Dextrose (SDA) pour les
levures, et incubé a 37 °C pendant 24 h. La plus faible concentration d'huile essentielle
nécessaire pour tuer 99,9 % de l'inoculum final a été définie comme étant la concentration
minimale bactéricide ou la concentration minimale fongicide. En particulier, la CMB a été

établie pour les bacteéries et la CMF pour les levures [323].
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1 Etude de I’influence de quelgues paramétres lié a la matiére végétale sur le rendement et

la composition chimigue des huiles essentielles de Salvia microphylla et Salvia
officinalis.

3.1.1 Influence de la technique d’extraction sur le rendement des huiles essentielles de

Salvia microphylla

Il existe diverses techniques d'extraction des huiles essentielles a partir des plantes.
Dans cette étude, nous avons utilisé trois méthodes d’extraction : I'hydrodistillation,
I'entrainement a la vapeur et I'induction électromagnétique. Cette analyse comparative met
en lumiere des différences notables tant au niveau des rendements obtenus qu'au niveau de

la composition chimique des huiles essentielles de 1’espéce Salvia microphylla.

3.1.1.1 Rendement en huile essentielle

La figure ci-dessous présente les rendements en pourcentages (%) obtenus par trois
méthodes d'extraction différentes des huiles essentielles de Salvia microphylla, a savoir :
I'nydrodistillation (HD), l'entrainement a la vapeur deau (EV) et [linduction

électromagnétique (IE).
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Figure 3.1 : Rendements (%) des huiles essentielles de Salvia microphylla selon trois

méthodes d'extraction.
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En comparant les trois méthodes d'extraction d'huile essentielle, il apparait que la
hydrodistillation (HD) offre le meilleur rendement avec 0,63 %, suivie par lI'entrainement a
la vapeur d’eau (EV), qui donne un rendement de 0,47 %. La méthode d'induction
électromagnétique (IE) présente le rendement le plus faible, atteignant seulement 0,23 %.
Ces résultats indiguent que I'nydrodistillation est la méthode la plus efficace pour extraire
une plus grande quantité d'huile essentielle Salvia microphylla, tandis que l'induction

électromagnétique semble étre la moins performante.

3.1.1.2 Composition chimique

Le tableau 3.1 présente les teneurs (%) des principaux composés des huiles
essentielles extraites des parties aériennes de Salvia microphylla a I’aide de trois  méthodes
I’hydrodistillation (HD), I’entrainement a la vapeur d’eau (EV) et I’induction
électromagnétique (IE). Chaque technique montre des variations significatives dans les

concentrations des composés volatils.

Tableau 3.1 : Les composés majoritaires des huiles essentielles de Salvia microphylla

obtenues par trois méthodes d'extraction.

compositions (%)

N° Composes majoritaires ) Ev i
1 1,8-Cinéole 5,87 3,24 1,72
2 Acétate de bornyle 8,14 8,67 2,16
3 Carvacrol - - 17,1
4 B-Caryophylléne 16,75 15,91 1,44
5 Aromadendrene 5,39 4,46 0,27
6 Bicyclogermacréne 3,65 8,08 -
7 Spathulénol 5,04 2,65 4,89
8 y-Eudesmol 6,27 4,11 4,39
9 B-Eudesmol 6,04 3,97 5,19
10 a-Eudesmol 11,41 6,45 8,06

L’hydrodistillation (HD) se distingue par des niveaux élevés de certains composés
clés, tels que le B-caryophylléne (16,75 %), 'a-eudesmol (11,41 %), I’acétate de bornyle
(8,14 %) et y-Eudesmol (6,27 %) qui sont particulierement abondants avec cette méthode.

De son c6té, I’entrailnement a la vapeur d’eau (EV) affiche des résultats similaires
a ceux de la HD pour plusieurs composes. Par exemple, on observe des concentrations
notables en [-caryophylléne (15,91 %) et en acétate de bornyle (8,67 %). Le

bicyclogermacréne est aussi présent de fagon significative, mais avec une teneur plus élevée



89

dans I’huile obtenue par EV (8,08 %). Cependant, la concentration en 1,8-cinéole (3,24 %)
est 1égérement inférieure a celle obtenue par HD (5,87 %).

Quant a I’induction électromagnétique (IE), elle révele un profil de composition
nettement différent. Le carvacrol, absent dans les huiles obtenues par les autres méthodes,
est trés présent ici, avec une teneur de 17,1 %. A ’inverse, des sesquiterpénes tels que le p-
caryophyllene et I’aromadendréne sont beaucoup moins abondants, et le bicyclogermacréne
est totalement absent. De plus, certains monoterpénes comme le 1,8-cinéole et 1’acétate de
bornyle sont extraits en plus faibles quantités. Toutefois, des composés comme le y-
eudesmol, le B-eudesmol et le spathulénol se retrouvent dans des proportions similaires dans
les huiles obtenues par HD et IE.

La figure ci-dessous montre les principaux monoterpénes et sesquiterpenes (acétate
de bornyle, le carvacrol, le B-caryophylléne, le bicyclogermacréne et 1'a-eudesmol) présents
dans la composition chimique des huiles essentielles de Salvia microphylla, obtenues par
trois méthodes d'extraction : I'hydrodistillation, I'entrainement a la vapeur d'eau et I'induction

électromagnétique.
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Figure 3.2 : Variation de la teneur en monoterpenes et sesquiterpénes majeurs de Salvia

microphylla selon différentes méthodes d'extraction.

En effet, I'hydrodistillation se révele étre la méthode la plus appropriée pour
I'extraction des huiles essentielles de Salvia microphylla, car elle permet d'obtenir les
concentrations les plus élevées en composés majoritaires, offrant ainsi un meilleur

rendement global en termes de diversité et de quantité de composants actifs.
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3.1.2 Etude de la variation mensuelle du rendement et de la composition chimique des

huiles essentielles de Salvia microphylla et Salvia officinalis.

3.1.2.1 Rendement en huile essentielle
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Figure 3.3 : Influence de la période de récolte sur le rendement en huile essentielle de

Salvia officinalis et Salvia microphylla.

Les rendements moyens des huiles essentielles de la partie aérienne de Salvia
microphylla et de Salvia officinalis extraites par Hydrodistillation durant la période de
janvier, février, mars, avril, mai, juin, juillet, septembre, octobre et novembre, sont variables
de 0,331% a 0,630% pour Salvia microphylla et de 0,689% a 1,420% pour Salvia officinalis.
Les résultats obtenus sont représentés par la figure 3.3.

D’aprés la figure 3.3, les deux courbes ont la méme allure, sauf pour les mois
janvier, février et mars ou on observe une diminution puis une augmentation en rendement
de I’huile essentielle de Salvia officinalis, face a une augmentation puis une diminution dans
le rendement de 1’huile essentielle de Salvia microphylla.

Les résultats obtenus entre la période de «janvier, février, mars» et «septembre,
octobre, novembre» montrent des changements significatifs liés probablement au climat,
ainsi le rendement d’extraction de 1’huile essentielle des deux espéces Salvia microphylla et
Salvia officinalis change radicalement d’une période a une autre, contrairement a celui de
«avril, mai, juin» qui est tres constant et augmente regulierement avec le stade végetatif de
la plante pour donner son meilleur rendement a partir du mois de juillet.

Des études menées sur les feuilles de Salvia microphylla cultivées en Californie
[203], récoltées aux stades végétatif (avril), de floraison (juillet) et de sénescence
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(novembre), ont permis d'extraire des huiles essentielles par hydrodistillation. En avril, le
rendement s'est averé trés faible, atteignant seulement 0,3 %, probablement en raison des
conditions climatiques ou du stade de développement de la plante. En juillet, le rendement a
culminé a 6,7 %, vraisemblablement parce que cette période correspond a I'apogée de la
production de composés volatils par la plante. En novembre, le rendement est retombé a
1,1 %, ce qui pourrait s'expliquer par l'entrée de la plante en phase de dormance ou par des
conditions météorologiques défavorables. Ces résultats concordent avec ceux obtenus dans
notre propre étude.

Lakhal et ses collaborateurs [221] ont trouvé que Salvia officinalis de la région de
Batna collecté au mois de Mai a présenté un rendement de 2,1%. Il est cependant supérieur
au rendement obtenu a partir de notre plante 0,847% dans le méme mois. De méme, les
résultats obtenus par Dob [217] indiquent que Salvia officinalis récolté de la région d'Alger
pendant le mois de juin a donné un rendement en huile essentielle 0,9% presque équivalent
a celui que nous avons obtenu (0,862%) a partir de la méme plante récoltée le méme mois.
En ce qui concerne, I’espece Salvia microphylla locale aucune étude n’a été réalisee.

Ces variations peuvent étre aussi attribuées aux différents facteurs
environnementaux prenant en compte que 1’huile essentielle est un produit métabolique de
cellules végétales, donc elle est influencée par les conditions climatiques (notamment le type

de climat, taux d’humidité, le taux d’exposition au soleil).

3.1.2.2 Composition chimique

Les analyses chromatographiques ont permis d’identifier un total de 46 composes
représentant de (80,38-98,40%) de la composition chimique globale de 1’huile essentielle de
Salvia microphylla (Appendice B1). Et permis de plus d’identifier un total de 38 composés
représentant de (96,45-99,12%) de la composition chimique globale de I’huile essentielle de
Salvia officinalis (Appendice B2), pendant 10 mois.

Selon les résultats obtenus, nous retrouvons globalement presque Les mémes
composées majoritaires pendant tout le cycle végeétatif de Salvia microphylla. Il est observé
que l'acétate de bornyl atteint sa concentration maximale en février et en novembre, avec des
valeurs respectives de 9,9 % et 10,8 %. En avril, cette concentration diminue légérement a
8,06 %, puis chute encore pour tomber a 5,46 % en juin. Par la suite, elle remonte a 8,14 %
en juillet. En ce qui concerne le B-trans-caryophylléne, sa teneur montre une tendance
générale a augmenter jusqu'en juillet, ou elle atteint un maximum de 16,75 %. Cependant,

une diminution notable est observée en novembre, avec une concentration de 9,45 %.
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L'a-eudesmol, quant a lui, présente une grande variabilité, atteignant un pic en juin avec
18,38 %. Les concentrations diminuent ensuite de maniere significative jusqu'en septembre,
avant de remonter en octobre pour atteindre 16,4 %.

La figure 3.4 présente les monoterpénes et les sesquiterpeénes majoritaires (acétate
de bornyle, B-caryophyllene et 'a-eudesmol) présents dans la composition chimique de toutes

les huiles essentielles de Salvia microphylla.
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Figure 3.4 : Variation de la teneur des monoterpenes et des sesquiterpenes majoritaires des

huiles essentielles de Salvia microphylla selon la période de récolte.

Satyal et ses collaborateurs [203] ont démontré que le rendement global en huile
essentielle de Salvia microphylla, ainsi que les concentrations d'hydrocarbures
monoterpéniques et de monoterpénoides oxygénés, étaient plus élevées en été. En
particulier, les concentrations de camphre (10,5 %) et de 1,8-cinéole (6,2 %) atteignaient
leur maximum durant cette saison. Les hydrocarbures monoterpéniques présentaient
également des niveaux élevés en automne. Les concentrations d'hydrocarbures
sesquiterpéniques étaient plus importantes au printemps, notamment avec le (E)-
caryophylléne (11,5 %), mais diminuaient en été. Quant aux sesquiterpenoides oxygeénes,
leurs concentrations augmentaient 1égérement en automne, avec des exemples marquants
tels que le guaiol (26,3 %) et I'a-eudesmol (19,9 %).

Pour Salvia officinalis, les principaux constituants restent globalement constants

tout au long du cycle végetatif, avec de légeéres variations dans leur teneur. Le camphre se
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révele étre le composé dominant de mai a octobre, affichant des concentrations élevées
comprises entre 16,35 % et 26,34 %, avec une augmentation progressive vers la fin de cette
période. Il est suivi par 'a-Thujone, dont la teneur varie de 12,94 % a 20,07 % durant la
méme période. Par ailleurs, la concentration en 1,8-Cinéole connait une hausse progressive,
passant de 8,99 % en mai a 14,75 % en octobre.

La variation des monoterpenes majoritaires (camphre, 1'a-Thujone et 1,8-Cinéole)
présents dans la composition chimique de toutes les huiles essentielles de Salvia officinalis

sont présente dans la figure 3.5.
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Figure 3.5 : Variation de la teneur des principaux monoterpénes des huiles essentielles de

Salvia officinalis en fonction de la période de récolte.

Il a également été observé que le camphene est un composé prédominant dans les
huiles essentielles de Salvia officinalis, apparaissant a la fin de la floraison (septembre et
octobre) avec des concentrations de 5,31 % a 5,42 %. En revanche, sa présence est limitée
pendant les autres mois. De plus, les échantillons de Salvia officinalis récoltés en mars et
avril, avant la floraison, se caractérisent par la présence de B-caryophylléne et d’a-humuléne,
avec des taux respectifs variant entre 6,49 % et 8,72 % pour le B-caryophylléne, et entre
7,41 % et 8,84 % pour 1’a-humulene.

Le Viridiflorol et le Manool sont deux sesquiterpénes majoritaires présents dans les
huiles essentielles de Salvia officinalis tout au long des différentes périodes de récolte

(figure 3.6). Leurs concentrations sont généralement plus élevées en dehors de la période de
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floraison, ce qui indique une augmentation de la disponibilité de ces composés pendant les

mois de janvier, février, mars, ainsi qu'en novembre.
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Figure 3.6 : Variation de la teneur des principaux sesquiterpenes des huiles essentielles de

Salvia officinalis en fonction de la période de récolte.

On peut aussi expliquer la différence observee entre ces 10 mois de collecte par le
processus de biosynthése de ces principaux constituants. On conclut donc que la différence
des teneurs de ces composés qui varient en fonction des parametres environnementaux (stade
phénologique de la plante, stress biotique et abiotique, etc.) oriente la biosynthese vers la
formation préférentielle de produits précis.

Au cours de ce travail, les rendements en HE des deux especes Salvia microphylla
et Salvia officinalis atteint son maximum au mois de juillet avec des teneurs respectivement
de 0,63% et 1,42%. Les analyses chromatographiques montrent que les huiles essentielles
des deux espéces récoltées entre le mois de juin et octobre contiennent presque le plus grand
nombre de composés volatils par rapport a celles recueillies durant les autres mois.

A partir des résultats obtenus dans cette partie, nous avons opté pour étudier la
composition chimique et les activités biologiques de ces deux espéces récoltées au mois de
juillet (floraison), en adoptant le procedé de I'extraction par hydrodistillation.
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3.2 Etude de la composition chimique et évaluation de D’activité biologique des huiles

essentielles de Salvia microphylla et Salvia officinalis

3.2.1 Extraction et analyse des huiles essentielles des deux espéces étudiées
3.2.1.1 Rendement

Les huiles essentielles extraites a partir des parties aériennes, des feuilles et des
tiges de Salvia microphylla et Salvia officinalis ont été obtenues par hydrodistillation
conventionnelle. Les rendements en huiles essentielles ont été exprimés par rapport au poids
de la matiére séche végétale (Figure 3.7 et 3.8).

Les parties aériennes, les feuilles et les tiges de Salvia microphylla ont présenté
respectivement des rendements de 0,63 %, 0,75 % et 0,23 % du poids sec. Les huiles
obtenues étaient des liquides jaunes caractérisés par une forte odeur. Les résultats indiquent
que les parties aériennes et les feuilles présentent un rendement plus élevé que les tiges. En
comparaison avec d'autres études, le rendement en huile essentielle des parties aériennes
obtenu dans la présente étude était inférieur a ceux précédemment rapportés pour la méme
espece en Italie (3,9 %) [204] et en Espagne (0,8 %) [324]. Les feuilles de Salvia microphylla
récoltées en Californie ont montré une capacité de production d'huile essentielle trés variable
selon la saison, passant de 0,3 % en avril (stade végétatif) a un pic de 6,7 % en juillet (stade
de floraison), puis diminuant a 1,1 % en novembre (stade sénescent). En comparaison, le
rendement observé en Californie pour le mois de juillet est nettement supérieur a celui
obtenu dans notre étude pour le méme mois. A l'inverse, en avril, le rendement en huile
essentielle pour I'espéce recoltée en Californie est inférieur a celui obtenu dans la présente
étude. Les résultats de novembre montrent une Iégere supériorité du rendement en huile

essentielle californienne (1,1 %) [203].
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Figure 3.7: Rendement d'extraction (%) des huiles essentielles de Salvia microphylla.
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Les huiles essentielles extraites de Salvia officinalis sont de couleurs jaunes clair,
de forte odeur (camphrée) et ont un aspect liquide. Le rendement en huiles essentielles varie
selon les parties de la plante utilisées : 1,42% pour les parties aériennes, 1,89% pour les
feuilles et enfin 0,54% pour les tiges. Les feuilles sont la source la plus riche en huiles
essentielles parmi les parties etudiées, tandis que les tiges en contiennent le moins. En
comparaison avec d'autres études, les rendements en huiles essentielles obtenus a partir des
feuilles de Salvia officinalis récoltées au Liban (1,75%) [211] et a EI Hamma (Alger)
(1,91%) [216] pendant la phase de floraison, sont conformes a nos résultats. En revanche,
les feuilles collectées en Tunisie (1,03 %) [16] et a Batna (1,41 %) [220] présentent des
rendements en huiles essentielles inférieurs a ceux que nous avons obtenus. Cependant, les
feuilles collectées a Kherrata (Algérie) [215] présentent un rendement supérieur (3,18%).
Concernant les parties aériennes, nos résultats révelent un rendement en huiles essentielles
supérieur a ceux rapportés pour I’Iran (0,55 %) [212], I'ltalie (0,35 % a 0,45 %) [208],
Constantine (0,65 %) [222], Alger (0,9 %) [217] et Laghouat (0,84 %) [218]. Seules les
especes recoltées a Batna (2,1%) [221] et au Maroc (4,09%) [209] affichent des rendements
plus élevés.
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Figure 3.8 : Rendement d'extraction (%) des huiles essentielles de Salvia officinalis.

Cette variation du rendement entre les deux especes est due a différents facteurs.
Parmi ceux-ci, on retrouve les conditions environnementales (climat, altitude), la
composition du sol, les caractéristiques génétiques de la plante, le mode d'extraction utilisé,
la période de récolte, l'origine géographique spécifique de I'espece, ainsi que la partie
spécifique de la plante soumise a I'extraction [325].
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L'analyse chimique des trois huiles essentielles par GC et GC-MS a conduit a

I'identification de 36, 32 et 47 composés représentant respectivement 98,40 %, 98,55 %

et 91,38 % de la composition totale des parties aériennes, des feuilles et des tiges de Salvia

microphylla. La composition chimique des huiles essentielles (HES), les indices de rétention

linéaire calculés et ceux rapportés dans la littérature, ainsi que les pourcentages des différents

composés déterminés par GC/FID, sont répertoriés dans le tableau 3.2.

Les profils chromatographiques des trois huiles essentielles de Salvia microphylla

sont donnés en appendice (Appendice C1).

Tableau 3.2 : Composition chimique des huiles essentielles isolées des parties aériennes, des

feuilles et des tiges de Salvia microphylla.

compositions (%6) ¢

N° composés 2 €SS | Rie LRILE  Parties : :
‘- Feuilles Tiges
aeriennes
1 a-Thujene mh 927 925 Tr Tr -
2 a-Pinéne mh 933 939 4,09£0,01 4,63+0,02 0,91+0,04
3 Camphéne mh 947 951 4,04 +0,02  4,48+0,03  0,94+0,14
4 B-Pinéne mh 976 978 2,29+0,01 2,63+0,03 0,76+0,04
5 a-Terpinéne mh 1017 1017 - - Tr
6 p-Cyméne mh 1026 1026 Tr Tr Tr
7 B-Phellandréne mh 1028 1045 1,65+0,01  1,99+0,09 0,92+0,07
8 1,8-cinéole om 1030 1046  5,87+0,02  7,50+0,01  1,98+0,10
9 y-Terpinene mh 1058 1060 Tr Tr 0,39+0,09
10 a-Thujone om 1105 1105 - - Tr
11 Camphre om 1144 1145 2,61+£0,01 2,58+0,18 1,10+0,05
12 Bornéol om 1166 1166 Tr Tr 0,37+0,02
13 Terpinén-4-ol om 1178 1177 Tr - Tr
14 Pregeijerene B om 1275 1276 - - Tr
15  Acétate de Bornyle om 1288 1287 8,14+0,02  8,35+0,05 5,18+0,12
16 a-Cubébene sh 1351 1351 - - Tr
17 Isoledéne sh 1374 1374 - - Tr
18 a-Copaéne sh 1378 1376 Tr Tr 0,37+0,03
19 B-Bourbonene sh 1387 1384 - - Tr
20 B-Cubébéne sh 1392 1388 - - Tr
21 a-Gurjunéne sh 1412 1408 1,01+0,01  1,19+0,03 1,08+0,08
22 p-Caryophyllene sh 1426 1417  16,75+0,02 17,86+0,07 15,65+0,16
23 y-Maaliéne sh 1432 1430  0,67£0,01 Tr 0,65+0,05
24 Calaréne sh 1436 1433 Tr Tr 0,41+0,07
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25 o -Maaliéne sh 1438 1438 0,69+0,01 Tr 0,65+0,10
26 Aromadendréne sh 1444 1441 5,39+0,01  5,30+0,05 4,90+0,08
27 Selina-5,11-diéne sh 1447 1445 Tr - 0,54+0,10
28 a-Humuléne sh 1457 1452 0,92+0,01 0,95+0,05 0,94+0,07
29  9-épi-(E)-Caryophyllene sh 1462 1464 - - 0,35+0,04
30  allo-Aromadendréne sh 1465 1467 2,02+0,01  1,98+0,18 1,63%0,02
31 v -Muuroléne sh 1479 1474 Tr Tr 0,63+0,03
32 B -Sélinéne sh 1490 1489 Tr - 0,33+0,05
33 Bicyclogermacréne sh 1502 1499 3,656+0,01  4,15+0,08 5,02+0,12
34 y-Cadinéne sh 1518 1511 1,28+0,01  1,22+0,04 1,45x0,04
35 d- Cadinéne sh 1527 1519 1,98+0,01 2,11+0,02 1,84%0,14
36  Trans Cadi-1,4-diéne sh 1536 1527 - - Tr
37 a-Cadinéne sh 1541 1538 - - Tr
38 a-Calacoréne sh 1547 1542 - - Tr
39 Epiglobulol 0s 1565 1554 Tr - 0,36+0,05
40 Spathulénol 0s 1586 1571 5,04+0,02 4,30+0,23 5,12+0,13
41  Oxide de Caryophyllene 0s 1591 1582 3,26+0,01  3,02+0,02  2,94+0,09
42 Viridiflorol 0s 1598 1592 Tr Tr 0,57+0,04
43 Rosifoliol 0s 1609 1603 0,65+0,01 Tr 0,82+0,05
44 v-Eudesmol 0s 1640 1630 6,27+0,02  5,93+0,15 7,43+0,04
45 T-Cadinol 0s 1647 1645 2,68+0,02 2,47+0,18 3,23+0,15
46 B-Eudesmol 0s 1663 1650 6,04+0,24  6,05%0,05 -
47 a-Eudesmol 0s 1667 1652  11,41+0,27 9,86+0,24 21,47+0,20
48 Abiétatriene dh 2064 2054 - - 0,25+0,02
49 Ferruginol od 2338 2332 - - 0,19+0,03
Classe de composés I,:’e}rtles Feuilles Tiges
aériennes
Monoterpenes hydrocarbonés (mh) 12,08 13,73 3,93
Monoterpenes oxygénes (mo) 16,63 18,43 8,63
Sesquiterpénes hydrocarbonés (sh) 34,34 34,76 36,44
Sesquiterpénes oxygénés (so) 35,36 31,63 41,94
diterpénes hydrocarbonés (dh) - - 0,25
Diterpénes oxygénés (do) - - 0,19
Total identifié (%) 98,40 98,55 91,38

Tr : traces (< 0,1 %).
2 Composes répertoriés par ordre d'élution a partir de la colonne capillaire HP-5MS.
bIndices de rétention relatifs aux n-alcanes C8—C28 sur colonne capillaire HP-5MS.
¢ Indices de réetention selon la littérature.

d |es valeurs moyennes + écart-type de trois injections.
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L’analyse des huiles essentielles révele, d'une part, que la composition chimique est
principalement constituée de monoterpénes (environ 12-32 %) et de sesquiterpenes (environ
66-78 %). D'autre part, les mémes composés majeurs sont, globalement, présents dans les
huiles essentielles des trois parties de Salvia microphylla. Ainsi, comme indiqué dans le
tableau 3.1, la teneur en principaux composes présents dans les huilles essentielles des
parties aériennes (A), des feuilles (B) et des tiges (C) (Appendice C1) est, respectivement,
les monoterpénes 1,8-cinéole (5,87 %, 7,50 %, 1,98 %), acétate de bornyle (8,14 %, 8,35 %,
5,18 %) et les sesquiterpénes B-caryophylléne (16,75 %, 17,86 %, 15,65 %), aromadendréne
(5,39 %, 5,30 %, 4,90 %), spathulénol (5,04 %, 4,30 %, 5,12 %), y-eudesmol (6,27 %, 5,93
%, 7,43 %), B-eudesmol (6,04 %, 6,05 %, 0 %) et a-eudesmol (11,41 %, 9,86 %, 21,47 %).
Il convient de souligner que les diterpénes (abiétatriene, ferruginol) ont été détectés
uniquement dans I'huile essentielle des tiges avec un pourcentage faible (0,44 %). Par
ailleurs, les sesquiterpénes présentent une teneur similaire dans les huiles essentielles des
parties aériennes et des feuilles (environ 65 %), mais leur teneur atteint environ 80 % dans
les tiges (figure 3.9). Il semble que les tiges favorisent la biosynthése des sesquiterpenes,

probablement en raison de leur exposition accrue au soleil.
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Figure 3.9 : Teneur des différentes classes chimiques des huiles essentielles de

Salvia microphylla.

Les principaux composés sont présents dans presque toutes les parties de la plante,
a l'exception du B-eudesmol qui est présent en proportion élevée dans les parties aériennes
et les feuilles, mais complétement absent dans les tiges. Le B-caryophylléne et 'a-eudesmol

sont les sesquiterpénes majeurs dans les trois huiles essentielles. Toutefois, la teneur en
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B-caryophylléne est élevée dans les trois parties de la plante, tandis que 1'a-eudesmol est
présent a un pourcentage de 21,4 % dans les tiges, mais relativement faible dans les parties
aériennes et les feuilles. Cette prédominance de 1'a-eudesmol dans I'huile essentielle des tiges
est qualitativement similaire aux données déja publiées [326] pour les parties aériennes de
Salvia microphylla provenant de Gréce, avec une teneur élevée en a-eudesmol (20,5 %), B-
caryophylléne (13,7 %), y-eudesmol (8,2 %), et spathulénol (7,0 %).

Les parties aériennes de Salvia microphylla récoltées en Italie [204] et en Tunisie
[205] présentent des profils chimiques similaires avec notre huile essentielle, tout en
montrant certaines variations intéressantes. Dans les trois Huiles, le B-caryophyllene se
distingue comme I'un des principaux composants, représentant 16,75% dans notre
échantillon et étant également dominant dans les huiles italiennes et tunisiennes avec 10,80%
et 13,80%, respectivement. De méme, le 1,8-cinéole est présent dans les especes récolté en
Italie et en Tunisie (8,43% et 11,25%, respectivement), bien qu'en proportions plus faibles
dans notre échantillon (5,87%). L'acétate de bornyle, quant a lui, est présent dans I'huile
essentielle de I’Italie (9.13%) et dans notre huile (8,14 %), mais il n'est pas signalé dans
I'espece tunisienne.

En ce qui concerne les eudesmols, notre échantillon montre des concentrations
notables d'a-eudesmol (11,41 %), de B-eudesmol (6,04 %) et de y-eudesmol (6,27 %), des
composés également présents dans les échantillons tunisiens. Cependant, I'aromadendréne
(5,39 %) et le spathulénol (5,04 %), identifiés dans notre huile, ne sont pas rapportés dans
les huiles italiennes et tunisiennes. A l'inverse, le cis-p-menthan-3-one, présent dans
I'échantillon tunisien, n'a pas été détecté dans notre analyse.

Notre étude de I'huile essentielle des feuilles de Salvia microphylla montre a la fois
des similitudes et des divergences par rapport aux recherches précédentes menées au Brésil
[202] et en Californie [203]. Par exemple, le B-caryophyllene est un composant majeur,
représentant 17,86 % de notre échantillon, ce qui est comparable a la concentration de 15,35
% observée dans I'étude brésilienne. En revanche, I'acétate de bornyle, I'aromadendréne et
le spathulénol, identifiés dans notre étude, ne sont pas mentionnés dans les travaux
antérieurs, tandis que le guaiol, absent dans notre huile, est un composé majeur dans celle
cultivée en Californie, ou il atteint 24,6 %. De plus, bien que 1'a-eudesmol soit présent dans
toutes les études, sa concentration dans notre huile (9,86 %) est inférieure a celle rapportée
en Californie (18 %) et au Brésil (14,06 %). Quant au 1,8-cinéole, il est détecté dans notre

échantillon (7,50 %) ainsi qu'en Californie (6,2 %), mais est absent de I'huile brésilienne.
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Enfin, I'étude de la composition chimique de I'huile essentielle extraite des fleurs
de Salvia microphylla en Italie [206] révele un profil completement différent, avec des
composés majoritaires tels que le davana éther, I'hexahydrofarnésyl acétone, le carvacrol, le
thymol et le 2, 6, 10, 14-tetraméthyl-7-(3-méthylpent-4-ényle) pentadécane. Ces différences
rapportées dans les compositions des huiles essentielles sont probablement dues a plusieurs
parametres tels que l'origine de la matiére, la période de récolte, la partie de la plante et la
méthode d'isolement de I'huile essentielle.

Il est également important de noter que notre étude est la premiére a rapporter la
composition chimique de I'huile essentielle extraite des tiges de Salvia microphylla. La
comparaison de la composition des huiles essentielles de Salvia microphylla, étudiée pour
la premiére fois en Algérie, avec les données de la littérature révele une prédominance
marquée du B-caryophylléne dans les échantillons analyses. Cette observation suggere que
la biosynthése de cette espéce favorise la production de B-caryophylléne, qui pourrait ainsi
constituer un biomarqueur potentiel en chimiosystématique, ou étre utilisé pour identifier le

chémotype spécifique de cette espéce.

> Salvia officinalis

L'analyse par GC et GC-MS des huiles essentielles extraite & partir des parties
aériennes (A), des feuilles (B) et des tiges (C) de Salvia officinalis a permis d'obtenir le
chromatogramme représenté dans I'appendice (Appendice C2). Le tableau 3.3 présente la
composition chimique détaillée des huiles essentielles de Salvia officinalis, incluant les

indices de rétention et les pourcentages de chaque composé identifiés par (GC/FID).

Tableau 3.3 : Composition chimique des huiles essentielles isolées des parties aériennes, des

feuilles et des tiges de Salvia officinalis.

compositions (%) ¢

Ne° composés @ Classe LRI LRI  Parties . .
- Feuilles Tiges

aériennes
1 Cis-Salvéne mh 850 847 0,13+0,08  0,12+0,02 Tr
2 Tricycléne mh 924 923 Tr 0,11+0,01 -
3 a-Thujene mh 927 925 0,28+0,11 0,27+0,04  0,53%0,16
4 a-Pinéne mh 933 939 1,68 £0,01  1,86%0,02 1,09+0,04
5 Camphéne mh 947 951 4,06 £0,02  4,64+0,03 1,69+0,14
6 Sabinene mh 973 973 0,17+0,23 0,11+0,01  0,68+0,34
7 B-Pinéne mh 976 978 2,14 0,01 1,98+0,03 2,52+0,54
8 B-myrcéne mh 992 992 1,70+0,02 1,83+0,13 1,10+0,37
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9 o -Phellandréne mh 1017 1017 0,12+0,01 0,15+0,01 -
10 a-Terpinéne mh 1026 1026 0,31+0,02 0,33+0,23 0,45+0,65
11 p-Cymene mh 1028 1045 0,21+0,01 0,18+0,09 0,23+0,07
12 1,8-cinéole om 1030 1046 12,78+0,02 13,76+0,01 11,71+0,10
13 y-Terpinene mh 1058 1060 0,71+0,07 0,68+0,01 1,03+0,09
14 Hydrate de cis-sabinéne  om 1069 1070 0,21+0,01 0,13+0,06  0,48+0,06
15 a-Thujone om 1105 1105 16,48+0,56 16,62+0,33 22,99+0,65
16 B -Thujone om 1121 1117 5,18+0,14 4,62+0,01  10,38+0,05
17 Thujanol om 1139 1134 1,11+0,08 1,26+0,04  0,65+0,01
18 Camphre om 1144 1145 23,57 +0,01 26,77+0,18 12,43+0,13
19 Trans 3-pinanone om 1162 1158 0,17+0,23 0,12+0,01 0,43+0,23
20 Bornéol om 1166 1166 2,53+0,23 2,78+0,28 0,80+0,02
21 Cis 3-pinanone om 1175 1172 0,10+0,01 - 0,24+0,01
22 Terpinén-4-ol om 1178 1177 0,71+0,03 0,77+0,07  0,96%0,05
23 a-Terpinéol om 1193 1190 0,52+0,06 0,55+0,08 0,34+0,01
24 Acétate de Bornyle om 1288 1287 1,83+0,02 2,17+0,05 0,65+0,12
25 Acétate de sabinyle sh 1295 1289 0,21+0,17  0,23+0,01  0,23+0,08
26 B-Caryophylléne sh 1426 1417 3,79+0,02 3,56+0,07 2,71+£0,16
27 a-Humuléne sh 1457 1452 3,12+0,01 2,58+0,05 3,47+0,07
28 allo-Aromadendréne sh 1465 1467 0,15+0,01 0,14+0,18 0,16+0,02
39 Leden sh 1500 1496 0,19+0,23 0,27+0,11 0,31+0,03
30 - Cadinéne sh 1527 1519 0,10+0,01 - 0,19+0,04
31 Oxide de os 1501 1582  048:001  039+0,02  0,29+0,09
Caryophylléne
32 Viridiflorol 0S 1598 1592 8,28+0,27 6,83+0,09 8,28+0,04
33 B-Eudesmol 0S 1663 1650 - - 0,10+0,01
34 Manool do 2070 2057 5,78+0,31 3,07+0,05 9,88+0,21
Classe de composeés IIDa}rtles Feuilles Tiges
aériennes
Monoterpéenes hydrocarbonés (mh) 10,80 11,58 8,29
Monoterpenes oxygénes (mo) 65,90 70,23 63,09
sesquiterpenes hydrocarbones (sh) 7,56 6,78 7,07
Sesquiterpénes oxygénés (so) 8,76 7,22 8,67
diterpénes hydrocarbonés (dh) - - -
Diterpenes oxygénes (do) 5,78 3,07 9,88
Total identifié (%) 98,8 98,88 97,00

Tr : traces (< 0,1 %).

2 Composés répertoriés par ordre d'élution a partir de la colonne capillaire HP-5MS.
bIndices de rétention relatifs aux n-alcanes C8—C28 sur colonne capillaire HP-5MS.
¢ Indices de rétention selon la littérature.

d Les valeurs moyennes * écart-type de trois injections.
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L'examen de la composition chimique des trois huiles essentielles de Salvia
officinalis révele I'identification de 33, 31 et 32 composeés représentant 98,80 %, 98,88 % et
97,00 % de la composition totale des parties aériennes, feuilles et tiges, respectivement.

Les composeés présents dans la plante se répartissent en plusieurs classes chimiques
(figure 3.10), avec des pourcentages qui varient selon les parties analysées (parties aériennes,
feuilles, tiges). Les monoterpenes hydrocarbonés constituent entre 8,29 % dans les tiges,
10,80 % dans les parties aériennes et 11,58 % dans les feuilles. En revanche, les
monoterpenes oxygenés prédominent, avec des proportions allant de 63,09 % dans les tiges,
65,90 % dans les parties aériennes et 70,23 % dans les feuilles. Les sesquiterpénes
hydrocarbonés sont moins abondants, représentant respectivement 6,78 %, 7,07 % et 7,56 %
dans les feuilles, les tiges et les parties aériennes. De méme, les sesquiterpénes oxygénés
varient entre 7,22 % dans les feuilles, 8,67 % dans les tiges et 8,76 % dans les parties
aériennes. Enfin, les diterpénes oxygénés, tels que le manool, sont particulierement
concentres dans les tiges (9,88%), tandis qu'ils sont moins présents dans les parties aériennes
(5,78%) et les feuilles (3,07%). Dans I'ensemble, les monoterpenes constituent la majorité

des composés dans les trois parties de la plante.
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Figure 3.10 : Teneur des différentes classes chimiques des huiles essentielles de

Salvia officinalis.

Le tableau révéle que les composés prédominants dans les parties aériennes, les
feuilles et les tiges de la plante sont le camphre, I'a-thujone, le 1,8-cinéole, la B-thujone, le
viridiflorol et le manool. Le camphre est particulierement abondant dans les feuilles
(26,77 %), suivi des parties aériennes (23,57 %) et des tiges (12,43 %). L'a-thujone figure
également parmi les constituants majeurs, surtout dans les tiges (22,99 %), avec des
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concentrations légérement inférieures dans les parties aériennes (16,48 %) et les feuilles
(16,62 %). Le 1,8-cinéole est présent en grande quantité dans les feuilles (13,76 %), les
parties aériennes (12,78 %) et les tiges (11,71 %). Les tiges et les parties aériennes se
démarquent par une teneur élevée en B-thujone (10,38 % et 5,18 %, respectivement) ainsi
qu'en manool (9,88 % et 5,78 %, respectivement). Le viridiflorol affiche des concentrations
élevées dans les parties aériennes et les tiges (8,28 %), bien que sa présence soit légérement
inférieure dans les feuilles (6,83 %).

En ce qui concerne les composés mineurs, certains comme le cis-salvéne, le
tricycléne, le sabinéne, l'a-terpinéne, 'oxyde de caryophylléne et le 8-cadinéne sont présents
en tres faibles quantités, inférieures a 1 %, dans toutes les parties de la plante. En outre, on
observe une certaine variabilité dans les monoterpénes et les sesquiterpénes, avec des
composés tels que 1'a-pinéne, le B-pinéne, le camphéne, le y-terpineéne, le B-caryophylléne et
I'a-humuléne montrant de légéres variations selon les différentes parties de la plante.

Il est largement établi dans la littérature que, quelle que soit la méthode d'extraction,
la partie de la plante utilisée ou la source de récolte, I'huile essentielle de Salvia officinalis
est dominée par des composés monoterpeniques oxygéneés [223, 327-331].

Comparée aux huiles essentielles de Salvia officinalis décrites dans la littérature, la
composition de notre huile, obtenue a partir des parties aériennes et des tiges, se révele
similaire a celle des espéces collectées a EI Hamma [216], Alger [217] et en Tunisie [207],
notamment en termes de pourcentages des composés majeurs tels que le camphre, 1'a-thujone
et le 1,8-cineole. Cependant, I’espece récoltée a EI Hamma se distingue par la présence de
B—caryophyllene (6,01%) et I'oxyde de caryophyllene (6,07%). De plus, la composition
chimique de I'huile obtenue a partir des tiges se rapproche fortement de celle des especes
récoltées en Algeérie [215, 220, 221], au Liban [211], en Iran [212] et en Serbie [213],
caractérisées principalement par la prédominance de l'a-thujone, du 1,8-cinéole et du
camphre. Cependant, une exception remarquable est observée dans les huiles essentielles de
Salvia officinalis originaires des régions de Tizi-Ouzou (Kabylie) et de Bouira.
L'huile essentielle extraite a Tizi-Ouzou se distingue par la présence de 21 composes, ou
I'’Azulene prédomine avec une concentration de 30,6 %, suivi du Sabinene (7,88 %) et
du Campheéne (4,14 %) [332]. En revanche, I'huile essentielle provenant de Bouira renferme
23 composés, majoritairement constituée d'acétate de cis-chrysanthényle (64,82 %) et
d'a-thujone (14,7 %) [223].

Certaines études ont révelé la présence de composants majoritaires différents dans

les huiles essentielles. Les espéces récoltées a Mascara [219] et a Constantine [222] se
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distinguent par la présence de composés spécifiques tels que le B-caryophylléne et le -
selinene, qui ne sont pas détectés dans les huiles analysées dans notre étude.

Des différences notables se manifestent avec des composés tels que le B-pinéne et
le camphéne, qui ne sont présents que dans les huiles essentielles extraites de I'espéce
récoltée en Italie [208], respectivement a des concentrations de 6,27 % a 7,53 % pour le -
pinene et 9,14 % pour le camphene, ainsi que dans celles d'Allemagne [214], a des taux de
5,26 % et 6,54 %. Par ailleurs, le bornéol (8,47 %) et I'a-humuléne (8,21 %) sont également
présents dans I'espéce d'origine allemande [214]. En outre, I'espéce récoltée au Maroc [333]
se distingue par la présence notable de la naphtalénone (20,81 %), ainsi que par une
composition marquée en sesquiterpenes, notamment le P-caryophyllene (9,61 %), l'a-
humulene (8,34 %) et I'érémophiléne (8,37 %).

Les différences observées dans la composition des huiles essentielles de Salvia
microphylla et Salvia officinalis dans notre étude par rapport a d'autres recherches peuvent
probablement étre expliquées par plusieurs facteurs, tels que I'origine des espéces, la période
de récolte, la partie de la plante utilisée [334], ainsi que la méthode d'extraction de I'huile
essentielle [335].

3.2.2 Evaluation des activités biologiques des huiles essentielles des deux espéces étudiées

3.2.2.1 Activité antioxydante

L'activité antioxydante des huiles essentielles extraites par hydrodistillation des
parties aériennes, des feuilles et des tiges de Salvia microphylla et Salvia officinalis a été
déterminée par six méthodes complémentaires, a savoir le test de piégeage des radicaux
libres DPPH, le test de piégeage de ’ABTS'", le test de capacité antioxydante par réduction
du cuivre (CUPRAC), le pouvoir réducteur du fer (FRAP), le test de blanchissement du
[-caroténe et la méthode de Phénanthroline.

Les résultats de l'activité antioxydante sont exprimés en termes d’ICso (ug/mL),
Aos (Mg/mL) et sont présentés dans le tableau 3.4.

Pour le test CUPRAC (tableau 3.5, figure 3.11 et figure 3.12), la meilleure Aos a
été observée pour I'huile essentielle des tiges de Salvia microphylla (Aos: 7,72 %
0,43ug/mL), cette activité enregistrée étant tres proche de celle du BHA (Aos : 5,35+0,71
pg/mL) et supérieure a celle de l'a-tocophérol et du BHT (Aos: 19,92+1,46 pg/ml et
8,97+3,94 pg/mL, respectivement). Elle est suivie par 1’huile obtenue des parties aériennes
(Aos : 472,02+5,18 ug/mL) et I’huile essentielle des feuilles (Aos : 504,80+6,06 pg/mL).
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Les valeurs d'activité obtenues par le test CUPRAC différaient de celles mesurées
par le test de piégeage des radicaux libres DPPH, le test de piégeage de ’ABTS', le pouvoir
réducteur du fer (FRAP), le test de blanchissement du B-caroténe ainsi que la méthode de
Phénanthroline. Selon les résultats issus de ces méthodes, les huiles essentielles extraites des
trois parties de Salvia microphylla ont révélé une faible activité antioxydante.

Les huiles essentielles extraites des différentes parties de Salvia officinalis (parties
aériennes, feuilles et tiges) n'ont révélé aucune activité antioxydante aux concentrations
testées dans les divers tests effectués.

Les résultats obtenus pour I’huile essentielle des feuilles sont cohérents avec les
études antérieures, qui ont montré que I'huile essentielle extraite des feuilles de Salvia
microphylla récoltées au Brésil ne présentait pas d'activité dans le test DPPH [202].
Cependant, une activité antioxydante a été observée dans le test de blanchiment du f-
carotene, avec une ICso de 770 pg/ml [202]. Les deux méthodes d'évaluation de l'activité
antioxydante de I'huile essentielle des feuilles de Salvia microphylla ont révélé des niveaux
d'efficacité variables.

Le test CUPRAC a mis en évidence une activité antioxydante notable
(Aos: 504,80 £ 6,06 pg/mL) pour notre huile, tandis que le test de blanchiment du
B-carotene a montré une activité modérée pour ’huile brésilienne. Cette divergence de
résultats pourrait refléter les différences de mécanismes d'action entre les deux tests.

Des études menées sur les parties aériennes de Salvia microphylla récoltée en
Tunisie ont révélé que I'huile essentielle posséde une activité antioxydante faible, comme
I'ont démontré les trois tests utilisés : le test au DPPH (I1Cso : 1120 pg/ml), le test du pouvoir
réducteur (ICso : 1420 pg/ml) et le test de chélation des ions ferreux (ICso : 1620 pg/ml)
[205]. Nos resultats indiquent que le test CUPRAC révéle une activité antioxydante plus
élevée que les tests précedents tels que DPPH, pouvoir réducteur et chélation des ions
ferreux, qui avaient montré une activité plus faible. Cela suggéere que le test CUPRAC est

plus sensible pour évaluer I'activité antioxydante de I'huile des parties aériennes.



Tableau 3.4 : Activités antioxydantes des huiles essentielles des parties aériennes, des feuilles et des tiges de Salvia microphylla et Salvia officinalis

DPPH ABTS CUPRAC FRAP B-caroténe Phén
Echantillons ICso ICso ICso
IP (%0) IP (%0) IP (%) Aoso pg/mL IP (%)  Aosopg/mL IP (%) IP (%) Aoso ug/mL
pg/mL pg/mL pg/mL
HEASM 16,11+5,34 >800 12,83+1,32 >800 0,72+0,07 472,02+5,18 0,14+0,03 >200 4,03+7,46 >800 0,30+0,02 >200
HEFSM 16,51+0,26 >800 10,01+0,11 >800 0,69+0,03 504,80+6,06 NA >200 4,01+2,89 >800 NA >200
HETSM 26,82+1,15 >800 21,21+1,31 >800 3,25+0,07 7,72 £0,43 NA >200 19,27+1,54 >800 NA >200
HEASO 6,4048,55 >800 15,51+0,80 >800 0,32+0,00 >800 0,12+0,02 >200 5,04+3,43 >800 0,25+0,00 >200
HEFSO 3,44+1,52 >800 4,98+0,91 >800 0,30+0,00 >800 NA >200 1,29+3,32 >800 NA >200
HETSO 2,10+2,82 >800 3,30+2,04 >800 0,39+0,04 >800 NA >200 17,72+3,01 >800 NA >200
BHA 90,14+0,00 6,14+0,41 95,86+0,10 1,81+0,10 3,92+0,13 5,35+0,71 NT NT 99,66+0,52 1,05+0,03 2,10+0,05 0,93+0,07
BHT 95,02+0,23  12,99+0,41 96,68+0,39 1,29+0,30 3,38+0,13 8,97+£3,94 NT NT 95,58+0,19 0,91+0,01 3,48+0,03 2,24+0,17
a-Tocophérol 89,52+0,33  13,0245,17 NT NT 1,85+0,19 19,92+1,46  1,81+0,09 34,93+2,38 NT NT NT NT
Acide ascorbique NT NT NT NT NT NT 1,44+0,21  6,77+1,15 NT NT NT NT
Acide tannique NT NT NT NT NT NT 1,02+0,13  5,39+0,91 NT NT NT NT

IP : Pourcentage d'inhibition a une concentration finale de 800 pg/mL pour DPPH*, ABTS**, CUPRAC, f-carotene et 200 pug/mL pour FRAP,

Phénanthroline dans le puits ;
Les valeurs 1Csg et Ags0 sont définies comme la concentration d'inhibition de 50 % et la concentration a I’absorbance 0,50, respectivement ;
I1Cs0 et Aosoont été calculés par analyse de régression linéaire et exprimés en moyenne + écart type de trois mesures paralléeles ;
BHA : butylatedhydroxyanisole, BHT : butylatedhydroxytoluene ;
NA : pas d'absorbance ;
NT : non testé.



Tableau 3.5 : Inhibition du CUPRAC par les huiles essentielles de Salvia microphylla.

Absorbances dans la méthodes CUPRAC

125pug/mL 25pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL 800 pg/mL  Aogso ug/mL
HEASM 0,18+0,01 0,19+0,01  0,21+0,00 0,23+0,00 0,30+0,01 0,46+0,02 0,72+0,07 472,0245,18
HEFSM 0,19+0,02 0,19+0,00 0,21+0,01  0,23+0,01 0,29+0,01 0,44+0,00 0,69+0,03 504,80+6,06
HETSM 0,69+0,04 0,69+0,02 0,70+0,03 0,73+0,03 0,91+0,01 1,08+0,04 3,25+0,07 7,72+ 0,43
BHA 1,12+0,05 1,95+0,31 3,14+0,46  3,58+0,42 3,35+0,20 3,77+0,19 3,92+0,13 5,35+0,71
BHT 1,41+0,03 2,22+0,05 2,42+0,02 2,50+0,01 2,56x0,05 2,86+0,07 3,38+0,13 8,97+3,94
4,5
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Figure 3.11 : Capacité antioxydant (Ao.s) par réduction du cuivre Figure 3.12 : Variation de I’absorbance en fonction de concentration des huiles

(CUPRAC) pour les huiles essentielles de Salvia microphylla. essentielles de Salvia microphylla et des standards dans le test de CUPRAC.



109

L'activité antioxydante des huiles essentielles extraites des tiges de
Salvia microphylla n'a pas encore été documentée dans la littérature. Nos résultats
révelent que les tiges présentent une activité antioxydante supérieure selon le test CUPRAC
(Aos: 7,72 £ 0,43ug/mL). Ces donnees constituent donc une nouvelle contribution
précieuse, mettant en évidence que cette partie de la plante posséde une activiteé antioxydante
particulierement élevée.

Le test de piégeage du DPPH n'est pas applicable pour I'évaluation des activités
antioxydantes des huiles essentielles, en raison de la faible solubilité de ces huiles dans le
milieu DPPH [202, 336]. Les activités antioxydantes des sesquiterpénes (composés
majoritaires dans Salvia microphylla), tels que les hydrocarbures sesquiterpéniques
B-caryophyllene, aromadendréne et a-Humuléene, ainsi que des sesquiterpénes oxygénés
a-eudesmol, y-eudesmol et I'oxyde de caryophyllene, étaient significativement plus faibles
que celles de certains monoterpenes monocycliques (composés mineurs dans Salvia
microphylla). Globalement, les alcools cycliques, y compris le globulol, 1'a-terpinéol et le
terpin-4-ol, ont une activité antioxydante plus faible que celle des alcools acycliques, tels
que, le nérol et le géraniol [337]. Par conséquent, I’activité significative observée pour
I'échantillon des tiges de Salvia microphylla lors du test CUPRAC, en comparaison avec les
autres échantillons, semble résulter principalement de la présence de Calaréne (0,41+0,07),
un composé détecté uniquement dans les tiges, reconnu pour ses propriétés antioxydantes
intéressantes [337]. De plus, cette activité pourrait étre amplifiée par des interactions
synergiques entre les constituants majeurs et mineurs [102].

En conclusion, le test CUPRAC se révele étre un outil plus efficace pour évaluer
I'activité antioxydante de I'huile essentielle de Salvia microphylla, en raison de sa capacité a
réduire le complexe cuivre (lI) néocuproine. Ces résultats indiquent que I'activité
antioxydante des parties aeriennes, des feuilles et des tiges de Salvia microphylla est
principalement liée a un mécanisme de transfert d'électrons.

Contrairement a nos résultats, de nombreuses études rapportées dans la littérature
ont démontré que les huiles essentielles de Salvia officinalis possedent une activité
antioxydante significative [215, 216, 218, 221-223].
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3.2.2.2 Activité anticholinestérase

Les études précédentes sur les especes de Salvia ont montré que les huiles
essentielles sont utilisées traditionnellement pour divers troubles du systéme nerveux et
qu'elles ont des effets thérapeutiques potentiels sur I'humeur et les fonctions cognitives grace
a l'inhibition du cholinestérase, ce qui pourrait étre attribué aux terpenes [285, 338, 339].
L'activité anticholinestérase des huiles essentielles provenant de différentes parties (parties
aériennes, feuilles et tiges) de Salvia microphylla et Salvia officinalis a été testée en utilisant
une combinaison de deux méthodes complémentaires : I'acétylcholinestérase (AChE) et la
butyrylcholinestérase (BChE). Les résultats d'inhibition de I'AChE et de la BChE, exprimés
en pourcentage d'inhibition et en ICso, sont présentés dans les tableaux 3.6 et 3.7,
respectivement.

Dans le test d'inhibition de I'AChE (figure 3.13 et 3.14), I'huile essentielle des
parties aériennes de Salvia microphylla a montré l'activité inhibitrice la plus élevee
(ICs0 : 23,65 + 0,73 pg/mL), avec une activité proche de celle du galantamine standard
(ICs0 : 6,27 £ 1,15 pg/mL), suivie par I'huile essentielle des feuilles (ICso : 125,56 + 0,32
pg/mL) et I'huile essentielle des tiges (ICso : 159,28 + 2,13 pg/mL). En ce qui concerne
Salvia officinalis, les huiles essentielles issues des différentes parties de la plante ont révelée
des activités inhibitrices variables contre lI'acétylcholinestérase (AChE). L'huile de la partie
aérienne a montré une inhibition plus importante (ICso : 85,92 + 4,82 pug/mL) par rapport
aux tiges (ICso : 180,73 £ 1,00 pg/mL), mais reste moins efficace que la galantamine. Quant
a I'huile essentielle extraite des feuilles, elle n'a pas montré d'activité anticholinestérase
significative aux concentrations testées.

Les résultats obtenus pour I'huile des feuilles de Salvia microphylla sont en bon
accord avec ceux de I'huile essentielle de Salvia pseudeuphratica, qui présente un 1C50 de
26,00 + 2,00 pg/mL pour 1'AChE [340]. Bien qu'il s'agisse de la premiere étude rapportant
I'activité anticholinestérase des huiles essentielles de Salvia microphylla, des études
antérieures indiquent que les huiles essentielles d'autres espéces du genre Salvia ont
également montré une inhibition significative de I'AChE [10, 16, 17,100, 341- 344].



Tableau 3.6 : Activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase des huiles essentielles des parties aériennes, feuilles et tiges de Salvia microphylla et
Salvia officinalis.

% Inhibition de ’acétylcholinestérase

3,125 ug/mL 6,25 ug/mL 125pg/mL 25 pg/mL 50 pug/mL 100 pg/mL 200 pg/mL I1Cs0 pg/mL
HEASM 15,41+2,59 25,78t1,86  37,70x1,29 54,77+2,34  80,38+3,15 NT NT 23,65+0,73
HEFSM NA NA NA NA 20,93+2,53 36,51+2,10 72,72+2,24 125,56+0,32
HETSM NA NA NA NA 26,77£3,98 47,25+£3,29 56,81+1,02 159,28+2,13
HEASO NA NA NA 4,63+0,48 29,13£1,19 53,48+4,20 81,75+1,45 85,92+4,82
HEFSO NA NA NA NA 3,68£1,58 20,68+0,43 42,58+1,65 >200
HETSO NA NA NA NA 23,00£2,87 43,40£2,75 50,97%0,72 180,73+1,00
Galantamine 35,93+2,28 43,77+0,00 68,50+0,31 80,69+0,41 85,78+1,63 91,80+0,2 94,77+0,34 6,27+1,15
100,00 100,00
90,00 90,00
80,00 < 80,00
c 70,00 O 70,00 —&— HEASO
% 28288 —@— HEASM o gg:gg —@— HEFSO
= 40,00 —@— HEFSM € 4000 o HETSO
Eo 38288 @ HETSM B gglgg —@— Galantamine
X 10,00 —@— Galantamine 10:00
0,00 0,00 :
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
(a) Concentration pg/mL (b) Concentration pg/mL

Figure 3.13 : Activite inhibitrice de I'acétylcholinestérase des huiles essentielles des parties aériennes, feuilles et tiges de Salvia microphylla (a) et Salvia
officinalis (b).
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Les huiles essentielles extraites des parties aériennes de Salvia officinalis provenant
du Portugal et de I'espéce colombienne ont montré une activité inhibitrice de ’AChE
comparable a celle observée dans notre étude (ICso : 85,92 + 4,82 ug/mL), avec des valeurs
d'ICso respectives de 50,8 + 3,80 pug/mL et 78 pg/mL. [345, 346]. En revanche, par rapport
aux parties aériennes de Salvia officinalis cultivées en Espagne, nos resultats (1Cso: 85,92 +
4,82 pg/mL) s’avérent plus prometteurs que ceux rapportés par Cutillas et ses collegues
[284], qui ont trouvé des ICso variant entre 326,7 £+ 24,8 pg/mL et 867,4 £+ 82,3 pug/mL pour
les quatre huiles essentielles. De plus, les huiles essentielles extraites des parties aériennes
de Salvia officinalis récoltées dans trois zones distinctes du sud de I'ltalie ont démontré une
activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase particuliérement intéressante, avec des valeurs

d'ICso comprises entre 47,68 et 77,51 pg/mL.
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Figure 3.14 : Activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase (ICso) des huiles essentielles de

Salvia microphylla et Salvia officinalis.

En ce qui concerne les feuilles, I'huile essentielle de Salvia officinalis cultivée en
Tunisie a réveélé une activité significative contre I'AChE, avec une valeur d'1Cso de 38,71 +
2,09 pg/mL. Ce résultat est meilleur que celui de notre étude, ou I'lCso est supérieur a 200
png/mL [16].

Par ailleurs, d'autres recherches ont rapporté que I'huile essentielle de Salvia
officinalis originaire de Turquie présentait un taux d'inhibition de I'acétylcholinestérase
(AChE) de 63,8% a une concentration de 1000 pg/mL [347]. En comparaison, un
taux d'inhibition de 46,4 % a une concentration de 500 pg/mL a été rapporté pour des
huiles essentielles de Salvia officinalis récoltées au Portugal [348]. Ces résultats
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different considérablement des notres, obtenus a une concentration de 200 pg/mL, ou
des pourcentages d'inhibition de I’AChE beaucoup plus élevés ont été observés : 81,75 +
1,45 % pour les parties aériennes, 42,58 + 1,65 % pour les feuilles, et 50,97 + 0,72 % pour
les tiges.

Les recherches ont montré que Il'inhibition de l'acétylcholinestérase (AChE) par
I'nuile essentielle de Salvia officinalis est fortement influencée par sa concentration en
camphre. En effet, les huiles essentielles a forte concentration en camphre inhibent plus
efficacement I'AChE que celles ayant une faible teneur en ce composé [340, 343]. En
conséquence, I'huile essentielle extraite des parties aériennes de Salvia officinalis pourrait
étre idéale pour l'inhibition de I'AChE (ICso : 85,92+4,82 pug/mL) en raison de son taux élevé
de camphre (23,57 %) par rapport a I’huile essentielle extraite des tiges, qui en contient
moins de camphre (12,43 %), et montre donc une inhibition moins prononcée
(ICs0: 180,73£1,00 pg/mL). Ces résultats montrent que le camphre pourrait étre responsable
de I'effet inhibiteur sur I'enzyme AChE.

Malgré la concentration particulierement élevée en camphre (26,77+0,18 %) dans
I'nuile essentielle des feuilles de Salvia officinalis, cette abondance ne se traduit pas par une
inhibition significativement plus importante de l'acétylcholinestérase (AChE), avec un
ICso >200 pg/mL, comparée a d'autres parties de la plante. Cette faiblesse d'inhibition
pourrait étre attribuée a des interactions antagonistes entre les composants de I'huile
essentielle des feuilles, en particulier le camphre et le 1,8-cinéole. 1l est également plausible
que la combinaison de camphre et de 1,8-cinéole puisse induire des effets synergiques ou
antagonistes sur l'inhibition enzymatique, comme le suggeérent des études antérieures
[340,349].

Les huiles essentielles extraites des parties aériennes et des feuilles de Salvia
microphylla contiennent des teneurs similaires de camphre (2,61 % et 2,58 %,
respectivement). Cependant, les parties aériennes présentent une inhibition de
I'acétylcholinestérase (AChE) beaucoup plus efficace, avec un ICso de 23,65 pg/mL,
comparé a 125,56 pg/mL pour les feuilles. En revanche, les tiges, qui ont la concentration la
plus faible en camphre (1,10 %), montrent la plus faible efficacité d'inhibition avec un ICso
de 159,28 ug/mL, indiguant qu'elles sont les moins performantes dans cette activité. Bien
que les feuilles contiennent une forte concentration en camphre, leur inhibition de I'AChE
est beaucoup moins marquée que celle des parties aériennes, suggérant que d'autres

composés présents dans I'huile essentielle pourraient également contribuer a l'inhibition de
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I'’AChE. Ainsi, le camphre est un facteur important mais pas le seul déterminant de I'activité
inhibitrice.

Svalev et al. [343] ont signalé que les espéces de Salvia riches en 1,8-cinéole, mais
pas en camphre, peuvent fournir des huiles aux activités cholinergiques plus puissantes. Les
résultats de notre étude sur deux especes du genre Salvia montrent que les huiles essentielles
de Salvia microphylla, riches en 1,8-cinéole, exercent un effet inhibiteur plus marqué sur
I'activité du cholinestérase par rapport a celles de Salvia officinalis, dont la teneur en
camphre est plus élevée.

La figure 3.15 et 3.16 illustre I'effet inhibiteur des huiles essentielles de
Salvia microphylla et Salvia officinalis sur la butyrylcholinestérase. Les huiles essentielles
provenant des tiges (ICso : 37,07 £ 1,44 pg/mL) ont montré I'activité inhibitrice la plus élevée
contre la butyrylcholinestérase (BChE), similaire a celle de la galantamine
(ICso0 : 34,75 £ 1,99 pg/mL), suivies des huiles essentielles des feuilles et des parties
aériennes (I1Cso : 48,54 + 0,67 pg/mL et 69,65 + 0,87 pg/mL, respectivement).

Concernant Salvia officinalis, les huiles essentielles extraites des feuilles et des
tiges présentent une activité modérée d'inhibition de la butyrylcholinestérase (BChE), avec
des valeurs 1Cso de 180,99 + 9,23 pg/mL et 187,34 + 1,39 pg/mL, respectivement. Ces
valeurs indiquent que ces huiles ont une activité inhibitrice notable, bien que leur efficacité
soit nettement inférieure a celle de la galantamine, dont I'lCso est de 34,75 + 1,99 pg/mL.
En revanche, I'huile essentielle extraite des parties aériennes de Salvia officinalis n'a montré
aucune activité significative contre la butyrylcholinestérase a toutes les concentrations
testées, suggérant que son potentiel d'inhibition de la BChE est limité dans les conditions

expérimentales utilisées.



Tableau 3.7 : Activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase des huiles essentielles des parties aériennes, feuilles et tiges de Salvia microphylla
et Salvia officinalis.

% Inhibition de de la butyrylcholinestérase

3,125 ug/mL 6,25 ug/mL  125pug/mL 25 pg/mL 50 pug/mL 100 pg/mL 200 pg/mL I1Cs0 pg/mL
HEASM 9,50+2,88 12,21+2,19  20,40+0,35 27,81+0,81 42,21+1,38 59,41+0,23 65,82+1,50 69,65+0,87
HEFSM 8,37+3,95 13,04+392  27,9348,31  35,59+0,25 50,57+0,63 58,85+1,19 66,87+3,61 48,54+0,67
HETSM 11,99+5,96 16,81+£3,06  23,50+2,31 41,45+149 60,23t1,63 70,87+0,75 78,41+0,68 37,07+1,44
HEASO 12,91+0,46 14,65+4,72  16,06£3,45 19,75+2,76  31,63%3,22 33,15+3,22 43,19+1,50 >200
HEFSO NA 7,64+2,06 12,36£1,19  18,36%£3,34  30,36%£3,09 33,33x0,58 52,27+5,01 180,99+9,23
HETSO NA NA 4,91+1,80 16,55+0,26  23,82+1,80 36,27+0,56 51,18+1,93 187,34+1,39
Galantamine 3,26x 0,62 6,93+ 0,62 24,03+2,94 4513+2,60 63,87+2,85 7357+0,77 78,95+0,58 34,75+1,99
90,00 90,00
80,00 80,00
70,00 70,00
S 60,00 S 60,00 —8— HEASO
S 50,00 —&— HEASM % 50,00
2 40,00 —@— HEFSM 2 40,00 —&— HEFSO
"€ 30,00 o HETSM € 3000 o— HETSO
= 20,00 S 20,00
X 10,00 —@— Galantamine X 10,00 —&— Galantamine
0,00 000 ®
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(a) Concentration pg/mL (b) Concentration pug/mL

Figure 3.15 : Activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase des huiles essentielles des parties aériennes, feuilles et tiges de Salvia microphylla (a) et
Salvia officinalis (b).
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Figure 3.16: Activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase (ICso) des huiles essentielles

de Salvia microphylla et Salvia officinalis.

Par rapport aux études précédentes, l'activité d'inhibition de la BChE de Salvia
microphylla était similaire ou supérieure a celle des autres especes de Salvia rapportées dans
la littérature [100, 340, 341, 344, 350].

Des auteurs ont également montré que I'huile essentielle de Salvia officinalis
présente une inhibition de 66,3 % de la BChE a une concentration de 1000 pug/mL, ce qui
concorde en grande partie avec nos résultats [347]. En revanche, les huiles essentielles
extraites des parties aériennes de Salvia officinalis récoltées dans trois régions distinctes du
sud de I'ltalie ont démontré une activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase nettement plus
significative que celle que nous avons obtenue, avec des valeurs d'ICsp allant de 33,13 pg/mL
a 70,94 pg/mL [208].

Certaines études ont rapporté que le 1,8-cinéole a un effet inhibiteur sur l'activité
BChE (ICso: 0,93 mM). Cependant, le camphre n'a pas montré d'effet inhibiteur méme a la
concentration testée la plus élevée (10 mM) [340, 351]. Il est intéressant de noter que Bonesi
et ses collegues [352] ont observé une activité sélective du trans-caryophylléne contre la
BChE, avec une ICso de 78,6 pg/mL. D'aprés la littérature et les résultats obtenus, le
B-caryophyllene, principal composant de Salvia microphylla, semble jouer un réle crucial
dans l'activité inhibitrice des huiles essentielles de cette plante. Ces huiles essentielles
montrent une action plus marquée contre la BChE par rapport a celles de Salvia officinalis.
Il est également probable que le 1,8-cinéole contribue a l'effet inhibiteur des huiles

essentielles de Salvia officinalis sur la BChE. En outre, I'huile essentielle extraite des tiges
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de Salvia microphylla présente une inhibition plus significative que celles issues des parties
aériennes ou des feuilles, malgré une teneur en B-caryophylléne Iégerement inférieure dans
les tiges (15,65 %) par rapport aux parties aériennes (16,75 %) et aux feuilles (17,86 %).
Le haut niveau d'inhibition de la BChE par I'huile essentielle des tiges est probablement dd
a des interactions chimiques synergiques entre les composants de cette huile essentielle
[340, 349]. Ces résultats pourraient justifier I'utilisation traditionnelle des huiles essentielles

de Salvia pour les troubles de la mémoire.

3.2.2.3 Activité inhibitrice de 1'a-glucosidase

Le diabéte est 1'une des maladies les plus courantes dans le monde. L'a-glucosidase
est une enzyme clé responsable du catabolisme des glucides, I'inhibition de son activité joue
un role essentiel dans la réduction du taux de glycémie et représente I'une des approches
thérapeutiques de la lutte contre le diabéte de type 2. Dans ce travail, nous avons étudié
I'effet inhibiteur des huiles essentielles de Salvia microphylla et Salvia officinalis sur I'a-
glucosidase. Les effets inhibiteurs de l'a-glucosidase des huiles essentielles provenant de
différentes parties des deux espéces sont présentés dans le tableau 3.8 et figure 3.17.

A l'exception de I'huile essentielle provenant des feuilles de Salvia officinalis
(ICs0: 363,06 + 7,88 pug/mL), toutes les huiles essentielles extraites des parties aériennes,
des feuilles et des tiges des deux espéces ont montré une activité inhibitrice de
l'a-glucosidase supérieure a celle de l'acarbose (ICso : 27543 + 1,59 pg/mL).
L'huile essentielle la plus active est celle obtenue a partir des tiges de Salvia microphylla
(ICs0: 19,36 £ 2,35 pug/mL), suivie de celle des parties aériennes (ICso : 41,34 + 1,79 ug/mL)
et des feuilles (1Cso0 : 50,25 + 1,75 ug/mL). En revanche, les huiles essentielles extraites des
parties aériennes et des tiges de Salvia officinalis ont montré une activité inhibitrice de
'a-glucosidase moins efficace que celles de Salvia microphylla, avec des I1Cso respectifs de
118,53 + 2,62 pug/mL et 100,01 + 5,41 ug/mL (figure 3.18).

Il s'agit du premier rapport sur I'effet antidiabétique de Salvia microphylla, mais les
résultats obtenus lors de I'évaluation de cette activité pour d'autres especes du genre Salvia

ont montré des effets similaires ou inférieurs aux nétres [19, 20, 353].



Tableau 3.8 : Test d'inhibition de I'a-glucosidase des huiles essentielles des parties aériennes, feuilles et tiges de Salvia microphylla et Salvia

officinalis.
Test d'inhibition de 1'a-glucosidase
7,812 pg/ml 15,625 pyg/ml 31,25 ug/ml - 62,5 pg/ml 125 pg/ml 250 pug/ml 500 pg/ml IC50 pg/mL
HEASM NA 16,63+3,83  28,21+3,07  83,49+2,24  97,54+1,01 SAT SAT 41,34+1,79
HEFSM NA 4,10£1,22 28,18+3,10  64,88+2,08  87,85+0,35 SAT SAT 50,25+1,75
HETSM 29,28+2,52 47,29+4,26  68,29+1,65 87,58t0,06  97,86+1,76 SAT SAT 19,36+2,35
HEASO NA NA 1,54+4,12 20,45+4,82  53,36£2,00 86,33+1,32 SAT 118,53+2,62
HEFSO NA NA NA NA 4,34+1,75  29,36x1,75  75,91+1,75 363,06+7,88
HETSO NA 3,52+2,10 14,01£0,93  39,15+1,04  59,46+291  82,29+2,89 SAT 100,0145,41
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Figure 3.17 : Activité inhibitrice de 1'a-glucosidase des huiles essentielles des parties aériennes, feuilles et tiges de Salvia microphylla (a) et
Salvia officinalis (b).
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Figure 3.18: Activité inhibitrice de I'a-glucosidase (1Cso) des huiles essentielles de Salvia

microphylla et Salvia officinalis.

Concernant les effets antidiabétiques in vitro de Salvia officinalis, nos résultats
concordent avec ceux obtenus par Al-Mijalli et al. [354], qui a examiné I'activité inhibitrice
de l'a-glucosidase de I'nuile essentielle extraite des parties aériennes récoltées au Maroc. Ces
auteurs ont montreé que cette huile essentielle présente une activité antidiabétique comparable
a la nétre (1Cso : 118,53 + 2,62 pg/mL), avec une ICso de 113,17 £ 0,02 pg/mL. D'autres
études sur les huiles essentielles obtenues des parties aériennes de Salvia officinalis récoltées
a trois stades phénologiques au Maroc ont revélé une activité inhibitrice de I'a-glucosidase
plus efficace que celle observée dans notre travail, avec des ICso comprises entre
22,24 pg/mL et 59,11 pg/mL [333]. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus pour les
huiles de Salvia microphylla. Par ailleurs, I'huile essentielle des feuilles de Salvia officinalis
cultivées au Liban a également montré une capacité significative a inhiber I'enzyme
a-glucosidase a une concentration de départ de 10 % [211]. En outre, dans une étude in vivo,
Baricevic et al. [355] ont démontré que l'administration d'huile essentielle réduisait
significativement la glycémie chez des rats rendus diabétiques par I'alloxane.

Ces activités sont probablement attribuables aux principaux composés volatils de
la plante, qui présentent un potentiel antidiabétique notable. Parmi ces composeés figurent le
camphre, le 1,8-cinéole, I'a-thujone, le trans-caryophylléne et la naphtalénone. Kuranov et
al. [356] ont examiné le potentiel antidiabétique du camphre in vivo et in vitro, en utilisant

respectivement 'OGTT chez la souris male albinos et I'inhibition de la dipeptidyl peptidase-
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4 (DPP-4). lls ont constaté que le camphre inhibe fortement I'activité de la DPP-4, avec des
valeurs d'ICso variant entre 1,27 et 15,78 uM, et qu'il réduit la glycémie a jeun.

De méme, le 1,8-cinéole a démontré un puissant pouvoir inhibiteur contre
l'a-amylase, avec une ICso de 0,78 = 0,05 mg/mL [357]. L'a-thujone, quant a elle,
administrée par voie orale a une dose de 60 mg/kg/jour, diminue le taux de glucose
plasmatique chez les rats diabétiques induits par STZ, en augmentant la production de
glycogéne via l'activation de la voie de signalisation Akt/GSK-3p [358]. En ce qui concerne
le trans-caryophyllene, des études [359, 360] ont montré que ce composé peut restaurer
certains parameétres liés au diabéte, notamment en régulant la sécrétion d'insuline stimulée
par le glucose (GSIS) dans les cellules B pancréatiques. Cela se fait par l'activation du
récepteur cannabinoide de type 2 (CB2R), ce qui protége les cellules B pancréatiques,
diminue la glycémie et augmente les niveaux d'insuline plasmatique. De plus, des substances
bioactives capables d’inhiber les enzymes digestifs et possédants en méme temps des
activités antioxydantes potentielles pourraient étre utilisées pour contréler les niveaux de
glucose sanguin et le stress oxydatif accompagnant le diabéte [361]. Des études
supplémentaires sont nécessaires pour découvrir de nouveaux médicaments antidiabétiques

a partir de ces huiles essentielles.

3.2.2.4 Activité antimicrobienne
3.2.2.4.1 Méthode de diffusion sur agar

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles des parties aériennes de Salvia
microphylla et Salvia officinalis a été évaluée initialement par diffusion sur gélose, contre
cing bactéries a Gram negatif, six bacteries a Gram positif et deux levures. Aprés 24 heures
d'incubationa 37°C, des zones d'inhibition ont été observées autour des disques. Les résultats
présenté dans le tableau 3.9 montrent que presque toutes les souches a Gram positif sont
extrémement sensibles a I'huile essentielle de Salvia microphylla, avec des zones d'inhibition
remarquables, notamment pour Bacillus subtilis (40 mm), Listeria monocytogenes (35 mm),
Enterococcus faecalis (29 mm), Staphylococcus aureus (28 mm) et Micrococcus luteus (22
mm), témoignant d'une forte activité antibactérienne. Cependant, Bacillus cereus s'est
révélée moins sensible avec une zone d'inhibition de 18 mm. De plus, I'huile essentielle de
Salvia microphylla a démontré une activité significative contre deux souches a Gram négatif,
Escherichia coli et Agrobacterium tumefaciens, avec des zones d'inhibition de 22 mm et 20

mm, respectivement.
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L'huile essentielle de Salvia officinalis a montré des zones d'inhibition
particulierement intéressantes contre trois souches spécifiques : Listeria monocytogenes (33
mm), Staphylococcus aureus (30 mm) et Bacillus subtilis (30 mm). Les résultats obtenus
révelent une résistance notable de Pseudomonas aeruginosa face aux deux huiles essentielles
étudiées. Cependant, une inhibition a été observée pour la levure Candida albicans, avec un
diameétre de 30 mm pour I'huile de Salvia microphylla et de 26 mm pour celle de Salvia
officinalis. D'apres les résultats obtenus, on peut conclure que nos huiles essentielles
démontrent une activité antimicrobienne notable contre la plupart des souches microbiennes

testées.

Tableau 3.9 : Diameétres des zones d'inhibition mesurés pour les différents microorganismes
testés.

Diameétre d’inhibition (mm)

Souches
HEASM HEASO
bactéries a Gram-positives
Bacillus subtilis ATCC 6633 40 30
Bacillus cereus ATCC 14975 18 19
Micrococcusluteus ATCC 14110 22 19
Staphylococcus aureus ATCC 6538 28 30
Listeria monocytogenes ATCC 49594 35 33
Enterococcus faecalis ATCC 51299 29 17

bactéries a Gram-négatives

Escherichia coli ATCC 25922 22 11

Agrobacterium tumefaciens ATCC 23308 24 16

Pseudomonas aeruginosa ATCC 25843 NI NI

Salmonella Abony ATCC 14028 9 14

Enterobactercloacae ATCC 13047 11 13
levures

Candida albicans ATCC 1023 30 26

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 23 18
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Boutebouhart et ses collaborateurs [216] ont étudié la Salvia officinalis de la région
d'’El Hamma et ont observé des diametres de zones d'inhibition de 17 mm, 17 mm et 9 mm
contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Escherichia coli, respectivement. Ces
valeurs indiquent un effet modéré par rapport a notre huile essentielle, qui a donné des
résultats généralement meilleurs : 30 mm, 30 mm et 11 mm contre les mémes souches.

Des diamétres d'inhibition supérieurs a ceux de notre étude ont été rapportés pour
Salvia officinalis de la région de Bejaia [362], avec des mesures de 31,5 mm, 43,5 mm et
15,5 mm contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa,
respectivement. De plus, Mehalaine et al. [222] ont noté que I'huile essentielle de Salvia
officinalis récoltée a Constantine présentait des effets antibactériens sur Staphylococcus
aureus, légérement inférieurs a ceux observés dans notre étude, avec un diameétre de zone
d'inhibition de 15 mm, tandis qu'Escherichia coli a montré un effet antibactérien similaire
a ceux de notre recherche. Nos résultats sont cohérents avec d'autres études qui ont démontré
que la souche Pseudomonas aeruginosa est la plus résistante. [216, 221, 222, 276, 362].

D’autres recherches antérieures sur les huiles essentielles de Salvia officinalis
cultivées dans deux régions d'Algérie ont révélé une activité antibactérienne plus marquée
contre Escherichia coli ATCC 25922, avec des diametres d'inhibition de 18 mm et 20 mm,
en comparaison avec nos résultats [221 ,276]. En ce qui concerne l'activité antifongique,
I'nuile essentielle de Mostaganem a montré une efficacité similaire a la ndtre contre Candida

albicans, avec un diamétre d'inhibition de 22 mm [276].

3.2.2.4.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et des

concentrations minimales bactéricides (MBC) ou fongicides (MFC)

Une méthode de microdilution en bouillon dans des microplaques a 96 puits a été
utilisée pour évaluer I'activité antimicrobienne des huiles essentielles de Salvia microphylla
et Salvia officinalis, contre cing bactéries a Gram-négatives, six bactéries a Gram-positives
et deux levures. Les huiles essentielles des différentes parties (parties aériennes, feuilles et
tiges) ont été testées a des concentrations comprises entre 0,10 puL/mL et 26,66 pL/mL et les
concentrations minimales bactéricides (CMB) et minimales fongicides (CMF) ont été
déterminées pour les souches sensibles. Les valeurs de la CMI, la CMB et de la CMF des
huiles essentielles des deux espéces et des standards (contréle positif) sont présentées dans
le tableau 3.10 et le tableau 3.11.

D'apres les résultats obtenus, toutes les huiles essentielles des différentes parties

(parties aériennes, feuilles et tiges) de Salvia microphylla et Salvia officinalis ont montré
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une activité antimicrobienne contre tous les microorganismes, a I'exception de Pseudomonas
aeruginosa, qui présentait une résistance totale. Cette résistance est due a la présence d’une
barriere membranaire externe tres restrictive entourant les cellules bactériennes a Gram
négatif [264].

Listeria monocytogenes était sensible aux huiles essentielles des parties aériennes
et des feuilles de Salvia microphylla, avec une valeur de CMI de 3,33 puL/ml, mais elle était
résistante aux huiles essentielles des tiges. Ces résultats sont cohérents avec des recherches
montrant que les huiles essentielles riches en 1,8-cinéole présentent une activité contre
Listeria monocytogenes [363]. Ce composeé a été retrouvé en forte concentration dans les
parties aériennes et les feuilles de Salvia microphylla (4,49 et 7,50 %, respectivement),
comparé a I’huile essentielle des tiges (1,98 % et valeur CMI de 26,66 pL/mL). L’huile
essentielle extraite des tiges de Salvia microphylla a montré une forte activité
antibactérienne contre toutes les autres bactéries, avec des valeurs de CMI comprises entre
0,20 et 3,33 puL/mL. En particulier, Enterobacter cloacae était le plus sensible aux huile
essentielle des tiges, avec une CMI de 0,20 pL/mL, suivi par Bacillus cereus et Salmonella
Abony, avec des CMI de 0,83 pL/mL et d'Agrobacterium tumefaciens, Enterococcus faecalis
et Staphylococcus aureus avec des CMI de 1,66 pL/mL. Par ailleurs, la plus faible activité a
été observée contre Escherichia coli, Micrococcus luteus et Bacillus subtilis avec des CMI
de 3,33 pL/mL.

Cependant, les huiles essentielles des parties aériennes et des feuilles de Salvia
microphylla ont montré une forte activité antibactérienne contre Bacillus subtilis avec des
CMI respectives de 0,41 puL/mL et 0,83 uL/mL. Tandis que la valeur de la CMI la plus
élevée a été enregistrée a 13,33 puL/mL pour Salmonella Abony, Enterobacter cloacae,
Staphylococcus aureus et Bacillus cereus.

Dans cette ¢tude, 1’activité antibactérienne de I’huile essentielle isolée des tiges de
Salvia microphylla contre tous les micro-organismes testés était supérieure a celle des autres
parties (parties aériennes et feuilles). Il convient de noter que certains rapports antérieurs ont
décrit que la forte activité peut étre attribuée a la présence d'a-Eudesmol, de [-
Caryophylléne, de y-Eudesmol, de Bicyclogermacréne et des diterpénes (Abiétatriene,
Ferruginol) qui sont présents en petites quantités, uniquement dans 1’huile essentielle des
tiges [364]. L’huile essentielle des parties aériennes de Salvia microphylla a montré des
effets bactéricides (CMB/CMI < 4) pour Bacillus subtilis, Micrococcus luteus,

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et Escherichia coli.



Tableau 3.10 : Activité antimicrobienne des huiles essentielles de Salvia microphylla.

HEASM HEFSM HETSM standard

CMI CMB/CMF  CMI CMB/CMF CMI CMB/CMF CMI* CMI**
bactéries a Gram-positives
Bacillus subtilis ATCC 6633 0,41 0,83 0,83 1,66 3,33 26,66 11,25 NT
Bacillus cereus ATCC 14975 13,33 >26,66 13,33 13,33 0,83 >26,66 22,50 NT
Micrococcusluteus ATCC 14110 13,33 26,66 6,66 >26,66 3,33 13,33 11,25 NT
Staphylococcus aureus ATCC 6538 13,33 13,33 13,33 13,33 1,66 >26,66 22,50 NT
Listeria monocytogenes ATCC 49594 3,33 >26,66 3,33 >26,66 >26,66 >26,66 22,50 NT
Enterococcus faecalis ATCC 51299 6,66 13,33 6,66 13,33 1,66 >26,66 11,25 NT
bactéries a Gram-négatives
Escherichia coli ATCC 25922 3,33 6,66 3,33 >26,66 3,33 >26,66 22,50 NT
Agrobacterium tumefaciens ATCC 23308 3,33 >26,66 1,66 >26,66 1,66 >26,66 11,25 NT
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25843 NI NI NI NI NI NI 45,00 NT
Salmonella Abony ATCC 14028 13,33 >26,66 13,33 >26,66 0,83 26,66 11,25 NT
Enterobactercloacae ATCC 13047 13,33 >26,66 13,33 >26,66 0,20 >26,66 11,25 NT
Levures
Candida albicans ATCC 1023 3,33 >26,66 3,33 >26,66 6,66 >26,66 NT 2,81
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 13,33 >26,66 13,33 >26,66 13,33 >26,66 NT 11,25
HEASM : Huile essentielle isolée des parties aériennes de Salvia microphylla.  Tous les tests ont été effectués en double et répétés deux fois.
HEFSM : Huile essentielle isolée des feuilles de Salvia microphylla. CMI : Concentration Minimale Inhibitrice (uL /mL).
HETSM : Huile essentielle isolée des tiges de Salvia microphylla. CMB.CMF : Concentration Minimale Bactéricide et Concentration Minimale Fongicide (uL /mL).

NI: aucune inhibition n'a été symbolisée. NT: Non Testé. Contrdle positif : *Amoxicilline (ug/mL), **Kétoconazole (ug/mL).
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En outre, les effets bactéricides de I'huile essentielle des feuilles ont été marques
sur toutes les bactéries a Gram positif, a I'exception de Listeria monocytogenes et
Micrococcus luteus. Cependant, I'huile essentielle des tiges a montré des effets
bactériostatiques sur Bacillus subtilis et Salmonella Abony, car le CMB/CMI était supérieur
a4 [18,365].

Les résultats obtenus pour Salvia officinalis (tableau 3.10) révélent que ses huiles
essentielles sont particulierement efficaces contre les bactéries Gram-positives, avec des
CMI (Concentrations Minimales Inhibitrices) généralement faibles, témoignant d'une forte
activité antibactérienne. Parmi celles-ci, Bacillus subtilis se distingue par sa sensibilité
marquée a I'huile essentielle extraite des parties aériennes et des feuilles, avec des CMI de
6,66 pL/mL. En revanche, I'huile provenant des tiges se montre deux fois moins active, avec
une CMI de 13,33 pL/mL. Pour certaines bactéries, telles que Micrococcus luteus, les huiles
essentielles des feuilles et des tiges sont plus efficaces que celles obtenues des parties
aériennes, avec des CMI de 13,33 pL/mL contre 26,66 pL/mL. De plus, les huiles
essentielles de toutes les parties de la plante présentent une efficacité comparable contre
Bacillus cereus et Staphylococcus aureus, avec des CMI uniformes de 13,33 pL/mL.
Concernant Listeria monocytogenes, I'huile essentielle des parties aériennes et des tiges
affiche une meilleure activité (CMI de 6,66 mg/mL) par rapport a celle extraite des feuilles,
qui présente une CMI de 13,33 mg/mL. Enfin, face a Enterococcus faecalis, I'huile
essentielle des tiges démontre une plus grande efficacité avec une CMI de 6,66 mg/mL.

Tandis que les huiles des parties aériennes et des feuilles montrent une activité
modérée (CMI de 13,33 mg/mL).

En revanche, les bactéries Gram-négatives présentent une résistance accrue.
Cependant, certaines souches telles qu’Escherichia coli et Agrobacterium tumefaciens
révelent une sensibilité a 1’huile essentielle des tiges, avec des CMI respectives de 13,33
puL/mL et 6,66 uL/mL, mettant en évidence une meilleure activité de cette partie de la plante
contre ces bactéries. A I'inverse, des bactéries comme Salmonella Abony et Enterobacter
cloacae montrent une sensibilité équivalente aux trois huiles, avec des CMI de 13,33 pL/mL,

indiquant ainsi une efficacité similaire de toutes les parties de la plante contre ces souches.



Tableau 3.11 : Activité antimicrobienne des huiles essentielles de Salvia officinalis.

HEASO HEFSO HETSO Standard

CMmI CMB/ CMF CMmI CMB/ CMF CMI CMB/CMF CMI* CMI **
bactéries a Gram-positives
Bacillus subtilis ATCC 6633 6,66 26,66 6,66 13,33 13,33 26,66 11,25 NT
Bacillus cereus ATCC 14975 13,33 >26,66 13,33 >26,66 13,33 >26,66 22,50 NT
Micrococcusluteus ATCC 14110 26,66 26,66 13,33 26,66 13,33 >26,66 11,25 NT
Staphylococcus aureus ATCC 6538 13,33 13,33 13,33 13,33 13,33 >26,66 22,50 NT
Listeria monocytogenes ATCC 49594 6,66 >26,66 13,33 >26,66 6,66 >26,66 22,50 NT
Enterococcus faecalis ATCC 51299 13,33 26,66 13,33 26,66 6,66 >26,66 11,25 NT
bactéries a Gram-négatives
Escherichia coli ATCC 25922 26 ,66 >26,66 26,66 >26,66 13,33 >26,66 22,50 NT
Agrobacterium tumefaciens ATCC 23308 13,33 >26,66 13,33 >26,66 6,66 >26,66 11,25 NT
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25843 NI NI NI NI NI NI 45,00 NT
Salmonella Abony ATCC 14028 13,33 26,66 13,33 >26,66 13,33 26,66 11,25 NT
Enterobacter cloacae ATCC 13047 13,33 >26,66 13,33 >26,66 13,33 >26,66 11,25 NT
Levures
Candida albicans ATCC 1023 13,33 >26,66 13,33 >26,66 13,33 >26,66 NT 2,81
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 26,66 >26,66 13,33 26,66 13,33 >26,66 NT 11,25
HEASO : Huile essentielle isolée des parties aériennes de Salvia officinalis. Tous les tests ont été effectués en double et répétés deux fois.
HEFSO : Huile essentielle isolée des feuilles de Salvia officinalis. CMI : Concentration Minimale Inhibitrice (uL /mL).
HETSO : Huile essentielle isolée des tiges de Salvia officinalis. CMB.CMF : Concentration Minimale Bactéricide et Concentration Minimale Fongicide (uL /mL).

NI: aucune inhibition n'a été symbolisée. NT: Non Testé. Controle positif : *Amoxicilline (ug/mL), **Kétoconazole (ug/mL).




127

L'huile essentielle extraite des parties aériennes a révélé des propriétés bactéricides
significatives (avec un rapport CMB/CMI inférieur & 4) contre Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et Salmonella Abony.
Par ailleurs, les effets bactéricides de I'huile essentielle provenant des feuilles se sont avérés
prononcés pour l'ensemble des bactéries a Gram positif, a l'exception de Listeria
monocytogenes et Bacillus subtilis. En revanche, I'huile essentielle extraite des tiges
a démontré une action bactéricide uniquement sur Bacillus subtilis et Salmonella Abony
[18,365].

L’activité antifongique la plus forte a été observée contre Candida albicans en
utilisant les huiles essentielles des parties aériennes et des feuilles de Salvia microphylla,
avec des valeurs de CMI de 3,33 pL/mL. Les huiles essentielles de Salvia officinalis
possedent une activité antifongique modérée contre les levures. En particulier, Candida
albicans montre une sensibilité aux trois huiles essentielles, avec une concentration
minimale inhibitrice de 13,33 uL/mL, ce qui indique une efficacité notable. En revanche, les
huiles essentielles extraites des feuilles et des tiges se révelent plus efficaces contre
Saccharomyces cerevisiae, avec une CMI de 13,33 puL/mL, alors que celles provenant des
parties aériennes affichent une CMI de 26,66 pL/mL.

Des études antérieures ont confirmé que les monoterpénes bicycliques a-pinéne et
B-pinéne présentaient une activité antifongique considérable. Ces composés ont été trouvés
dans les parties aériennes et les feuilles de Salvia microphylla a des concentrations de
4,07-4,63 % et de 2,29-2,63 %, respectivement [364].

En générale, la majorité des composes sont souvent responsables de 1’activité
antibactérienne. Cependant, certaines etudes montrent que I'ensemble des principaux
composants isolés présente une activité antibactérienne inférieure a celle des huiles
essentielles. Cela peut s'expliquer par la présence d'un effet synergique entre les différents
composés minoritaires des huiles essentielles [264, 366]. Cette différence significative est
probablement due au moment de la récolte, a la région de collecte et aux facteurs
environnementaux. L'activité antimicrobienne de I'huile essentielle des tiges de Salvia
microphylla n'a pas été rapportée ailleurs. Selon nos résultats, les huiles essentielles de Salvia
microphylla pourraient étre suggérées dans le traitement des maladies humaines et pourraient
constituer une alternative intéressante aux médicaments synthétiques.

En comparaison avec une etude réalisée sur I’huile essentielle des feuilles de Salvia

microphylla cultivées au Brésil et récoltées en février 2007 [202], nos observations indiquent
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que cette huile a présenté une activité antibactérienne intéressante contre Listeria,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Salmonella choleraesui,
a I'exception d'Escherichia coli qui était résistante. Par ailleurs, une autre étude a été menée
sur l'activité antibactérienne de I'huile essentielle extraite des parties aériennes de Salvia
microphylla, récoltée en Tunisie. Cette huile a montré un effet modéré contre Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa et Listeria monocytogenes, avec des concentrations
minimales inhibitrices de 275 pg/mL [205].

Plusieurs études antérieures ont également rapporté les propriétés antimicrobiennes
des huiles essentielles de Salvia officinalis récoltées dans différentes régions d'Algérie. Dans
notre étude, la souche d'Escherichia coli s'est avérée moins sensible a notre huile essentielle
de Salvia officinalis, contrairement a celles provenant de Batna et Mostaganem [221, 276],
qui ont montré une efficacité avec des CMI respectives de 75 pg/mL et 80 pg/mL. L'huile
essentielle de Salvia officinalis de la région de Bejaia [18] a présenté des CMI de 3,75
mg/mL contre Escherichia coli ATCC 25922 et de 7,5 mg/mL contre Escherichia coli 161,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 867, toutes
inférieures a celles observées dans nos résultats.

Bouaziz et al. [329] ont démontré que I’huile essentielle de Salvia officinalis
originaire de Tunisie possede des propriétés antimicrobiennes remarquables contre les
bactéries, les levures et les moisissures. En effet, les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) observées étaient nettement plus faibles que les nétres, allant de 0,015 pL/mL a 0,25
pL/mL. Cette huile a montré une efficacité notable contre Escherichia coli ATCC 10536,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Staphylococcus aureus ATCC 10675, Bacillus
cereus CTM 225, Bacillus subtilis ATCC 6633 et Candida albicans ATCC 10231. En
revanche, I'huile de Salvia officinalis provenant de Syrie a montré des CMI plus faible que
celles observees dans nos travaux anterieurs [335], avec des valeurs comprises entre 5
pL/mL et 10 pL/mL pour Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa.

Une étude [201] a révélé que I'huile essentielle de Salvia officinalis, cultivée dans
le sud du Breésil, présentait une activité antibactérienne contre Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Bacillus cereus. Cependant, ces effets étaient
comparables a ceux observés dans notre étude. L'étude de Marino et ces collaborateurs [367]
a montré que I'huile essentielle de Salvia officinalis exergait uniquement un effet
bactériostatique. En revanche, notre huile essentielle a démontré une activité bactéricide

contre la majorité des souches a Gram positif. D'autres chercheurs [188, 201] ont également
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mis en évidence les propriétés bactéricide et fongicide de I'huile essentielle de Salvia
officinalis.

L'activité antibactérienne de I'huile essentielle de Salvia officinalis pourrait étre due
a la présence de camphre, de 1,8-cinéole, d'a-thujone et de B-thujone. Bien que cette activité
soit souvent associée aux principaux constituants, il est désormais reconnu que la synergie
ou les effets antagonistes des composés mineurs doivent également étre pris en compte
[264].

L'activité antimicrobienne observée est principalement attribuée a la composition
chimique des huiles essentielles. Ces résultats justifient des investigations supplémentaires
via des tests in vivo, en vue de développer un moyen de lutte biologique a base de substances

naturelles contre les micro-organismes responsables d'infections pathogenes.
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3.3 Etude phytochimique des extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis

3.3.1 Extraction, séparation et identification des métabolites secondaires de Salvia

microphylla et Salvia officinalis

3.3.1.1 Rendement de ’extraction par différentes méthodes

Le rendement des extraits obtenus par macération a froid suivie par extraction
liquide-liquide avec différents solvants ainsi que ceux obtenus par extraction a chaud a I’aide
d’un Soxhlet ont été calculés pour les parties aériennes de Salvia microphylla et Salvia
officinalis. Chaque extrait a été caractérisé par son aspect, sa couleur et son rendement par

rapport au poids de la poudre végétale. Ces éléments sont présentés dans le tableau 3.12.

Le tableau ci-dessous met en évidence les variations de rendement en fonction des
différents solvants et techniques d'extraction employées (a froid et a chaud) pour Salvia
microphylla et Salvia officinalis. Les données révelent que les différents solvants ou

méthodes d'extraction donnent des rendements variés.

Tableau 3.12 : Rendement d'extraction (%) de Salvia microphylla (SM) et Salvia
officinalis (SO).

Extraits Couleurs/Aspects Rendements (%0)

Extraction a froid

EPSM Pate visqueuse moutarde 2,06
ECSM Poudre vert foncé 2,84
EASM Pate miel 0,6

EBSM Pate marron foncé 2,82
EPSO Pate visqueuse jaune 0,65
ECSO Poudre vert 1,2

EASO Pate marron foncé 0,78
EBSO Pate marron foncé 3.15

Extraction a chaud

EDSM Poudre vert foncé 2,631
EESM Pate marron 8,109
EDSO Poudre vert 2,442
EESO Pate marron foncé 7,823

Pour Salvia microphylla, les différents solvants utilisés lors de I'extraction a froid
montrent une Iégére variation dans les rendements. L'EPSM atteint un rendement de 2,06 %,
tandis que I'ECSM offre un rendement plus élevé de 2,84 %, suivi de 'EBSM avec 2,82 %.
En revanche, I'EASM affiche le rendement le plus faible, a seulement 0,6 %. En ce qui
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concerne Salvia officinalis, les rendements sont plus bas pour les extraits EPSO (0,65 %) et
EASO (0,78 %), et plus élevé pour les extraits ECSO et EBSO qui présentent les rendements
1,2 % et 3,15 %, respectivement. Contrairement a Salvia microphylla, I'extraction pour
Salvia officinalis semble étre Iégerement plus efficace avec I'EBSO.

L'extraction a chaud révele des rendements nettement plus élevés pour les deux
especes de plantes. Pour Salvia microphylla, le rendement de I'EDSM est de 2,631%, tandis
que I'EESM affiche un rendement remarquable de 8,109%. Une tendance similaire est
observée pour Salvia officinalis, avec un rendement de 2,442% pour I'EDSO et de 7,823%
pour I'EESO. Ces résultats indiquent une amélioration significative des rendements par
rapport a I'extraction a froid, en particulier pour I'EESO avec un solvant polaire, démontrant
que l'application de chaleur améliore considérablement I'extraction des composés dans cette
plante, notamment lorsqu'un solvant polaire est utilisé.

Les résultats de I'étude menée par Zavala-Sanchez et ses collaborateurs [269] sur
I'espéce Salvia microphylla ne concordent pas avec les nétres, ou le rendement de I'extrait
chloroformique était plus faible (1,18 %) que celui que nous avons obtenu (2,84 %).
Des etudes précédentes sur les feuilles de Salvia officinalis ont révélé que le rendement de
I'extrait éthanolique obtenu par ultrasons était de 12,40 %, ce qui differe de nos résultats.
En effet, I'extraction effectuée a chaud dans notre étude a produit un rendement plus faible,
a savoir 7,823 % pour l'extrait éthanolique [285]. Nos résultats ne sont pas en accord avec
une étude qui a rapporté que l'extrait d'acétate d'éthyle obtenu par macération des parties
aeriennes de Salvia officinalis présente le rendement le plus élevé par rapport a I'extrait
butanolique [287].

D'aprés les résultats de I'étude de Truong et al. [368], le solvant a été identifié
comme I'un des facteurs clés influencant le rendement d'extraction. Sur la base des résultats
actuels, nous pouvons conclure que les solvants organiques, notamment le n-butanol et
I'éthanol, sont les plus efficaces pour I'extraction des métabolites secondaires, offrant ainsi
un meilleur rendement. Ces solvants facilitent I'extraction des composés chimiques solubles
dans leur matrice.

En générale, les teneurs en extraits varient non seulement d’une plante a une autre
mais également en fonction des paramétres et de la méthode d’extraction des métabolites
secondaires, tels que la nature du solvant d’extraction, le temps d’extraction et la température

d’extraction.
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3.3.1.2 Quantification des polyphénols et des flavonoides totaux

Les analyses quantitatives des phénols totaux et des flavonoides sont déterminées a
partir des équations de la régression linéaire des courbes d’étalonnage de I’acide gallique et
de la quercétine, respectivement.

Dans cette étude, la quantification des phénols totaux et des flavonoides totaux a
été réalisée en raison du réle majeur des composés phénoliques dans l'activité antioxydante
des plantes [369]. Ces composés exercent également diverses actions biologiques,
notamment des effets anti-inflammatoires, antiviraux, antiallergiques et antithrombotiques,

souvent liés a leur activité antioxydante [370].

» Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux (TPC) des différents extraits des deux plantes
étudiées ont été mesurées a l'aide de la méthode de Folin-Ciocalteu a partir d’une courbe
d'étalonnage réalisée avec de I'acide gallique a diverses concentrations, avec un coefficient
de corrélation de R = 0,9972 (voir Appendice D1). Les résultats sont exprimés en
microgrammes équivalents d'acide gallique par milligramme d'extrait de plante (ug EAG/mg

d'extrait) et sont présentés dans le tableau 3.13.

Tableau 3.13 : Teneurs en polyphénols et flavonoides totaux des différents extraits des

parties aériennes de Salvia microphylla et Salvia officinalis

Teneurs en Polyphénols Teneurs en

Extraits totaux TPC (ug flavonoides totaux
EAG/mgQ) TFC (ng EQ/mgQ)

EPSM 20,467+0,010 60,083+0,139

ECSM 32,678+0,025 95,333+0,069

Salvia microphylla EASM 286,555+0,072 222,333+0,127

EBSM 76,666+0,026 206,750+0,079

EDSM 70,623+0,020 99,50+0,0258

EESM 276,109+0,034 146,05+0,0268

EPSO 17,111+0,018 11,805+0,037

ECSO 44,888+0,164 28,611+0,019

Salvia officinalis EASO 266,555+0,065 76,388+0,366

EBSO 214,777+0,0295 69,930+0,335

EDSO 102,000+0,020 51.520+0,430

EESO 385,001+0,115 157.620+0,250

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SD (n=3).
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Selon les résultats présentés dans le tableau 3.13 et la figure 3.19, les teneurs en
polyphénols totaux montrent que I'EPSM et I'ECSM affichent les concentrations les plus
faibles, avec respectivement 20,467+0,010 pg EAG/mg et 32,678+0,025 ng EAG/mg.
A l'inverse, 'EASM se distingue par une teneur exceptionnellement élevée en polyphénols,
atteignant 286,555+0,072 pug EAG/mg. Les extraits EBSM (76,666+0,026 ug EAG/mQ)
et EDSM (70,623+0,020 ug EAG/mg) présentent des valeurs modérées, supérieures a celles
de 'EPSM et de 'ECSM, mais nettement inférieures & 'EASM. Enfin, I'extrait EESM, avec
une concentration de 276,109+0,034 pug EAG/mg en polyphénols totaux, se rapproche de
I'EASM.

Les teneurs en polyphénols totaux (TPC) des différents extraits de Salvia officinalis
montrent que l'extrait éthanolique (EESO) (385,001 + 0,115 pug EAG/mg) se distingue par
sa richesse exceptionnelle en polyphénols, suivi par les extraits EASO (266,555 + 0,065 pg
EAG/mg) et EBSO (214,777 +0,0295 pg EAG/mg). A l'inverse, I'EPSO (17,111 + 0,018 g
EAG/mg) présente la teneur la plus faible, indiquant une concentration extrémement basse
en polyphénols. Enfin, les extraits EDSO (102,000 + 0,020 ug EAG/mg) et ECSO
(44,888+0,164 pg EAG/mg) affichent également des concentrations réduites en
polyphénols, reflétant une richesse modérée en composés phénoliques par rapport aux autres
extraits (EESO, EASO et EBSO).

Teneurs en Polyphénols totaux TPC (ug EAG/mg)

450 -
400 A
350 A
300 A
*
250 A *
+
200 A -
150 :
+
100 4 -
+
50 A -
*
o | B , B el .
EPSM ECSM EASM EBSM EDSM EESM EPSO ECSO EASO EBSO EDSO EESO

Figure 3.19 : Teneurs des polyphénols totaux dans les différents extraits des parties

aériennes de Salvia microphylla et Salvia officinalis.
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L'étude comparative des différents extraits a mis en évidence la prédominance des
composés phénoliques dans les extraits acétate d'éthyle, butanolique et éthanolique des
deux espéces. Plus particulierement, I'extrait éthanolique de Salvia officinalis (EESO) s'est
avéré étre le plus riche en polyphénols totaux, avec une concentration record de
385,001 ug EAG/mg.

> Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides a été déterminée par la méthode du trichlorure
d'aluminium (AICIs), qui est simple, économique et offre une bonne sensibilité. La
quercétine a éte utilisée comme référence a différentes concentrations, avec un coefficient
de corrélation R = 0,997. Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalents de
quercétine par milligramme d'extrait sec (ug EQ/mg) et sont présentés dans le tableau 3.12.
La courbe d'étalonnage de la quercétine est représentée dans 1’appendice (Appendice D2).

Les teneurs totales en flavonoides (TFC) des différents extraits de Salvia
microphylla et Salvia officinalis sont présentées dans le tableau 3.13 et la figure 3.20.

Les extraits obtenus avec le chloroforme (ECSM) et le dichlorométhane (EDSM)
révélent de faibles concentrations en flavonoides totaux, avec des teneurs relativement
similaires de 95,333 + 0,069 ug EQ/mg et 99,50 + 0,0258 ug EQ/mg, respectivement. En
revanche, I'extrait de l'acétate d'éthyle (EASM) présente la plus forte teneur en flavonoides,
atteignant 222,333 + 0,127 ug EQ/mg, suivi de pres par I'extrait butanolique (EBSM) avec
une teneur de 206,750 + 0,079 pg EQ/mg. L'extrait éthanolique (EESM) se situe a un niveau
intermédiaire avec une teneur de 146,05 + 0,0268 pg EQ/mg, inférieur a celui de 'EASM et
de I'EBSM, mais supérieur aux autres extraits. En fin, ’EPSM présente une teneur
extrémement faible en flavonoides (60,083 + 0,139 ug EQ/mg).

Les teneurs en flavonoides totaux (TFC) des extraits de Salvia officinalis varient de
maniere significative selon le type d'extrait utilise. L'EPSO présente la plus faible teneur
avec 11,805 + 0,037 pg EQ/mg, tandis que I'extrait éthanolique (EESO) affiche la teneur la
plus élevée avec 157.620 £ 0,250ug EQ/mg, suivis par 'EASO 76,388 £ 0,366, ainsi que
I'extrait butanolique (EBSO) a 69,930 * 0,335 ug EQ/mg et 'EDSO avec 51.520 + 0,430ug
EQ/mg.

Ces résultats révelent que les extraits acétate d'éthyle, butanolique et les extraits
éthanolique des deux espéces sont les plus riches en flavonoides, notamment I'extrait
d'acétate d'éthyle de Salvia microphylla (EASM) (222,333 pg EQ/mg).
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Teneurs en flavonoides totaux TFC (ug EQ/mg)
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Figure 3.20 : Teneurs des flavonoides totaux dans les différents extraits des parties

aeriennes de Salvia microphylla et Salvia officinalis.

Les extraits acétate d'éthyle, obtenus par macération a froid de Salvia microphylla
et Salvia officinalis, ont présenté les concentrations les plus élevées en polyphénols totaux
et en flavonoides. En revanche, les extraits éthanoliques, issus d'une extraction a chaud, ont
révelé des teneurs supérieures en ces cComposés par rapport aux extraits de dichlorométhane.

Deux études réalisées sur Salvia microphylla récoltée en Corée ont révélé que
I'extrait éthanolique obtenu par extraction a froid présentait des teneurs en composés
phénoliques totaux (TPC) comprises entre 102,26 et 198,22 mg EAG /g, des valeurs
inférieures a celles observées dans notre étude. En revanche, la teneur en flavonoides totaux
(TFC) de notre extrait (EESM) s'est avérée plus faible que celles rapportées par ces mémes
études, qui indiquaient des valeurs comprises entre 291,55 et 377,42 mg EQU/g [266, 267].

La quantification des polyphénols totaux et des flavonoides révele que I'extrait
éthanolique obtenu par macération a froid de Salvia officinalis collectée a Mascara [277]
contient respectivement 221,08 + 2,36 mg EAG/g et 80,54 £+ 1,3 mg EQ/g. Ces résultats sont
cohérents avec ceux obtenus pour les extraits acétate d'éthyle (EASO) et butanolique
(EBSO). Cependant, I'extrait éthanolique (EESO) présente une teneur plus élevée en ces
composeés par rapport a l'extrait éthanolique de Mascara.

Dans une étude menée par Ayda Khadhri et al. [205] sur I'espece Salvia microphylla
récoltée en Tunisie, les extraits obtenus par infusion ont révélé une faible concentration en

polyphénols (39 £ 0,2 mg EAG/g) et en flavonoides (2,2 + 0,09 mg EC/g), tandis que les
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extraits méthanoliques présentaient respectivement 23,4 £ 0,09 mg EAG/g et 1,7 £ 0,03 mg
EC/g. Ces valeurs étaient inférieures a celles obtenues dans notre étude actuelle.

Nos résultats ont révélé que les extraits éthanoliques de Salvia officinalis obtenus
par extraction & chaud (EESO) présentent une teneur plus élevée en polyphénols
(385,001+0,115 pg EAG/mg) et en flavonoides (157,620+0,250 pug EQ/mg) en comparaison
avec les extraits obtenus par macération a froid. Ces données concordent avec celles de
Martins et al. [371], qui ont montré que les extraits aqueux issus de la décoction des feuilles
de Salvia officinalis récoltée en Espagne affichent une concentration en composés
phénoliques supérieure a celle des extraits méthanoliques. Cela peut s'expliquer par
I'influence de la température utilisée lors de I'extraction, celle-ci améliorant la solubilité des
composés phénoliques. Cependant, une température trop élevée peut entrainer la dégradation
de certains de ces composés [372]. Cependant, des études précédentes suggerent que les
composés phénoliques pourraient s’oxyder lors d'une extraction prolongée [372-374].

Dans une autre étude, les valeurs de la teneur en polyphénols totaux (TPC) et en
flavonoides totaux (TFC) de I'extrait hydrométhanolique, ainsi que de ses fractions d'acétate
d'éthyle, butanolique et aqueuse de Salvia officinalis L. provenant de deux régions du Maroc
(Boulemane et Khenifra), variaient entre 70,5 et 176,5 mg EAG/g d'extrait pour les
polyphénols totaux, et entre 1,92 et 9,07 mg QE/g d'extrait pour les flavonoides. Ces résultats
sont nettement inférieurs a ceux que nous avons obtenus, mais concordent avec le fait que
I'extrait hydrométhanolique de cette espéce marocaine, obtenu par extraction a chaud,
présente la plus forte concentration en TPC et TFC [274]. De plus, Karimzadeh et Farahpour
[375] ont démontre que I'extrait hydroéthanolique des feuilles de Salvia officinalis récoltées
en Iran contenait une concentration élevée en flavonoides (116,71 + 2,34 ug ER/mg d'extrait
sec) ainsi qu'en polyphénols totaux (298,8 + 4,3 ug EAG/mg d'extrait sec), ce qui est
comparable a nos résultats.

Des études sur différents extraits de Salvia officinalis ont montré que la teneur
en polyphénols et en flavonoides de cette plante varie en fonction de la région de récolte,
de la saison, de la phase de développement de la plante et du solvant utilisé pour I'extraction
[376, 377].

De plus, la méthode d’extraction et de quantification [378], ainsi que la polarité du
solvant utilisé pour I’extraction et les structures chimiques (y compris les groupes
hydroxyles, le poids moléculaire et la glycosylation des flavonoides) [379, 380] peuvent

également influencer I'évaluation de la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux.
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3.3.1.3 Analyse qualitative des composés phénoliques par chromatographie en phase liquide

couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS)

Dans cette étude, nous avons effectuée I'analyse chimique des extraits qui ont
présentés les teneurs les plus élevées en composés phénoliques (EASM, EBSM, EASO,
EBSO) et des fractions les plus actives dans le test de DPPH (MFD2, MFE3, OFD4, OFE4).
La détermination de la composition a été réalisée par Chromatographie en phase Liquide
couplée a la Spectrométrie de Masse en Tandem (LC-MS/MS). Cette technique a permis
d’obtenir des informations qualitatives sur la composition chimique de ces extraits par des
chromatogrammes représentant les profils des extraits des deux especes (Appendice E).
L'identification des composes se fait en comparant les spectres obtenus avec des bases de
données de référence.

Les résultats de I’analyse qualitative effectuée par LC-MS/MS des différents
extraits et fractions de Salvia microphylla et Salvia officinalis sont présentés dans les
tableaux ci-dessous. Les tableaux qui répertorient les temps de rétention (TR), les rapports
masse/charge (m/z), la masse moléculaire ainsi que les formules chimiques des substances,
identifiées par comparaison des spectres de masse en mode ionisation électrospray (ESI)
positif ou negatif avec des bases de données de réference pour les extraits EASM, EBSM,
EASO et EBSO et les fractions MFD2, MFE3, OFD4 et OFE4 sont dans I’appendice F.

L'analyse des extraits par LC-MS/MS a mis en évidence la présence de 29 composés
dans I'EASM et de 26 composés dans I'EBSM. Ces composeés incluent principalement des
acides phénoliques, des flavonoides, des terpenes, ainsi que d'autres substances bioactives,
certaines étant communes aux deux extraits, tandis que d'autres sont propres a chacun.

Le tableau 3.14 répertorie les composés détectés par LC-MS/MS dans les extraits
acétate d'éthyle (EASM) et butanolique (EBSM) de Salvia microphylla.

Parmi les composés phénoliques identifiés dans les extraits EASM et EBSM, nous
observons principalement des acides phénoliques, tels que l'acide 4-méthoxybenzoique,
I'acide 2-méthoxybenzoique, l'acide 3,5-dihydroxybenzoique, l'acide salicylique, l'acide
coumarique, I'acide chlorogenique, I'acide caféique, l'acide cis-p-coumarique, la vanilline et
I'acide férulique. Ces extraits renferment également des flavonoides comme la catéchine, la
vitexine, la quercétine, la rutine, la myricétine et I'hespérétine. On trouve également parmi
les composés phénoliques I'hydrate d'esculine, la curcumine, un curcuminoide extrait du
curcuma, ainsi que le verbascoside, un glycoside phénylpropanoide issu de I'acide caféique.

Les deux extraits contiennent également des composés terpéniques, avec la présence de
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thymol et I'acide oléanolique, dans les deux extraits. D’autres composés communs, ont éteé
également détectés, tels que I'acide kojique, l'acide folique (vitamine B9), le 8-
hydroxyquinoline et la caféine.

Cependant, certains composés sont spécifiques a un extrait. L’extrait acétate
d'éthyle (EASM) contient des composés uniques, telles que I’acide vanillique, la lutéoline et
la naringénine, classées parmi les flavonoides. Il contient également du béta-caroténe, un
caroténoide aux puissantes propriétés antioxydantes. La présence de ces composés suggere
une activité biologique potentiellement différente pour cet extrait.

L’EBSM présente également une molécule exclusive : la chrysine, un flavonoide
aux propriétés anxiolytiques et anti-inflammatoires. Cette différence dans la composition
chimique peut indiquer des propriétés spécifiques a cet extrait.

Ainsi, bien que les deux extraits partagent une grande partie de leurs constituants,
certains composés uniques a chaque extrait pourraient contribuer a des effets biologiques
distincts.

Deux esters phénoliques, a savoir l'ester de l'acide 2-(p-hydroxyphényl) éthyle
eicosaheptanoique et l'ester d’hexacosylférulate, ont été isolés de I'extrait acetonique de
Salvia microphylla. Par ailleurs, I'acide oléanolique, un triterpéne présent dans nos extraits
(EASM et EBSM), avait déja été isolé et identifie dans I'extrait acétonique de Salvia
microphylla provenant de Turquie [224].

Les composés identifiés par LC-MS/MS dans les extraits acétate d'éthyle (EASO)
et butanolique (EBSO) de Salvia officinalis sont présentés dans tableau ci-dessus (tableau
3.14). L'analyse des extraits par LC-MS/MS a révélé la présence de 20 composés dans
I'EASO et 21 composés dans I'EBSO. Les deux extraits sont principalement constitués
d'acides phénoliques, de flavonoides et de triterpénoides, ainsi que d'autres types de
COmMpOosés.

Les extraits d’acétate d’éthyle (EASO) et butanolique (EBSO) de Salvia officinalis
sont riches en composés phénoliques, comprenant des molécules telles que l'acide
4-méthoxybenzoique, I'acide 3,5-dihydroxybenzoique, I'acide salicylique, I'acide caféique et
I'acide cis-p-coumarique. Toutefois, certains acides phénoliques sont spécifiques a chaque
extrait : I'acide férulique et I'acide gallique sont présents uniquement dans I'extrait acétate
d'éthyle (EASO), tandis que l'acide sinapique, l'acide 4-méthoxybenzoique, l'acide
2-méthoxybenzoique, I'acide chlorogénique et I'acide coumarique se trouvent exclusivement
dans I'extrait butanolique (EBSO).
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Tableau 3.14 : Composeés identifiés par LC-MS/MS de I’extrait acétate d’éthyle et 1’extrait

butanolique de Salvia microphylla et Salvia officinalis.

N° Pic Composes EASM EBSM EASO EBSO
1 Acide 4-méthoxybenzoique + + - +
2 Acide sinapique - - - +
3 Acide coumarique + + - +
4 Acide 2-méthoxybenzoique + - +
5 Acide gallique - + -
6 Acide 3,5-dihydroxybenzoique + + +
7 Acide chlorogénique + + - +
8 Acide salysilique + + +
9 Acide caféique + + + +
10 Acide vanillique + - -
11 Acide cis-p.coumarique + + + +
12 Acide férulique + + + -
13 Vanilline + + + +
14 Catéchine + + + -
15 Chrysine - + - -
16 Hespérétine + + + +
17 Myricétine + + + +
18 Naringénine + - + -
19 Lutéoline + - + +
20 Quercétine + + +
21 Rutine + + + +
22 Vitexine + + + -
23 4-hydroxy coumarine - +
24 Curcumine + + -

25 Hydrate d’esculine + + + +
26 Verbascoside + + - -
27 8-hydroxyquinoline + + - -
28 Acide folique + + +
29 Acide kojique + + -
30 Béta-caroténe + - -
31 Caféine + + +
32 Acide oléanolique + + +
33 Thymol + + - -

+: Présent, -:Absent

Ces extraits contiennent également des flavonoides tels que la lutéoline, la
quercétine, la rutine, la myricétine et I'hesperétine. L'extrait acétate d'ethyle de Salvia
officinalis (EASQO) se distingue par la présence des flavonoides spécifiques tels que la

vitexine, la naringénine et la catéchine. En revanche, I'extrait butanolique (EBSO) est
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caractérisé par la présence de 4-hydroxycoumarine, un dérivé phénylpropanoide, ainsi que
de la curcumine.

L'acide oléanolique est le seul triterpénoide identifié dans les deux extraits de Salvia
officinalis.

Des études antérieures sur l'extrait n-butanol des feuilles de Salvia officinalis
récoltées aux Etats-Unis ont permis d'isoler plusieurs composés phénoliques, notamment
I'acide caféique et l'acide 4-méthoxybenzoique [227]. En effet, de hombreux composes
phénoliques, tels que I'acide vanillique, I'acide férulique, I'acide caféique et I'nespérétine
[228], ont été caractérises par HPLC dans les extraits de Salvia officinalis. Ces travaux sont
en accord avec nos propres résultats.

L'extrait acétate d'éthyle et I'extrait butanolique de Salvia officinalis ont révélé la
présence de lutéoline, ce qui est en accord avec les résultats de Brieskorn et Biechele [232],
qui ont démontré que les feuilles de Salvia officinalis contiennent des flavones, notamment,
la lutéoline.

L'analyse qualitative de I'extrait hydrométhanolique de Salvia officinalis récoltée
au Maroc, réalisée par HPLC, a mis en évidence la présence de I'acide ascorbique, de I'acide
gallique, de I'acide 4-hydroxybenzoique, de I'acide tannique ainsi que de la rutine. Cet extrait
s'est révélé particulierement riche en composés phénoliques, des résultats qui concordent
avec les notres [274].

Les résultats de 1’analyse qualitative effectuée par LC-MS/MS des fractions les plus
antioxydants obtenues a partir du fractionnement des extraits dichlorométhane et éthanolique
sont présentés dans les tableaux 3.15. Ces résultats ont clairement montré la richesse des
fractions obtenues, dont 18 et 21 molécules ont été identifiees dans les fractions de Salvia
microphylla MFD2 et MFE3. Tandis que, seize composes ont été identifiés dans les deux
fractions de Salvia officinalis OFD4 et OFE4.

D’apres le tableau 3.15, chaque fraction contient une liste de composés chimiques
avec leurs propriétés spécifiques. En ce qui concerne les acides phénoliques, les fractions
MFD2 et MFE3 de Salvia microphylla présentent plusieurs composés majeurs en commun,
tels que l'acide cafeique, I'acide cis-p.coumarique, I'acide salicylique, I'acide férulique et la
vanilline. Toutefois, la fraction MFE3 renferme d’autres acides phénoliques, tels que I'acide
4-méthoxybenzoique, I'acide 2-méthoxybenzoique et I'acide 3,5-dihydroxybenzoique, qui ne
sont pas présents dans la fraction MFD2.

Concernant les flavonoides, les deux fractions (MFD2 et MFE3) présentent des

profils similaires, tels que la vitexine, la quercétine, la rutine, I'nespérétine et la myricétine.
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De plus, la fraction MFD2 se distingue par la présence de la catéchine et de la naringénine,
deux flavonoides absents dans la fraction MFES3.

Les deux fractions contiennent également du béta-carotene (un caroténoide) et de
I'acide oléanolique, un triterpénoide. On trouve également dans ces fractions I'acide kojique,
I'acide folique (vitamine B9) et la caféine. L'hydrate d'esculine, un composé phénolique, a

été identifié dans les quatre fractions analysées.

Tableau 3.15 : Composés identifiés par LC-MS/MS des fractions les plus antioxydants des
extraits dichlorométhane et éthanolique de Salvia microphylla et Salvia officinalis (MFD2,
MFE3, OFD4 et OFE4)

N° Pic Composeés MFD2 MFE3 OFD4 OFE4
1 Acide 4-méthoxybenzoique - + + +
2 Acide coumarique - + + +
3 Acide 2-méthoxybenzoique - + -

4 Acide 3,5-dihydroxybenzoique - + - +
5 Acide salysilique + + -

6 Acide caféique + + +
7 Acide cis-p.coumarique + + -

8 Acide férulique + + + -
9 vanilline + + + +
10 Catéchine + - + +
11 Hespérétine + + + -
12 Lutéoline - - + +
13 Myricétine + + + +
14 Naringénine + - + -
15 Quercétine + + +

16 Rutine + + +

17 Vitexine + + -

18 Curcumine - + -

19 Hydrate d’esculine + + + +
20 Verbascoside - - - +
21 Acide folique + + + +
22 Acide kojique + + +
23 Béta-caroténe + + -

24 Caféine + +

25 Acide oléanolique + + + +

+: Présent, -:Absent
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Les deux fractions de Salvia officinalis (OFD4 et OFE4) ont révelé une composition
riche et variée en acides phénoliques et en flavonoides. La fraction OFE4 se distingue par la
présence de l'acide 3,5-dihydroxybenzoique et I'acide caféique, qui ne sont pas présents dans
la fraction OFD4. Tandis que, la fraction OFD4 montre la présence de flavonoides
I'nespérétine et la naringénine.

En conclusion, les résultats obtenus de I’analyse LC-MS/MS concordent a ceux
obtenus du dosage spectrophotométrique. La teneur élevée en composés phénoliques
(polyphénols totaux et flavonoides) dans les extraits et les fractions des deux plantes étudies

a été expliquée.

3.3.2 Evaluation des activités biologiques des extraits des deux espéces Salvia microphylla

et Salvia officinalis

3.3.2.1 Activité antioxydante

3.3.2.1.1 Activité antioxydante des extraits dichlorométhane et éthanoligue et de leurs

fractions des deux espéces étudiées

Le pouvoir antioxydant des extraits chloroformique et éthanolique bruts et leurs
fractions, a été déterminé par piégeage des radicaux libres DPPH. La capacité des extraits a
neutraliser les radicaux libres DPPH, ce qui se traduit par un changement de couleur de violet
foncé a jaune péle.

Le tableau 3.16 présente les résultats de I’activité antioxydante des extraits
dichlorométhane (EDSM, EDSO) et éthanolique (EESM, EESO), ainsi que de leurs
différentes fractions. Cette activité a été évaluée par le test de piégeage des radicaux libres
DPPH. Les mesures de 1’activité antioxydante sont exprimées en pourcentage d'inhibition
(IP %) a une concentration finale de 200 pug/mL et en concentration nécessaire pour inhiber
50 % du radical libre DPPH (ICs0). Une valeur ICso plus faible indique une plus grande
efficacité antioxydante. Pour comparaison, deux antioxydants standards, le BHT et le BHA,
ont été utilises. D’aprés les résultats représentes dans le tableau ci-dessus, les extraits et
ses fractions présentent une bonne activité antiradicalaire. L’activité la plus faible est telle
de [D’extraits dichlorométhane de Salvia microphylla (EDSM) avec une ICsode
141,71 £ 3,72 pg/mL. Par contre, I'extrait éthanolique de Salvia officinalis (EESO)
révéle I’activité la plus élevée avec une ICso de 3,86 + 1,52 pg/mL. Ces résultats est proche
a celle obtenu par Karimzadeh et Farahpour [375], qui ont rapporté une activité antioxydante
élevée pour I'extrait hydroéthanolique des feuilles de Salvia officinalis récoltées en Iran
(ICs0: 7,12 pg/mL).
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Tableau 3.16 : Résultat du test de piégeage des radicaux libres de DPPH des extraits EDSM

et EESM, ainsi que de leurs fractions.

test de piégeage des radicaux libres de DPPH

Espéces Echantillons P (%) ICso pug/mL
EDSM 73,88+ 1,09 141,71+ 3,72
MFD1 91,30 £ 0,34 34,29 £ 3,24
MFD2 93,39+ 1,04 1,99+0,19
MFD3 90,70 £ 0,43 17,04 + 1,96
MFD4 95,70 £ 1,64 30,83 £ 1,67
MFD5 94,80 £ 2,15 24,04 £0,44
MFD6 81,20+ 1,38 4495 + 2,14
Salvia microphylla MFD7 80,74 £ 4,23 51,13 + 3,62
EESM 89,74+ 2,04 56,98+ 1,13
MFE1 78,10 £ 5,34 32,67 £4,61
MFE2 84,40 £ 0,26 9,12 +1,38
MFE3 94,00 £ 1,15 191+134
MFE4 96,00 £ 1,15 3,056+1,95
MFE5 93,20 £ 6,55 28,21 £ 2,07
MFEG 94,60 £ 1,52 11,02+ 1,75
MFE7 91,10 £ 2,82 16,93 + 2,50
EDSO 80,52+ 1,39 36,81+ 2,91
OFD1 14,76+ 1,50 >200
OFD2 97,60+ 1,74 16,83 + 0,45
OFD3 96,02 £ 0,97 15,07 + 2,16
OFD4 9459+1,18 6,49 £ 0,92
OFD5 91,75 £ 3,03 21,04 +£1,24
OFD6 88,21 +244 39,45 +1,81
Salvia officinalis OFD7 81,70 £ 1,45 33,03 + 2,07
EESO 96,23+ 0,90 3,86+ 1,52
OFE1l 66,24 £4,41 83,60 £ 3,14
OFE2 95,42 +1,30 12,23+ 1,03
OFE3 99,77 £ 0,75 3,37+ 4,08
OFE4 96,00 + 0,56 2,73 +1,27
OFE5 93,40 £ 2,95 13,31 + 3,37
OFEG6 91,00+£4,34 53,19 £ 2,25
OFE7 91,40 £5,26 19,61+ 2,14
standards BHA 88,43 £ 0,23 5.73+041
BHT 87,28 £ 0,26 22.32+1.19

D’une fagon générale, les extraits éthanoliques sont plus actifs que les extraits
dichlorométhane, ce qui est en accord avec ses teneurs plus élevés en polyphénols et en
flavonoides. De plus, une corrélation positive significative entre I'activité antioxydante et

la teneur en flavonoides et polyphénols totaux a été rapportée et démontrée par Wojdyto
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et al. [381]. Ces résultats s'accordent parfaitement avec ceux de Choi et Jo [266, 267],
qui ont observé une excellente activité antioxydante dans l'extrait éthanolique de la
partie aérienne de Salvia microphylla de Corée, avec un pourcentage d'inhibition de
79,00 + 0,16 % et 91,76 = 0,05 % a une concentration de 200 pg/mL. En revanche, des
recherches menées sur I'espéce tunisienne ont montré que I'extrait méthanolique de Salvia
microphylla possede une faible capacité antiradicalaire avec une I1Cso de 830 + 0,06 pg/mL.

Nous observons parmi les fractions issues des extraits de dichlorométhane que pour
I’espéce Salvia microphylla, la fraction MFD2 présente une activité antioxydante
particulierement élevée (ICso: 1,99 + 0,19 pg/mL), suivi par la fraction MFD3 avec une
ICs0de 17,04 £ 1,96 pg/mL. Tandis que pour Salvia officinalis, la fraction la plus active était
OFD4 avec une ICso de 6,49 + 0,92 pg/mL suivi par la fraction OFD3 avec I1Cso de
15,07 + 2,16 pg/mL. Toutes ces fractions ont été obtenues de la colonne chromatographique
éluée avec un pourcentage de 5 a 20% de MeOH. Par ailleurs, dans les fractions des extraits
¢thanoliques le pourcentage de méthanol dans 1’¢lution des colonnes chromatographiques
entre 40 et 60 % a donné les fractions les plus actives. Pour I’espéce Salvia microphylla, les
fractions MFE3 et MFE4 ont montré un pouvoir antioxydant tres important avec des ICso de
1,91 £ 1,34 pg/mL et 3,05 £ 1,95 pg/mL, respectivement. De méme pour les fractions OFE4
et OFE3 de Salvia officinalis avec des ICso de 2,73 £ 1,27 pg/mL et 3,37 + 4,08 pg/mL,
respectivement. En outre, I'activité antioxydante des fractions MFD2 et MFE3 est presque
équivalente (ICsode 1,99 et 1,91 pg/mL), cela revient peut étre a la similarité dans la
composition chimique, dont on trouve des composés qui existent dans les deux fractions, tels
que I’acide caféique, I’acide férulique, la acide salicylique, la quercétine, la rutine, la
vitexine, la myricétine et I'nespérétine. Ces composés sont bien connus pour leurs propriétés
antioxydantes [382-384]. De plus, la présence de B-caroténe, un puissant antioxydant,
reconnu pour sa forte activité biologique, protégeant les membranes cellulaires des
dommages causés par l'oxydation [385, 386], et utilisé comme agent colorant dans les
boissons [387]. Sa présence dans les deux fractions contribue ainsi a leur capacité a piéger
les radicaux libres. Ces composés agissent en synergie pour neutraliser les radicaux libres,
menant a des activités antioxydantes presque équivalentes.

Néanmoins, la légére supériorité de MFE3 pourrait étre due a la présence
d'acides phénoliques supplémentaires, comme l'acide 4-méthoxybenzoique, I'acide
2-méthoxybenzoique et l'acide 3,5-dihydroxybenzoique, absents de MFD2. Ces acides
sont également réputés pour leur efficacité antioxydante. Les fractions OFE4
(ICs0: 2,73 £1,27 pg/mL) et OFD4 (1Cso : 6,49 + 0,92 pg/mL) se distinguent par leur bonne
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activité antioxydante, cela est surement lié a leurs compositions chimiques distinctes. La
fraction OFE4, caractérisée par une légere prédominance d'acides phénoliques spécifiques
tels que I'acide 3,5-dihydroxybenzoique et I'acide caféique [227].

En revanche, la fraction OFD4 est caractérisée par la présence des flavonoides
comme I'hespérétine et la naringenine. Bien que la lutéoline, un flavonoide présent dans les
fractions OFD4 et OFE4, montre une activité notable de piégeage des radicaux libres DPPH.
Cette efficacité antiradicalaire s'explique par la satisfaction de plusieurs critéres essentiels :
la présence d'un groupe 3',4'-ortho-dihydroxyle sur le noyau B, une double liaison C2=C3
conjuguée avec le groupe 4-0xo, ainsi qu‘'un groupe hydroxyle libre en position C5 [381].

3.3.2.1.2 Activité antioxydante des extraits obtenus de la macération a froid

Six méthodes ont été utilisées pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits
(acétate d’éthyle, butanol, chloroforme et éther de pétrole) des deux espéces étudiées, y
compris le test de DPPH', ABTS™*, FRAP, CUPRAC, la méthode de phénanthroline et le test
de blanchissement du -caroténe.

Les extraits des deux espéces étudiés ont été évalués pour leurs capacités
antioxydantes, comparativement aux activités des composés antioxydants standards,
I'hydroxyanisole butylé (BHA), I'hydroxytoluéne butylé (BHT), l'a-tocophérol, l'acide
ascorbique, l'acide tannique. Les résultats sont exprimeés en termes d’I1Cso (ug/mL) pour les
tests DPPH, ABTS et le test de blanchissement du -caroténe et en Aos (ug/mL) pour les
méthodes CUPRAC, FRAP et la méthode de Phénanthroline.

A. Test de DPPH"

Le tableau 3.17 et La figure 3.21, présentent la variation des taux de piégeage du
DPPH des extraits en fonction des différentes concentrations des deux espéces étudiées.
Pour les extraits de Salvia microphylla les résultats obtenus par cette méthode montrent que
I'extrait butanolique (EBSM) présente la plus forte activité antioxydante, avec une valeur
d’ICso de 8,71 = 0,33 pg/mL. Cette activité est plus importante que celle du BHT
(butylhydroxytoluene) avec une ICso de 22,32 + 1,19 pg/mL et légerement moins efficace
que le BHA (butylhydroxyanisole) avec une ICso de 5,73+0,41 pg/mL.

De méme, I'lCso de I’extrait acétate d’éthyle (EASM) est de 16,61 + 0,28 pg/mL,
ce qui indique que cet extrait a une activité antioxydante comparable au BHA, mais
supérieure au BHT.

Par ailleurs 1’extrait chloroformique (ECSM) montre une activité antioxydante

beaucoup plus faible par rapport au standards avec une 1Cso de 85,61 + 2,88 ug/mL.



Tableau 3.17 : Inhibition du radical DPPH par les différents extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis.

%o d'inhibition dans le test DPPH

3,125 yg/mL 6,25 ug/mL 125 ug/mL 25 pg/mL 50 ug/mL 100 pug/mL 200 pg/mL 1Cs0 pug/mL
EASM 6,72+1,35 17,57+2,20  39,37£1,22 74,66+£1,64 87,76x1,66 89,55+1,95 SAT 16,61+0,28
EBSM 17,72£1,98  36,04+0,74  72,13+5,41  87,95+1,20 88,55+1,02 89,90+1,21 SAT 8,71 £0,33
ECSM NA NA 10,04 £1,98 20,49+221 33,89+1,80 56,62+2,21 83,04+1,18 85,61 +2,88
EASO 14,29+0,69  31,38+1,60 56,26+0,69  80,95+1,19 84,68+0,20 SAT SAT 10,74 £0,05
EBSO 0,93£1,78 6,04+1,98 17,56+1,31  31,71£3,60 56,59+1,68 80,49+0,41 SAT 43,42 +0,89
ECSO NA 2,70+0,79 8,46x1,80 20,05+1,87 45,00+1,48 81,93+0,39 SAT 59,57 0,90
BHA 28,95+1,16  54,33£159  76,76£1,65 84,09+0,35 87,53+0,82 87,73+0,15 88,43%0,23 5,73£0.41
BHT 11,69+1,88 22,21+130 37,12+180 52,63+2,70 68,02+0,53 83,60+0,23 87,28+0,26 22,32+1.19
100 100
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Figure 3.21 : Variation du taux de piégeage du DPPH en fonction des différentes concentrations de Salvia microphylla (a) et de Salvia

officinalis (b).
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En ce qui concerne les extraits de Salvia officinalis, I'extrait acétate d’éthyle
(EASO) présente la plus forte activité antioxydante avec une 1Cso de 10,74 + 0,05 pg/mL.
L’extraits butanolique (EBSO) montre également une activité antioxydante notable, bien
qu'inférieure a celle de I'EASO, avec une ICso égale a 43,42 + 0,89 pg/mL. En revanche,
I'extrait chloroformique (ECSO) présente la moins forte activité antioxydante parmi les
extraits évalués, nécessitant une concentration plus élevée (ICso : 59,57 £ 0,90 pug/mL) pour
atteindre le méme niveau d'inhibition des radicaux libres.

Les valeurs des 1Cso pour les extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis et

les standards sont données en pug/mL et sont illustrées dans la figure 3.22.
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Figure 3.22 : Les valeurs d’I1Cso des extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis

ainsi que des standards dans le test DPPH.

D'apreés les résultats obtenus avec cette méthode et en comparaison avec les produits
de référence, les extraits sont classés par ordre d'efficacité de la maniere suivante :
BHA > EBSM > EASM > BHT> ECSM
BHA > EASO > BHT > EBSO > ECSO

B. Testde ’ABTS

Les données expérimentales obtenues sont présentées dans le tableau 2.18.
Les concentrations nécessaire pour inhiber 50 % de l'activité du radical ABTS™" (ICso) ont
été déterminées a partir des courbes représentant le pourcentage d'inhibition du radical

ABTS"" en fonction des concentrations des extraits testés (figures 2.23).



Tableau 3.18 : Inhibition du radical DPPH par les différents extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis.

%o d'inhibition dans le test ABTS

1,5625 3,125 yg/mL 6,25 ug/mL 12,5 pg/mL 25 pg/mL 50 ug/mL 100 pg/mL 1Cs0 pg/mL
EASM 19,56+2,01 36,76+£3,12 63,32+4,74  87,27+2,18 91,80+1,14 SAT SAT 4,76+0,43
EBSM 12,41+0,96 14,73+3,14  31,71+5,59 56,23+6,83 77,16+6,58 88,43+2,45 90,70+1,58 11,00+0,96
ECSM NA NA NA 47,17+3,84 67,77+5,07 88,31+6,02 90,96+5,45 14,18+0,62
EASO 16,28+1,49 29,03+3,04  48,82+3,87 75,02+2,00 92,19+0,78 93,00+0,38 SAT 6,49+0,67
EBSO 7,52+0,30 12,00+1,76  21,32+4,91 41,32+1,47 62,47+3,33 84,64+2,21 92,24+1,17 17,72+1,70
ECSO 4,90+3,75 9,99+0,35 16,74+1,44 29,58+0,66 51,59+0,23 77,94+2,28 87,51+7,08 24,00+0,01
BHA 83,42+4,09 93,52+0,09  93,58+0,09 93,60+0,16 93,63+0,95 94,20+0,90 95,39+2,62 1,03+0,00
BHT 49,22+0,75 59,22+0,59  78,55+3,43 90,36+0,00 92,18+1,27 93,37+0,86 94,87+0,87 1,59+0,03
120 120
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o : = & o
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Figure 3.23 : Variation du taux de piégeage de ABTS"" en fonction des différentes concentrations des extraits de Salvia microphylla (a) et

de Salvia officinalis (b).
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Parmi les extraits de Salvia microphylla, I'extrait acétate d’éthyles (EASM) se
distinguent par une activité antioxydante particulierement élevée, avec une 1Cso de 4,76 +
0,43 pg/mL, indiguant une grande efficacité de cet extrait pour inhiber les radicaux ABTS™".
En revanche, 'TEBSM (ICso: 11,00£0,96 pg/mL) et I'ECSM (ICso: 14,18+0,62 pg/mL)
montrent une efficacité modérée par rapport a celle des antioxydants standards, BHA (ICso :
1,03+0,00 pg/mL) et BHT (I1Cs0: 1,59+0,03 pg/mL).

Les valeurs ICso des différents extraits des deux plantes étudiées sont illustrées dans
la figure 3.24.
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Figure 3.24 : Comparaison des valeurs d’1Cso des extraits de Salvia microphylla et Salvia
officinalis avec les standards dans le test ABTS.

En ce qui concerne les extraits de Salvia officinalis, I'EASO se distingue
par la meilleure activité antioxydante, avec une ICso de 6,49 pg/MI. Bien que
nettement moins élevée que celle des standards BHA (ICso :1,03+0,00 pg/mL) et
BHT (ICso :1,59+0,03 pg/mL). Les autres extraits (EBSO et ECSO) présentent des 1Cso
plus élevées, respectivement de 17,72 pg/mL et 24,00 pg/mL, indiquant une activité
antioxydante plus faible par rapport aux standards.

L'ordre d'efficacité des extraits est le suivant :

BHA > BHT > EASM > EBSM > ECSM.
BHA > BHT > EASO > EBSO > ECSO.
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Dans l'ensemble, bien que tous les extraits aient montrés une efficacité
antioxydante, seul ’extrait d'acétate d'éthyle pour les deux especes (EASM et EASO) a
présenté une activité antioxydante trés importante comparable a celle des antioxydants de
synthése le BHA et le BHT.

C. Test de réduction du cuivre (CUPRAC)

Les résultats de la capacité antioxydante des différents extraits des deux espéces
étudiées, ainsi que des standards BHA et BHT, déterminés a l'aide du complexe cuivre (I1)
(néocuproine) (Cu(ll)-Nc), sont présentés dans le tableau 3.19 ainsi que dans la figure 3.25.

Les standards BHA et BHT, utilisés comme références pour I'activité antioxydante,
ont des valeurs Aosde 3.64+0.19 ng/ml et 9.62+0.87 ug/ml, respectivement.

Les extraits de Salvia microphylla, EASM et EBSM, démontrent une efficacité
antioxydante proche des standards, avec des valeurs Aosde 4,59+0,40 pg/mL et 10,71+0,56
pg/mL respectivement. Par contre, I'ECSM affiche une valeur Aos élevéee de 144,92 pug/mL,
ce qui indique une faible activité antioxydante comparativement aux autres extraits.

En ce qui concerne les extraits de Salvia officinalis, 'EASO se distingue par sa
valeur Aosde 2,96 pg/mL, inférieure a celle du BHA et du BHT, offrant ainsi une protection
antioxydante accrue, suivi par ’EBSO qui affiche une valeur Aos de 14,48+0,79 pg/mL. En
revanche, I'ECSO présente la valeur Aos la plus élevée a 35,73+0,91 pg/mL, ce qui en fait

I'extrait le moins efficace.



Tableau 3.19 : Inhibition du CUPRAC par les extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis.

Absorbances dans la méthode CUPRAC

3,125 ug/mL 6,25 pug/mL 125ug/mL 25 pg/mL 50 ug/mL 100 pg/mL 200 pg/mL Aoso pg/mL
EASM 0,40+0,04 0,62+0,03 0,99+0,05 1,64+0,20 2,66+0,27 3,72+0,72 SAT 4,59+0,40
EBSM 0,26+0,01 0,37+0,02 0,55+0,02 0,86+0,02 1,48+0,06  2,18+0,28 SAT 10,71+0,56
ECSM NA NA 0,15+0,00 0,20+0,00 0,31+0,01 0,45+0,01 0,60+0,02 144,92+1,42
EASO 0,55+0,05 0,81+0,02 1,26+0,11 1,66+0,04 2,80+0,05 3,98+0,09 4,22+0,18 2,96 £0,33
EBSO NA NA 0,46+0,03 0,72+0,01 1,21+0,07  2,02+0,16  3,11+0,11 14,48+0,79
ECSO NA NA 0,27+0,01 0,40+0,02 0,63+0,02 1,06+0,07 1,63+0,03 35,73+0,91
BHA 0,46+0,00 0,78+0,01 1,34+0,08 2,36+0,17 3,45+0,02  3,76+0,03  3,93+0,01 3,64+0.19
BHT 0,19+0,01 0,33+0,04 0,66+0,07 1,03+0,07 1,48+0,09 2,04+0,14 2,32+0,28 9,62+0.87
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Figure 3.25 : Variation des absorbances dans le test CUPRAC en fonction des différentes concentrations des extraits de Salvia microphylla (a) et de Salvia

officinalis (b).
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En comparaison avec les standards, nous avons classé les extraits par ordre
defficacité :
BHA > EASM > BHT > EBSM > ECSM
EASO > BHA > BHT > EBSO > ECSO

Ces resultats ont été exprimés en Aos (ug/ml) et représentés sur la figure 3.26.
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Figure 3.26 : Valeurs Aos des extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis ainsi que

des standards selon la méthode CUPRAC.

En conclusion, I’extrait acétate d’éthyle pour les deux especes Salvia microphylla
et Salvia officinalis a montré une capacité antioxydante trés élevée par rapport aux standards.

Cet extrait pourrait étre considérée comme de potentiels agents antioxydants naturels.

D. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) mesure la capacité des extraits
a réduire le fer ferrique (Fe3*) en ferreux (Fe2*), un indicateur de l'activité antioxydante. Les
résultats illustrés sur la figure 3.27 et le tableau 3.20, montrent que la capacité de réduction

des ions Fe3+ en Fe2+ augmente proportionnellement avec la concentration.



Tableau 3.20 : Pouvoir réducteur des extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis en fonction de la concentration.

Absorbances dans la méthode de FRAP

3,125 yg/mL 6,25 yg/mL 125 ug/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL Aogso pg/mL
EASM 0,32+0,03 0,49+0,02 0,72+£0,04 1,22+0,11 1,47+0,00 1,59+0,02 1,29+0,28 6,92+0,21
EBSM 0,16x0,02 0,22+0,02 0,37%0,02 0,48+0,06 0,79%0,10 0,88+0,13 1,44+0,23 25,75+0,56
ECSM 0,07+£0,01 0,10+0,01 0,15+0,01 0,24+0,02 0,35+0,01 0,63£0,07 0,87+0,06 77,29£2,72
EASO 0,25+0,01 0,39+0,01 0,68+0,00 0,75+£0,15 0,83+0,12 0,90+0,05 1,34+0,12 8,69x0,06
EBSO 0,11+0,02 0,16%0,00 0,29%0,02 0,40%0,02 0,65+0,01 0,89+0,04 1,13+0,07 37,41+2 53
ECSO 0,09+0,00 0,12+0,00 0,17+0,01 0,27+0,00 0,44+0,01 0,78+0,02 1,01+0,07 67,11+0,42
Acide ascorbique 0,35+0,05 0,46x0,03 0,84+0,12 0,93+0,30 1,18+0,34 1,37+0,20 1,44+0,21 6,77x1.15
Acide tannique 0.28+0.02 0,78+0,06 1,02+0,07 1,24+0,18 SAT SAT SAT 5,39+0.91
a-Tocophérol 0.11+0,00 0.16%0.00 0,21+0,03 0,35%0,03 0,73%0,03 1,37+0,08 1,81+0,09 34,93+2.38
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Figure 3.27 : Variation des absorbances dans le test de FRAP en fonction des différentes concentrations des extraits de Salvia microphylla

(a) et de Salvia officinalis (b).
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Pour les extraits de Salvia microphylla, I'extrait d'acétate (EASM) présente une tres
forte activité antioxydante, avec une Aos de 6,92+0,21 pg/mL, se rapprochant de la
performance de I'acide ascorbique et de I'acide tannique avec une Aosde 6.77+£1.15 pg/mL
et 5.39£0.91 pg/mL, respectivement. L'extrait de butanol (EBSM), avec une Aos de
25,75+0,56 pg/mL, présente une bonne activité antioxydante modérée, dépassant celle de I’
a-Tocophérol (Aos: 34.93+2.38 pg/mL). Tandis que, l'extrait de chloroforme (ECSM)
affiche une activité relativement faible avec une Aosde 77,29+2,72 pg/mL, indiquant une
efficacité nettement inférieure aux deux premiers extraits.

Pour I’espéce Salvia officinalis I'extrait acétate d’éthyle (EASO) (A0.5 = 8,69+0,06
pg/mL) se rapproche de I'acide ascorbique (A0.5 : 6,92+0,21 pg/mL) et de I'acide tannique
(A0.5 : 5.39+£0.91 pg/mL) en termes d'efficacité, ce qui montre une trés bonne activité
antioxydante. En outre, I’extrait butanolique (EBSO) (A0.5 : 37,41+2,53 pug/mL) enregistre
une activité comparables a celle de I'a-tocophérol (A0.5 : 34.93+£2.38 pg/mL).

D'aprés les résultats de I'activité antioxydante obtenue avec la méthode de FRAP,
et en comparaison avec les produits de référence, les extraits sont classés par ordre
d'efficacité comme suit :

Acide tannique > Acide ascorbique > EASM > EBSM > a-tocophérol > ECSM
Acide tannique > Acide ascorbique > EASO > a-tocophérol > EBSO > ECSO
Les valeurs d’absorbance Aos (pg/mL) calculé a partir des courbes d’absorbance

en fonction de la concentration sont représentées dans la figure ci-dessous.
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Figure 3.28 : Comparaison des valeurs d’Aos des extraits de Salvia microphylla et Salvia

officinalis avec les standards dans le test FRAP.
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Les résultats indiquent que les extraits acétate d’éthyle des deux espéces Salvia
microphylla et Salvia officinalis ont une activité antioxydante tres prometteuse, comparable
aux standards forts comme I'acide ascorbique et I'acide tannique. Les autres extraits ont des
efficacités variées, avec l'extrait chloroforme étant le moins efficace. Ces différences
soulignent I'importance de choisir le bon solvant d'extraction pour maximiser l'activité

antioxydante des extraits de plantes.

E. Test de blanchissement du B-caroténe

Les résultats d'activité antioxydante pour les extraits de Salvia microphylla et
Salvia officinalis sont exprimés en termes d’ICso, c'est-a-dire la concentration nécessaire
pour inhiber 50 % de 'oxydation du B-caroténe. Les valeurs d’ICso sont comparées a celles
des standards, le BHA et le BHT, qui sont des antioxydants de synthese bien connu
(Tableau 3.21 et figure 3.29).

Les résultats montrent que I'extrait acétate d’éthyle et I'extrait butanol de Salvia
microphylla (EASM, EBSM) et Salvia officinalis (EASO, EBSO) n'ont pas dactivité
antioxydante déetectable aux concentrations testées.

L'extrait de chloroforme de Salvia microphylla (ECSM) montre une activité
antioxydante modérée (ICso: 461,35+0,58 pg/mL), tandis que I'extrait ECSO montre une
inhibition trés faible par rapport aux standards, avec un ICso supérieur a 800 pg/mL.
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Figure 3.29 : Variation du pourcentage d’inhibition de blanchissement du B-carotene par
les extraits chloroformique de Salvia microphylla et Salvia officinalis en fonction des

différentes concentrations.



Tableau 3.21 : Activité d'inhibition de la décoloration du B-carotene en présence des extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis.

% d'inhibition dans le Test de blanchissement du f-caroténe

12,5 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL 800 pg/mL 1Cs0 pg/mL
EASM NA NA NA NA NA NA NA NA
EBSM NA NA NA NA NA NA NA NA
ECSM 11,76+4,28  14,25+5,08  14,13+0,61 30,50+6,56 34,92+4,78 48,58+5,70  66,45+4,17 461,35+0,58
EASO NA NA NA NA NA NA NA NA
EBSO NA NA NA NA NA NA NA NA
ECSO NA NA 8,64+1,31  35,48+0,75 43,02+1,42 46,10+1,82 48,28+1,11 >800
BHA 93,48+0,44  9552+0,33  96,34+0,55 97,56+0,19 97,64+2,22 97,85+0,32 99,66+0,52 1,05+0,03
BHT 88,29+0,10  91,70+0,36  93,65+0,30  93,68+0,46 94,49+0,07 94,88+0,10 95,58+0,19 0,91+0,01




Tableau 3.22 : Activité phénanthroline des extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis.

Absorbances dans méthode de phénanthroline
0.390 yg/mL 0.781 pg/mL  1.562 pg/mL  3.125 ug/mL  6.25 ug/ml 12,5 pyg/mL 25 pg/mL Aoso Hg/mL

EASM NA 0,34+0,02 0,42+0,01 0,49+0,02 0,67+£0,01 1,05+0,07 1,71+0,09 3,18+0,19
EBSM NA 0,31+0,00 0,34+0,02 0,39+0,02 0,52+0,02 0,71+0,02 1,17+0,14 6,060,47
ECSM NA NA NA 0,47+0,01 0,49+0,03 0,57+£0,01 0,70£0,03 6,34+1,90
EASO 0,25+0,01 0,29+0,01 0,36+0,02 0,46+0,01 0,58+0,01 0,93+0,05 1,54+0,09 4,17£0,22
EBSO NA 0,21+0,01 0,24+0,01 0,27%0,00 0,33+0,02 0,44+0,02 0,70+0,03 15,11+£1,04
ECSO NA NA NA 0,22+0,01 0,26+0,01 0,31+0,01 0,42+0,01 34,04+1,04
BHA NA 0,49+0,01 0,59+0,01 0,73%0,02 0,93+0,01 1,25+0,04 2,10%0,05 0,93+0,07
BHT NA 0,47+0,01 0,47+0,01 0,53+0,03 1,23+0,02 1,84+0,01 3,48+0,03 2,24+0,17
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Figure 3.30 : Variation des absorbances en fonction des différentes concentrations des extraits de Salvia microphylla (a) et de Salvia officinalis (b)

dans le test de phénanthroline.
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F. Test de I’activité phénanthroline

Le test du phénanthroline a été utilisé pour mesurer le fer dans de nombreux types
d'échantillons. Les résultats obtenus dans ce test, nous permettent de tracer une courbe de
variation de 1’absorbance en fonction de la concentration (figure 3.30). Les valeurs de
I’absorbance A0.5 (ng/mL) de Salvia microphylla et Salvia officinalis calculé a partir des
courbes d’absorbance en fonction de la concentration sont représentées dans le tableau ci-
dessus (tableau 3.22).

Pour I’espéce Salvia microphylla, l'extrait acétate d’éthyle (EASM) présente la
meilleure activité antioxydante avec une Aosde 3,18+0,19 pg/mL, bien qu’inférieure a celle
des standards synthétiques (BHA et BHT). Les extraits de butanol et de chloroforme (EBSM
et ECSM) montrent également une bonne activité antioxydante dont les valeurs de Aos sont
tres proche 6,06+0,47 pug/mL et 6,34+1,90 pg/mL, respectivement (figure 3.31).

L'extrait acétate (EASO) de Salvia officinalis montre également une bonne activité
antioxydante avec une Aos de 4,17+0,22 pg/mL, bien qu'un peu moins efficace que celui de
I’EASM. Les extraits de butanol (EBSO) et chloroforme (ECSO) ont des valeurs Aos plus
élevées, ce qui signifie qu'ils sont moins efficaces pour neutraliser les radicaux libres par
rapport a I'extrait acétate de la méme plante (figure 3.31).

Les résultats obtenus permettent de classer I’efficacité de nos extraits comme suit :
I’extrait acétate d’éthyle puis I’extrait butanolique et enfin I’extrait chloroformique et cela

pour les deux espéces Salvia microphylla et Salvia officinalis.
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Figure 3.31 : Valeurs Aos des extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis ainsi que
des standards obtenues par la méthode de phénanthroline
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Salvia microphylla semble présenter une meilleure activité antioxydante globale

par rapport a Salvia officinalis, en particulier avec son extrait d'acétate d’éthyle.

G. Discussion

L'étude de I'activité antioxydante de divers extraits de Salvia microphylla et Salvia
officinalis (EA, EB et EC) révele que leur efficacité varie en comparaison avec les standards
de référence, selon les méthodes utilisées. Les résultats obtenus mettent en évidence une
variation dans la composition chimique de chaque extrait, influencant les performances
antioxydantes observées. Cette variabilité résulte a la fois de la nature chimique des extraits
et des méthodes d'évaluation employees. Il est largement reconnu que I'activité antioxydante
des polyphénols présents dans les extraits végétaux découle de leur capacité a céder des
atomes d'hydrogéne ou des électrons, ainsi qu'a capturer les radicaux libres [388]. Par
conséquent, les plantes présentant une concentration élevée de groupes phénoliques affichent
une activité antioxydante significative. De ce fait, les flavonoides exercent une puissante
activité antioxydante, comme 1'ont démontré N’guessan et al. [389] ainsi que Zhi et al. [390].

Les résultats des tests, tels que DPPH‘, ABTS™, CUPRAC, FRAP et la
phénanthroline, montrent que les extraits d'acétate d'éthyle et butanoliques des deux espéces
sont les plus actifs. Cela pourrait s'expliquer par la complexité des extraits, riches en
composés phénoliques, incluant les acides phénoliques et les flavonoides, ainsi que par la
synergie entre ces composeés, ce qui améliore leur activité antioxydante [391].

Le test du B-carotene s'apparente a un systeme d'émulsion de lipides dans I'eau, ou
les antioxydants apolaires se regroupent a l'interface entre les lipides et I'eau, empéchant
ainsi la formation de radicaux lipidiques et I'oxydation du -carotene. Cela met en évidence
leurs importantes propriétés antioxydantes. En revanche, les antioxydants polaires s‘averent
moins efficaces pour protéger les lipides, car ils restent dans la phase aqueuse. Nos résultats
confirment cela, montrant que seul 1’extrait chloroformique des deux espéces a démontré
une activité antioxydante significative [392].

A notre connaissance, ce rapport est le premier dans la littérature & évaluer 1’activité
antioxydante des différents extraits (acétate d'éthyle, butanolique et chloroformique) de
Salvia microphylla en utilisant les six tests appliques.

D'un point de vue pharmacologique et selon les résultats obtenus par LC-MS/MS,
la présence d'acide vanillique, de lutéoline, de naringénine, ainsi que de béta-carotene, un
caroténoide aux puissantes propriétés antioxydantes [385, 386], en particulier dans I'extrait

acétate d'éthyle de Salvia microphylla (EASM), pourrait étre responsable de l'activité
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observée pour cet extrait dans toutes les méthodes testées. Cependant, I'extrait butanolique
(EBSM) a montré une activité de piégeage plus efficace contre le radical DPPH, ce qui
pourrait s'expliquer par la présence de chrysine, un flavonoide présent uniguement dans
I'EBSM.

L'extrait acétate d'éthyle de Salvia officinalis (EASO) a présenté les meilleures
activités antioxydantes dans tous les tests, a I'exception du test de blanchiment du -caroténe,
ou il s'est avéré inactif. Cet extrait a démontré la plus forte capacité de piégeage du radical
DPPH. Cette activité élevée est probablement due a la présence exclusive de I'acide gallique
dans I'extrait acétate d'éthyle (EASQO). Des chercheurs ont souligné que la structure chimique
et la polarité de I'antioxydant influencent sa capacité a capturer les radicaux libres. Il existe
une hétérogénéité structurelle parmi les composés phénoliques, et I'acide gallique a été
identifié comme le composé le plus actif lors des tests utilisant le DPPH. De plus, il a été
signalé que l'acide caféique, ainsi que d'autres polyphénols extraits de Salvia officinalis,
posséde des propriétés antioxydantes remarquablement puissantes [393].

Nos résultats concordent avec I'étude menée sur les fractions d'acétate d'éthyle et
de n-butanol de la partie aérienne de Salvia officinalis récoltée a Tlemcen. Cette étude,
réalisée par Mahdi [287], a montré que I'extrait d'acétate d'éthyle possédait la plus grande
capacité de piégeage des radicaux libres DPPH, ainsi qu'une forte capacité de réduction du
fer et une puissante activité antioxydante totale.

Les études menées sur les fractions d'acétate d'éthyle et de n-butanol de la partie
aérienne de Salvia officinalis récoltée dans différentes régions du Maroc (Boulemane,
Khénifra) ont révélé des différences significatives dans leur capacité antioxydante.
Les extraits issus de la région de Boulemane ont montré une activité antioxydante nettement
plus puissante que celle obtenue dans notre étude. Cependant, nos extraits (EASO et EBSO)
ont démontré une meilleure efficacité antioxydante, évaluée par les méthodes DPPH et
FRAP, que ceux récoltés dans la région de Khénifra [274].

En conclusion, d'apreés le classement de I'activité des extraits étudiés par différentes
méthodes, il ressort que les extraits d'acétate d'éthyle et de butanol sont les plus efficaces.
Cette observation est en accord avec leurs concentrations élevées en polyphénols et en
flavonoides. Ces résultats mettent en évidence le potentiel antioxydant des extraits d'acétate
d'éthyle et de butanol des especes Salvia microphylla et Salvia officinalis, suggérant qu'ils

pourraient constituer des sources prometteuses d'antioxydants naturels.
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3.3.2.2 Activité anticholinestérase

L'activité anticholinestérase de différentes extraits de Salvia microphylla et Salvia
officinalis a été testée en utilisant une combinaison de deux méthodes complémentaires :
I'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE).

Dans le test d'inhibition de I'AChE, aucune activité n'a été enregistrée pour tous les
extraits des deux especes.

Le tableau 3.23 illustre les pourcentages d'inhibition de la butyrylcholinestérase a
diverses concentrations (en pg/mL) des extraits, ainsi que de la galantamine, un médicament
de référence souvent utilisé pour traiter des maladies neurodégénératives telles que la
maladie d'Alzheimer. Les valeurs d'ICso, qui représentent la concentration nécessaire pour
inhiber 50% de I'activité enzymatique, sont des indicateurs clés de I'efficacité des inhibiteurs
(figure 3.32). L'analyse comparative des données met en évidence des niveaux d'efficacité
variés parmi les extraits étudiés.

Les extraits EASM, EBSM, EASO et EBSO montrent une efficacité limitée pour
inhiber cette enzyme, avec des 1Cso supérieurs a 200 pg/mL, ce qui indique qu'ils ne sont
pas tres efficaces, méme a des concentrations élevées. Parmi eux, I'extrait EASM affiche la
plus forte inhibition, atteignant 34,16 % a 200 pg/mL.

En revanche, I'extrait ECSM se distingue par une I1Cso de 38,99 * 1,96 pg/mL, ce
qui indique une meilleure capacité d'inhibition par rapport 8 EASM et EBSM. Cependant,
son efficacité est Iégerement inférieure a celle de la galantamine, qui présente une ICso de
34,75 + 1,99 pg/mL. Bien que I’ECSM se rapproche de la galantamine en termes
d'inhibition, il demeure un peu moins performant.

Enfin, I'extrait ECSO a une ICso de 178,11 + 4,21 pug/mL, montrant une efficacité
légérement supérieure a celle d'EASO et d'EBSO, mais il reste largement moins efficace que
la galantamine.

L'ordre d'activité BChE des extraits est dans le méme sens pour les deux especes
étudiées, il a été établi comme suit :

Galantamine > EC > EA > EB.



Tableau 3.23 : Pourcentages d’inhibition de I’activité de butyrylcholinestérase des extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis.

% Inhibition de de la butyrylcholinestérase

3,125 ug/mL 6,25 ug/mL 125pug/mL 25 pg/MI 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 1Cs0 pg/mL
EASM NA NA NA 12,60+2,47 19,81+0,31 32,99+4 81 34,16+7,12 >200
EBSM NA NA NA NA NA NA 4.95+2 78 >200
ECSM NA 12,03+3,58 22,78+2,24  37,76x4,03 59,92+0,90 71,52+4,92 SAT 38,99+1,96
EASO NA NA NA NA NA NA 11,07+6,57 >200
EBSO NA NA NA NA 0,52+1,95 1,72+0,73 13,48+4,87 >200
ECSO NA NA NA NA 7,0615,84 23,81+1,70 54,68+4,14 178,11+4, 21
Galantamine 3,26+ 0,62 6,93+ 0,62 24,03+2,94 45,13+260 63,87+2,85 73,57+0,77 78,95+0,58 34,75+1.99
100,00 90,00
80,00
80,00 70,00
c oM S 60,00 —e—EBSO
2 60,00 ECSM :g 50,00 ECSO
;—g 40,00 Galantamine % 28’88 Galantamine
= 200 f o R 2%
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Figure 3.32 : Variation du pourcentage d’inhibition de la butyrylcholinestérase des extraits de Salvia microphylla (a) et Salvia officinalis (b).
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Dans cette etude, les extraits ECSM et ECSO ont démontré une efficacité supérieure
pour inhiber l'activité de la BChE. Ce résultat indique que les extraits non polaires peuvent
étre classés comme des inhibiteurs des enzymes d'acétylcholinestérase. Ces observations
suggérent que les solvants organiques sont capables d'extraire efficacement des molécules
ayant une inhibition optimale de I'enzyme [394].

Les différents extraits de Salvia microphylla ont été examinés pour la premiére fois
afin d'évaluer leur capacité a inhiber [l'acétylcholinestérase (AChE) et la
butyrylcholinestérase (BChE). Une étude réalisée sur des extraits éthanoliques de Salvia
microphylla et de Salvia officinalis a révélé une activité neuroprotectrice significative dans
un modele animal de la maladie d'Alzheimer induite par la scopolamine. Ces extraits ont
démontré leur capacité a diminuer la déposition de béta-amyloide, a inhiber I'activité de
I'acétylcholinestérase et a réduire les marqueurs de stress oxydatif [270].

Une autre recherche chimique sur lI'espéce Salvia officinalis, récoltée en Roumanie,
a montré que l'extrait éthanolique de cette plante présente de fortes propriétés inhibitrices
vis-a-vis de l'acétylcholinestérase (AChE) et de la butyrylcholinestérase (BChE) [286].

En conclusion, Salvia microphylla renferme des composés bioactifs prometteurs,
notamment dans ses extraits d'éther de pétrole et de chloroforme, ce qui justifie des

recherches supplémentaires pour évaluer leur potentiel en tant qu'inhibiteurs de la BChE.

3.3.2.3 Activité inhibitrice de 1'a-glucosidase

L'a-glucosidase joue un role clé dans le catabolisme des glucides. Son inhibition
est essentielle pour réduire les niveaux de glucose dans le sang, représentant ainsi une
stratégie thérapeutique importante dans la gestion du diabete de type 2. Dans cette partie,
nous avons examing I'effet inhibiteur des extraits de Salvia microphylla et Salvia officinalis
sur l'a-glucosidase. L'absence d'activité inhibitrice de 1'a-glucosidase a été constatée dans
tous les extraits de la plante Salvia officinalis, ainsi que dans les extraits butanolique et
chloroformique de Salvia microphylla aux concentrations testées. Les résultats relatifs a
l'inhibition de l'a-glucosidase par I’extrait acétate d’éthyle de I’espéce Salvia microphylla

sont présentés dans la figure 3.33.
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Figure 3.33 : Variation du pourcentage d’inhibition de 1'a-glucosidase en fonction des

différentes concentrations des extraits de Salvia microphylla.

Les résultats indiquent que l'extrait acétate d’éthyle (EASM) de la plante Salvia
microphylla présente une activité inhibitrice prometteuse vis-a-vis de 1'a-glucosidase. Son
ICso0 (50,14+1,80 pg/mL) est inférieur a celui de I'acarbose (275,43+1,59 pg/ml), ce qui
suggére une inhibition trés puissante.

Les activités antidiabétiques des extraits de I'espéce Salvia microphylla n'ont fait
I'objet d'aucune investigation scientifique. Nos résultats sont comparables a ceux d'une étude
menée sur la fraction d'acétate d'éthyle extraite de Salvia officinalis récoltée a Tlemcen, qui
a révélé une activité antidiabétique supérieure, évaluée a travers des dosages d’a-amylase et
d’a-glucosidase. Les valeurs d'ICso obtenues étaient respectivement de 46,52 + 2,68 pg/mL
et 104,58 + 0,06 pug/mL [287].

Nos résultats montrent que les extraits de Salvia officinalis ne présentent aucune
activité antidiabétique. Cependant, plusieurs études soulignent son potentiel dans ce
domaine. Par exemple, Khacheba et ses collegues [395] ont observé un effet inhibiteur de
l'a-glucosidase dans les extraits bruts de dix-huit plantes traditionnellement utilisées en
Algérie pour traiter le diabéte, y compris Salvia officinalis. De plus, d'autres recherches ont
révélé que Salvia officinalis pourrait jouer un rdle dans la régulation de la glycémie,
entrainant une réduction significative des niveaux de glucose et de cholestérol chez les
patients diabétiques par rapport aux groupes témoins [396, 397].

Ces résultats révélent que I’extrait acétate d’éthyle de Salvia microphylla (EASM)
pourrait étre une source potentielle de nouveaux agents antidiabétiques. Des recherches plus
approfondies sont nécessaires pour purifier et identifier les composés actifs impliqués dans
I’inhibition de l'activité de 1’a-glucosidase et pour évaluer leur efficacité et leur innocuité

dans des modéles animaux et cliniques.



165

CONCLUSION

Dans le but de la recherche de nouvelles substances bioactives a intérét
thérapeutique, deux especes de sauges ; Salvia microphylla et Salvia officinalis, ont fait
I’objet de la présente étude qui se concentre sur la détermination de la composition chimique

et ’activité biologique de leurs huiles essentielles et de leurs extraits.

Les travaux de cette thése ont d'abord porté sur 1’étude de 1’influence de la période
de récolte, la méthode d'extraction et la partie de la plante utilisée sur le rendement et la
composition chimique des huiles essentielles des deux espéces étudiées. A la lumiére des
résultats obtenus, nous avons adopté I’hydrodistillation conventionnelle comme procédé
d’extraction des huiles essentielles, a partir des différentes parties des plantes (parties
aériennes, des feuilles et des tiges), récoltées apres la floraison. Les rendements obtenus sont
respectivement 0,63 %, 0,75 % et 0,23 % pour les parties aériennes, les feuilles et les tiges
de Salvia microphylla, et 1,42%, 1,89%, 0,54% pour Salvia officinalis.

L'analyse chimique des huiles essentielles par GC et GC-MS a conduit a
I'identification de 36, 32 et 47 composés représentant 98,40%, 98,55% et 91,38% de la
composition totale des parties aériennes, feuilles et tiges de Salvia microphylla, et de 33, 31
et 32 composes représentant 98,80%, 98,88% et 97,00% de la composition totale des parties
aeriennes, feuilles et tiges de Salvia officinalis. Le p-caryophylléne a été identifié comme le
principal constituant des parties aériennes et des feuilles de Salvia microphylla, tandis que
le camphre prédomine dans les mémes parties de Salvia officinalis. En revanche, les
composés majoritaires identifiés dans les huiles essentielles des tiges étaient 1'a-Eudesmol

pour Salvia microphylla et I' a-Thujone pour Salvia officinalis.

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux et des flavonoides ont été
déterminées a partir des équations de la régression linéaire des courbes d’étalonnage
exprimées successivement en microgramme équivalent d’acide gallique et microgramme
équivalent de quercétine par milligramme d’extraits sec. Les extraits d’acétate d’éthyle
obtenu par maceration et éthanolique obtenu par Soxhlet, des deux espéces étudiées, ont

présenté les teneurs les plus élevées en polyphénols et en flavonoides.

Le potentiel antioxydant in vitro des huiles essentielles et des extraits sont évaluées
par six méthodes complémentaires, a savoir : DPPH, ABTS™", FRAP, CUPRAC, la méthode



166

de Phénanthroline et le test de blanchissement du B-caroténe. Les résultats ont révélé des
activités antioxydantes intéressantes pour les extraits acétate d’éthyle des deux plantes dans
les tests : DPPH’, ABTS™", FRAP, phénanthroline et CUPRAC, en raison de leurs teneurs
élevées en composés phénoliques. Par contre, les huiles essentielles ont donné un potentiel
antioxydant faible, sauf I’huile essentielle extraite a partir des tiges qui a présenté un pouvoir

antioxydant important par lI'essai CUPRAC.

La composition chimique des deux extraits acétate d’éthyle et butanolique pour les
deux espéces, ainsi que les quatre fractions obtenues par chromatographie sur colonne de gel
de silice des extraits de dichlorométhane et éthanolique qui ont présentent ’activité
antioxydante la plus élevée, a été déterminé par analyse par Chromatographie en phase
Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse (LC-MS/MS). Les résultats obtenus ont révélé
la présence de 29 et 26 composés dans les extraits (EASM et EBSM) de Salvia microphylla,
et 20 et 21 composeés dans les extraits (EASO et EBSO) de Salvia officinalis, respectivement.
18 et 21 molécules ont été identifiées dans les fractions MFD2 et MFE3, respectivement.
Tandis que, seize composés ont été déterminés dans chacune des fractions OFD4 et OFE4.
La plupart de ces composés appartiennent a la famille des composés phénoliques (acides

phénoliques et flavonoides).

L'activité anti-cholinestérasique des huiles essentielles et des extraits de Salvia
microphylla et Salvia officinalis a été réalisée en utilisant une combinaison de deux méthodes
complémentaires : I'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE). L’huile
essentielle obtenue de la partie aérienne de Salvia microphylla a présenté une bonne activité
contre l'acétylcholinestérase. Tandis que, lactivité la plus élevée contre Ila
butyrylcholinestérase a été observée dans I’huile essentielle obtenue des tiges et dans

I’extrait chloroformique de la méme espéce.

L’huile essenticlle extraite des tiges et 1’extrait acétate d’éthyle de Salvia
microphylla ont montré 1’activité inhibitrice la plus puissante sur I’enzyme a-glucosidase,

surpassant ainsi celle du standard, I'acarbose.

La méthode de microdilution en bouillon a été utilisée pour évaluer l'activité
antimicrobienne des huiles essentielles de Salvia microphylla et Salvia officinalis contre
onze souches bactériennes et deux levures. Les huiles essentielles ont montré une meilleure
activité contre toutes les souches bactériennes, a I'exception de Pseudomonas aeruginosa.

L'huile essentielle des tiges de Salvia microphylla a présenté ’efficacité la plus élevée, en
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particulier contre Enterobacter cloacae. De plus, la plus forte activité antifongique de tous

les échantillons testés a été observée contre Candida albicans.

En fin, a partir des résultats obtenus de cette étude, nous pouvons conclure que ces
deux especes de sauge peuvent étre une source importante de composés antioxydants
naturels et peuvent étre utilisées pour les maladies chroniques neurodégénératives et
antidiabétiques. Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires pour évaluer leurs
applications dans les domaines alimentaire, cosmétique et médicale, en particulier 1’espéce

Salvia microphylla.
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PERSPECTIVES

Isolement, purification et identification des composés spécifiques responsables des

activités anticholinestérases, antidiabétiques et antioxydantes ;

Confirmer les effets observés in vitro sur des modeles animaux pertinents de la maladie

d'Alzheimer et du diabéte de type 2 ;

Elargissement du spectre d’activités biologiques par réalisation d’autres tests
biologiques in vivo et in vitro (activité anti-inflammatoires, anticancéreuses, anti-

enzymatiques, antivirales et insecticides) ;

Utilisation des techniques de microencapsulation, notamment pour les huiles
essentielles, afin de fournir des systémes stables qui peuvent étre utilisés dans les

aliments et méme dans I’industrie pharmaceutique et cosmétique.
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APPENDICE A
LISTE DES ABREVIATIONS

Acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)
I’acétylcholinestérase

American Type Culture Collection
Concentration indiquant 0,50 d'absorbance
Butyrylcholinestérase

Butylhydroxyanisole

Butylhydroxytoluéne

Clinical and Laboratory Standard Institute
Concentration minimale bactéricide
Concentration minimale fongicide
Concentration minimale inhibitrice
2,2-diphényl-1 picrylhydrazyl

Extrait acétate d’éthyle de Salvia microphylla
Extrait acétate d’éthyle de Salvia officinalis
Extrait butanolique de Salvia microphylla
Extrait butanolique de Salvia officinalis
Extrait chloroformique de Salvia microphylla
Extrait chloroformique de Salvia officinalis
Electron lonization

Extrait éther de pétrole de Salvia microphylla
Extrait éther de pétrole de Salvia officinalis

Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

huile essentielle

Huile essentielle isolée des parties aériennes de Salvia microphylla

Huile essentielle isolée des parties aériennes de Salvia officinalis

Huile essentielle isolée des feuilles de Salvia microphylla
Huile essentielle isolée des feuilles de Salvia officinalis

huiles essentielles
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HETMS Huile essentielle isolée des tiges de Salvia microphylla
HETSO Huile essentielle isolée des tiges de Salvia officinalis
1Cs0 Concentration inhibitrice a 50%

LC-MS/MS Chromatographie en phase Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse en Tandem

MFD Fraction dichlorométhane de Salvia microphylla

MFE Fraction éthanolique de Salvia microphylla

NCCLS National Committee for Clinical Laboratory Standards
OFD Fraction dichlorométhane de Salvia officinalis

OFE Fraction éthanolique de Salvia officinalis

TFC Le contenu en flavonoides totaux

TPC Le contenu phénolique total



APPENDICE B

Appendice B 1 : La composition chimique des huiles essentielles de salvia microphylla selon la période de récolte.

LA COMPOSITION CHIMIQUE DES HUILES ESSENTIELLES EN FONCTION DE LA PERIODE DE RECOLTE

période de récolte « Teneur en % »

N Composes LRI janvier février Mars Avril Mai Juin  Juillet Septembre Octobre Novembre
1 Tricyclene 923 - - - - - - - 0,15 - 0,12
2 a-Thujéne 925 0,24 0,24 - - 0,14 0,21 - 0,44 0,28 0,18
3 a-Pinéne 939 2,53 2,15 087 093 149 1,73 4,09 3,91 2,74 3,56
4 Camphene 952 2,74 2,48 1,18 1,17 16 1,44 4,04 3,74 2,65 3,74
5 Sabinéne 973 0,18 0,18 - - - - - 0,21 0,19 -
6 B-Pinéne 978 1,42 132 0,71 0,71 0,73 0,86 2,29 2,7 1,73 1,15
7 B-Myrcene 992 - 0,16 - - - - - - - -
8 a- Phellandrene 1002 - - - - - - - - - 0,21
9 a-Terpinene 1017 0,14 0,21 - - - - - 0,22 - 0,14
10 P-Cymene 1026 0,45 055 046 0,39 0,33 0,3 0,57 0,48 0,65
11 B-Phellandrene 1045 1,75 - 194 223 1,36 1,52 1,65 - - -
12 1,8 Cinéol 1033 3,63 6,81 255 23 129 0,77 5,87 9,06 6,52 7,18
13 y-Terpinéne 1060 0,63 1,23 08 101 0,39 0,65 - 0,58 0,43 0,23
14 a-Thujone 1105 - - 0,26 0,22 - - - - - -
15 Camphre 1145 2,01 2,88 19 173 0,99 1,19 2,61 3,03 2,37 3,17
16 Bornéol 1166 0,7 1,27 091 1,18 0,554 0,61 - 0,33 0,47 0,81
17 4-Terpineol 1177 0,23 034 022 0,21 0,25 - 0,49 0,29 0,26
18 Acétate de bornyl 1287 8,44 9,9 8,77 8,06 7,51 5,46 8,14 7,91 7,43 10,8
19 d-Eleméne 1338 - 0,12 0,16 0,15 - - - - - -




20 a-Cubebene 1351 0,11 - 0,16 0,19 0,18 0,2 - 0,2 0,21 0,21
21 Isoledéne 1374 0,13 0,12 0,15 0,18 0,18 - - 0,2 0,18 0,16
22 a-Copéne 1376 0,26 0,24 038 05 047 0,43 - 0,4 0,46 0,49
23 B-cis-caryophylléne 1404 0,14 0,13 - - - - - 0,12 - 0,12
24 a-Gurjunéne 1408 0,64 0,71 1,12 126 1.2 1,12 1,01 0,88 1,05 0,7
25 p-trans-caryophyllene 1417 10,34 11,11 12,69 13,76 1358 10,64 16,75 10,18 11,12 9,45
26 y-Maaliene 1430 0,46 0,42 0,5 0,6 047 0,6 0,67 0,71 0,52 0,62
27 o -Maaliéne 1438 - - - - - - 0,69 - - -
28 B-Gurjunéne 1440 0,34 0,28 033 0,39 0,36 0,35 - 0,51 0,35 0,48
29 Aromadendréne 1441 3,29 293 325 354 381 3,72 5,39 5,07 4,2 4,43
30 a-Humuléne 1452 0,69 0,79 1,1 121 1,04 0,98 0,92 0,79 0,89 0,6
31 allo-Aromadendrene 1467 1,82 1,9 2,23 2,05 1,87 1,57 2,02 1,79 1,63 1,59
32 y-Muuroléne 1474 0,22 0,22 031 065 0,64 0,7 - 0,56 0,65 0,56
33 B-Selinene 1489 0,34 0,3 0,32 037 041 0,48 - 0,43 0,49 0,6
34 Bicyclogermacrene 1500 5,21 6,07 752 761 7,19 5,55 3,65 4,26 6,18 1,4
35 y-Cadinéne 1511 0,62 1,02 166 1,18 1,05 1,12 1,28 1,07 1,53 0,88
36 d-Cadinene 1519 1,34 1,32 193 204 211 2,47 1,98 1,64 1,8 1,33
37 Elemol 1549 0,18 - 0,13 - - - - - - -
38 Spathulénol 1571 5,69 4,4 431 29 39 5,07 5,04 3,34 4,39 5,95
39 Oxide de caryophylléne 1582 3,9 3,09 194 159 21 3,17 3,26 3,08 2,65 2,6
40 Viridiflorol 1592 0,61 043 055 0,33 0,57 0,74 - 0,32 0,36 0,48
41 Rosifoliol 1603 0,76 0,57 056 05 0,8 1,12 0,65 0,53 0,58 0,71
42 v-Eudesmol 1630 5,55 494 455 4,71 594 8,9 6,27 5,92 6,59 6,55
43 T-Cadinol 1645 3,12 294 257 21 298 4,46 2,68 2,24 2,51 1,19
44 B-Eudesmol 1650 6,32 542 4,66 - 5,99 - 6,04 5,69 - 6,34
45 a-Eudesmol 1652 8,19 737 685 12,37 956 18,38 1141 8,88 16,4 10,38
46 Abiétatriene 2054 0,17 - - - 0,41 0,27 0,15
Total 8553 86,56 805 80,38 82,77 86,76 98,4 92,56 90,59 90,17




Appendice B 2 : La composition chimique des huiles essentielles de Salvia officinalis selon la période de récolte

période de récolte « Teneur en % »

N° Composés LRI

janvier février Mars Avril Mai  Juin  Juillet Septembre Octobre Novembre
1  Cis-Salvéne 847 - - - - - - 0.13 - - -
2  a-Thujéne 925 - 0,56 0,37 0,28 - 0,39 0,28 0,3 - -
3  o-Pinéne 939 0,49 1,49 101 084 056 1,56 1,68 2,19 1,97 0,78
4  Camphéne 951 0,95 2,54 145 143 121 3,2 4,06 5,31 5,42 1,6
5  Sabinéne 973 0,18 0,54 04 032 022 027 0,17 - - 0,17
6  p-Pinéne 978 1,25 3,62 299 217 146 261 2,14 2,19 2,12 1,51
7 B-Myrcene 992 0,79 1,67 141 143 1,31 1,7 1,7 1,61 1,11 0,97
8 o -Phellandréne 1017 - - - - - - 0,12 - - -
9  a-Terpinéne 1026 0,18 0,56 04 034 024 042 0,31 0,33 - 0,23
10 P-Cymeéne 1045 0,37 0,65 0,27 - 0,17 - 0,21 0,56 0,63 0,71
11 1,8 Cinéole 1046 9,86 13,18 10,05 9,62 8,99 1249 12,78 13,35 14,75 11,31
12 Cis- ocimene 1037 - - 0,2 - - - - - - -
13 y-Terpinéne 1060 0,54 1,08 0,85 0,73 066 0,82 0,71 0,62 0,37 0,48
14 Cis-sabinéne hydrate 1070 0,45 0,24 023 029 0,3 0,23 0,21 - - 0,19
15  o-Terpinoléne 1093 0,26 0,39 0,37 048 054 0,76 - 0,9 0,42 0,33
16  Trans-sabinéne hydrate 1098 0,36 0,23 025 0,22 0,26 - - - - 0,18
17  e-Thujone 1105 1757 18,41 12,73 10,93 1294 16,52 16,48 18,36 20,07 16,35
18  B-Thujone 1117 5,82 6,4 493 443 476 591 5,18 4,83 4,84 4,58
19  Thujanol 1134 - - - 0,15 0,28 - 1,11 - - -
20 Camphre 1145 15,08 14,07 11,04 11,99 16,35 20,46 23,57 25,16 26,34 15,87
21  Trans 3-Pinanone 1158 0,5 0,7 054 0,38 0,35 0,28 0,17 - - 0,26
22  Bornéol 1166 2,07 1,97 295 344 421 2,69 2,53 3,2 3,05 2,25
23 Cis3-Pinanone 1172 - 0,23 0,25 0,24 0,22 - 0,1 - - -




24 A-Terpinéol 1177 0,81 1,21 0,78 0,57 0,72 0;8 0,71 0,97 0,59 0,95
25 a-Terpinéol 1190 0,24 0,28 0,38 043 0,56 0,5 0,52 0,46 0,28 0,26
26  Myrtenol 1194 0,22 0,24 - - - - - - - -
27  Acétate de bornyle 1287 0,43 - 0,54 0,78 092 0,93 1,83 1,26 0,63 0,41
28  Acétate de sabinyle 1289 - - - - - - 0,21 - - -
29  p-Caryophyliene 1417 4,28 2,77 6,49 8,72 6,42 4,8 3,79 2,25 1,64 3,98
30 Aromadendréne 1441 0,2 - 0,17 - - - - - - -
31  e-Humuléne 1452 4,15 3,35 741 884 6,65 4,18 3,12 1,77 1,23 3,44
32  Allo-Aromadendréne 1467 0,4 0,27 0,39 0,37 0,33 0,25 0,15 - - 0,27
33 y-Muuroléne 1479 0,19 - 0,17 - - - - - - 0,28
34  Leden 1496 0,72 0,51 0,75 059 062 0,46 0,19 0,31 0,29 0,56
35  y-Cadinene 1511 - - 0,15 - - - - - - -
36  -Cadinéne 1519 0,32 0,18 0,32 0,25 - - 0,1 - - 0,43
37  Oxide de caryophylléne 1582 1,46 1,25 09 042 087 0,57 0,48 0,99 1,07 1,49
38  Viridiflorol 1592 13,05 12,32 14,16 12,32 14,31 10,29 8,28 7,11 6,83 11,83
39  B-Eudesmol 1649 0,2 - 0,15 - - - - - - -
40  o-Eudesmol 1652 0,3 - 0,29 - - - - - - 0,19
41  Manool 2057 13,46 7,5 11,57 14,79 11,19 5,94 5,78 5,09 3,71 14,59
Total 97,15 98,41 97,31 97,79 97,62 98,23 98,8 99,12 97,36 96,45
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APPENDICE C
DIFERENTS PROFILS CHROMATOGRAPHIQUE DES HUILES
ESSENTIELLES
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Appendice C 1 : profil chromatographique des huiles essentielles de Salvia microphylla;

parties aériennes (A), feuilles (B), tiges (C).
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Appendice C 2 : profil chromatographique des huiles essentielles de Salvia

officinalis; Parties aériennes (A), f, feuilles (B), tiges (C).



APPENDICE D

Les courbes d’étalonnage
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Appendice D1 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Appendice D 2 : Courbe d’étalonnage de la quercitrine
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APPENDICE E
DIFFERENTS PROFILS CHROMATOGRAPHIQUES REALISES PAR LC-MS/MS DES DIVERS EXTRAITS ET FRACTIONS DE
SALVIA MICROPHYLLA ET SALVIA OFFICINALIS.
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Appendice E.1 : Profils des chromatogrammes des extraits acétate d’éthyle (A) et butanolique (B) de Salvia microphylla.
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Appendice E.2 : Profils des chromatogrammes des extraits acétate d’éthyle (A) et butanolique (B) de Salvia officinalis.
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Appendice E.3 : Profils des chromatogrammes des fractions MFD2 (A) et MFE3 (B) de Salvia microphylla.
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Appendice E.4 : Profils des chromatogrammes des fractions OFD4 (A) et OFE4 (B) de Salvia officinalis.



APPENDICE F
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LES COMPOSES IDENTIFIES PAR LC-MS/MS DANS LES DIVERS EXTRAITS

ET FRACTIONS DE SALVIA MICROPHYLLA ET SALVIA OFFICINALIS.

Appendice F1: Composés identifiés par LC-MS/MS de I’extrait acétate d’éthyle et I’extrait

butanolique de Salvia microphylla.

ESI

'§ N° TR C . Formule Masse ch transition
£ Pic (min) OMposes moléculaire  moléculaire arge m/z
i (+)
1 2.079 Acide 4-méthoxybenzoique CgHsO3 152.15 (+) 153.0500
2 2.090 Acide coumarique CoHs03 164.16 (+) 165.1000
3 2.106 Acide 2-méthoxybenzoique CsHsO3 152.15 (+) 153.0500
4 2.341 Catéchine C15H14056 290.27 (+) 291.1000
5 9.641  Acide 3,5-dihydroxybenzoique C7HsO4 154.12 ) 153.1000
6 10.010 Acide chlorogénique C16H1509 354.31 O] 353.0500
7 10.918 Thymol C1oH10 150.22 +) 151.7500
8 11.148 Acide salysilique C7HeO3 138.12 O] 137.1000
9 11.255 Acide caféique CoHgO4 180.16 ) 179.1000
10 11.417 Curcumine C21H2006 368.4 (+) 369.0000
11 11.497 Acide vanillique CsHgO4 168.15 +) 167.1500
12 12.167 Vanilline CgHsO3 152.15 ) 153.1000
13 12.357 Vitexine C21H20010 432.4 (+) 433.0000
s 14 12618 Acide cis-p.coumarique CoHsO3 164.16 O] 163.1500
£ 15 13306 8-hydroxyquinoline CoH/NO 145.16 (+) 146.0500
w 16 13.426 Acide kojique CsHsO4 142.11 ) 143.0000
17  13.850 Acide férulique C10H1004 194.18 (+) 194.9000
18 14.173 Caféine CsH10N4O2 194.19 +) 195.1000
19 14.516 Verbascoside C29H36015 624.6 ) 623.1000
20 14.789 Béta-caroténe CaoHss 536.87 (+) 537.2000
21 15.081 Lutéoline C15H1006 286.24 ) 284.9500
22 18.401 Querceétine C15H1007 302.23 (+) 302.9000
23 18.592 Rutine C27H30016 610.5 (+) 611.2000
24 18.768 Naringénine C15H1205 272.25 (+) 272.9500
25 18.939 Hespérétine C16H1406 302.28 ) 300.9000
26 18.944 Acide oléanolique Cs0Has03 456.7 (+) 457.2000
27 19.018 Hydrate d’esculine C1sH15010 358.3 (+) 359.1000
28 19.369 Myricétine C15H100s 318.23 (*NH4+)  336.2500
29 20.537 Acide folique C19H19N70s 441.14 (+) 442.9000
1 2.073 Acide 4-méthoxybenzoique CgHgO3 152.15 (+) 153.0500
2 2.075 Acide coumarique CoHsO3 164.16 (+) 165.1000
3 2.106 Acide 2-méthoxybenzoique CsHs0s 152.15 (+) 153.0500
s 4 2298 Catéchine C15H1406 290.27 (+) 291.1000
A 5 9.409  Acide 3,5-dihydroxybenzoique C7HeO4 154.12 O] 153.1000
L 6 9.537 Chrysine C15H1004 254.24 (+) 255.1000
7 9.977 Acide chlorogenique Ci16H1809 354.31 ) 353.0500
8 10.808 Thymol C10H140 150.22 ) 151.7500
9 11.246 Caféine CsH10N4O: 194.19 +) 195.1000


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H8O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H8O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O3
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H8O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H8O3
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Appendice F2: Composés identifiés par LC-MS/MS de I’extrait acétate d’éthyle et 1’extrait

butanolique de Salvia officinalis.

(%]
E N_° T_R Composés Fo,rmul_e I\/,Iasse. CEarge transition
X Pic  (min) moléculaire moléculaire (+1-) m/z
1 1.829 Vitexine Co1H20010 4324 (+) 433.0000
2 4.088 Acide gallique C4H404 170.12 ) 168.8000
3 9.551  Acide 3,5-dihydroxybzoique C7/HsO4 154.12 ) 153.1000
4 11.143 Acide salysilique C7HeOs 138.12 () 137.1000
5 11.152 Naringénine Ci5H1205 272.25 (+) 272.9500
6 11.237 Acide caféique CoHsO4 180.16 ) 179.1000
7 11.325 Caféine CsH10N4O, 194.19 (+) 195.1000
8 12.364 Vanilline CsH3Os3 194.19 +) 153.1000
9 12.598 Acide cis-p.coumarique CoHsO3 164.16 ) 163.1500
Q 10 13334 Acide kojique CoHeOs 142.11 ) 143.0000
< 11 15077 Lutéoline Ci1sH1006 286.24 0 284.9500
12 18.395 Quercétine CisH1007 302.23 (+) 302.9000
13 18.970 Hespérétine C16H1406 302.28 ) 300.9000
14 19.062 Hydrate d’esculine C15H18010 358.3 (+) 359.1000
15  19.253 Acide férulique Ci10H1004 194.18 (+) 194.9000
16 19.299 Myricétine C1sH1008 318.23 (+NH4+) 336.2500
17 19.370 Acide oléanolique C3oH4503 456.7 (+) 457.2000
18 19.948 Catéchine C1sH14056 290.27 +) 291.1000
19 20.516 Acide folique C19H19N7Os 441.14 (+) 442.9000
20 21.214 Rutine Co7H30015 610.5 (+) 611.2000
1 2.087 Acide coumarique CoHsO3 164.16 +) 165.1000
8 2 2.087 Acide sinapique C11H1205 224.21 ) 223.0000
@ 3 209 Acide 4-méthoxybenzoique CgHsOs 152.15 +) 153.0500
4 2.115 4-hydroxy coumarine C27H30016 162.14 ) 160.8000


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C6H6O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C6H6O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H8O3
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194.19
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358.3
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441.14

G
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153.1000
353.0500
195.1000
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153.1000
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302.9000
359.1000
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Appendice F4: Composés identifiés par LC-MS/MS des fractions les plus antioxydants des

extraits dichlorométhane et éthanolique de Salvia officinalis (MFD2 et MFE3).

(2]

3N TR . Formule Masse ESI transition

£ Pic (min) Composes moléculaire  moléculaire Charge m/z

x

i (+)
1 11.245 Acide caféique CoHsO4 180.16 ) 179.1000
2 11301 Caféine CsH10N4O2 194.19 (+) 195.1000
3 12.306 Acide Cis-p.coumarique CoHsO3 164.16 ) 163.1500
4 12.336 Vitexine Co1H20010 432,4 (+) 433.0000
5 12.349 vanilline CsHgOs 194.19 (+) 153.1000
6 13.203 Acide salysilique C7He0O3 138.12 ) 137.1000
7 13391 Acide kojique CesHsO4 142.11 +) 143.0000

~ 8 18385 Quercétine C15H1007 302.23 (+) 302.9000

Q 9 18.626 Rutine Ca7H30016 610.5 (+) 611.2000

s 10 18952 Hydrate d’esculine C15H15010 358.3 (+) 359.1000
11  18.974 Hespérétine C16H1406 302.28 ) 300.9000
12 19.261 Acide férulique C10H1004 194.18 (+) 194.9000
13 19.339 Myricétine C15H1008 318.23 (+NH4+)  336.2500
14 19.551 Catéchine C15H1406 290.27 ) 291.1000
15 19.635 Acide oléanolique CaoH1g03 456.7 (+) 457.2000
16 19.861 Béta-carotene CaoHss 536.87 (+) 537.2000
17 20.485 Acide folique C19H19N705 441.14 (+) 442.9000
18 20.485 Naringénine C15H1205 272.25 (+) 272.9500
1 2.078 Acide coumarique CoHgOs 164.16 (+) 165.1000
2 2.082 Acide 4-méthoxybenzoique CgHsO3 152.15 (+) 153.0500

- 3 2.091 Acide 2-méthoxybenzoique CsHsOs 152.15 (+) 153.0500

L 4 9.631 Acide 3,5-dihydroxybenzoique C7H6O4 154.12 ) 153.1000

s 5 11305 Caféine CsH10N4O2 194.19 (+) 195.1000
6 11.418 Acide caféique CoHsO4 180.16 ) 179.1000
7 11434 Curcumine C21H2006 368.4 (+) 369.0000
8 12.380 Vitexine C21H20010 432.4 (+) 433.0000


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O3
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C6H6O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H8O3
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H8O3

9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

12.401
12.669
13.447
13.776
18.395
18.629
18.869
18.990
19.025
19.290
19.362
19.859
20.489

vanilline
Acide Cis-p.coumarique
Acide kojique
Acide salysilique
Quercétine
Rutine
Acide oléanolique
Hydrate d’esculine
Hespérétine
Acide férulique
Myricétine
Béta-carotene
Acide folique

CsHgOs
CoHsOs
CesHsO4
C7H60O3
C15H1007
C27H30016
C30H4g03
C15H18010
C16H1406
C10H1004
C15H1008
CaoHse
C19H19N7Os

152.15
164.16
142.11
138.12
302.23
610.5
456.7
358.3
302.28
194.18
318.23
536.87
441.14

(+)
()
(+)
)
(+)
(+)
(+)
(+)
()
(+)
(+NH4+)
(+)
(+)

186

153.1000
163.1500
143.0000
137.1000
302.9000
611.2000
457.2000
359.1000
300.9000
194.9000
336.2500
537.2000
442.9000

Appendice F4: Composeés identifiés par LC-MS/MS des fractions les plus antioxydants des

extraits dichlorométhane et éthanolique de Salvia officinalis (OFD4 et OFEA4).

'§ N° TR c . Formule Masse CESI transition
% Pic  (min) OMPOSEs moléculaire  moléculaire arge m/z
i (+)
1 2.092 Acide coumarique CoHsO3 164.16 (+) 165.1000
2 2.097 Acide 4-méthoxybenzoique CsHsO3 152.15 +) 153.0500
3 11.320 Caféine CsH10N4O2 194.19 +) 195.1000
4 12374 vanilline CsHsOs 194.19 (+) 153.1000
5 13441 Acide kojique CesHsO4 142.11 +) 143.0000
6 15.089 Lutéoline C15H1006 286.24 ) 284.9500
< 7 18.385 Quercétine C15H1007 302.23 (+) 302.9000
a 8 18.627 Rutine Ca7H30016 610.5 (+) 611.2000
LOI' 9 19.019 Hydrate d’esculine C15H15010 358.3 (+) 359.1000
10 19.267 Acide férulique C1oH1004 194.18 (+) 194.9000
11 19.332 Myricétine C15H100s 318.23 (+NH4+)  336.2500
12 19.378 Acide oléanolique C30H4803 456.7 (+) 457.2000
13 19.444 Catéchine C15H1405 290.27 (+) 291.1000
14 19.713 Naringénine C15H1205 272.25 (+) 272.9500
15 20.451 Acide folique C19H19N70s 441.14 (+) 442.9000
16 23.707 Hespérétine C16H1406 302.28 () 300.9000
1 2.085 Acide coumarique CoHsgO3 164.16 (+) 165.1000
2 2.090 Acide 4-méthoxybenzoique CsHsOs 152.15 (+) 153.0500
3 3.974 Verbascoside C29H36015 624.6 () 623.1000
4 9.617 Acide 3,5-dihydroxybenzoique C7H6O4 154.12 ) 153.1000
5 11.280 Caféine CsH10N4O2 194.19 +) 195.1000
6 11.386 Acide caféique CoHsO4 180.16 ) 179.1000
< 7 12.360 vanilline CsHsOs 194.19 (+) 153.1000
w 8 13.435 Acide kojique CeHsO4 142.11 (+) 143.0000
% 9 15112 Lutéoline C15H1006 286.24 ) 284.9500
10 18.381 Quercétine C15H1007 302.23 (+) 302.9000
11 18.714 Rutine Co7H30016 610.5 (+) 611.2000
12 18.994 Hydrate d’esculine C15H18010 358.3 (+) 359.1000
13 19.327 Myricétine C15H100s 318.23 (+NH4+)  336.2500
14 19.358 Acide oléanolique CsoHa4g03 456.7 (+) 457.2000
15 19.598 Catéchine C15H1405 290.27 (+) 291.1000
16 20.470 Acide folique C19H19N70s 441.14 (+) 442.9000
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Abstract. Salvia microphylla is a known species due to its broad uses in traditional medicine against memory
loss and rheumatism. The knowledge regarding the chemical composition and biological activities of the species
collected in Algeria, no studies have been reported in the literature. Therefore, the present work focuses on the
characterization of the chemical composition of the essential oils (EOs) and the determination of the antioxidant,
anticholinesterase, a-glucosidase, and antimicrobial activities of Salvia microphylla. The EOs were obtained
by hydrodistillation from the aerial parts, leaves and stems and submitted to chemical analysis by GC and
GC/MS. The B-Caryophyllene was identified as the main constituent in the aerial parts and leaves essential oils
with 16.75 £ 0.02 % and 17.86 = 0.07 %, respectively. Likewise, the a-Eudesmol was the predominant
component in the stems oil with (21.47 £ 0.20 %). The antioxidant activity of EOs was estimated through using
four comparative methods: DPPH, ABTS++, Reducing power and CUPRAC assays. The Stems oil was the most
active one in CUPRAC assay, with an ICsg value with 7.72 £+ 0.43 pg/mL. The enzyme inhibitory activity of
the essential oils was realized against key enzymes involved in type 2 diabetes (a-glucosidase) using 4-
Nitrophenyl-a-d-glucopyranoside as substrate and in neurodegenerative (AChE and BChE) diseases. The
highest anticholinesterase activity against acetylcholinesterase was observed in the EO of aerial parts essential
(ICsp: 23.65 + 0.73 pg/mL). The EO isolated from stems (ICso: 37.07 + 1.44 pg/mL) exhibited a
butyrylcholinesterase activity very close to that of analytical standard galantamine (ICso: 34.75 + 1.99 pg/mL).
Furthermore, all EOs displayed high inhibitory activity against a-glucosidase, better to that of the standard
acarbose. The EOs of Salvia microphylla display potential properties against type 2 diabetes. A broth
microdilution method was used to evaluate the antimicrobial activity of Salvia microphylla EOs, against eleven
microbial strains and two yeast. The EOs showed better antibacterial activity against Gram-positive and Gram-
negative bacteria except for Pseudomonas aeruginosa, with the stems essential oil being more efficient.
Moreover, significant antifungal activity was observed against Candida albicans.

Keywords: Salvia microphylla; GC-MS analysis; antioxidant; anticholinesterase; antimicrobial.

Resumen. Salvia microphylla es una specie conocida debido a su amplio uso en medicina tradicional, contra la

pérdida de memoria y el reumatismo. En el caso de la especie de planta recolectada en Algeria, no hay datos
publicados sobre su composicion quimica y sus actividades bioldgicas. Por ello, el presente trabajo ha sido
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enfocado en la caracterizacién de la composicion quimica de aceites esenciales (EOs) de Salvia microphylla y
en la determinacidn de sus actividades antioxidante, anticolinesterasa, a-glucosidasa y antimicrobiano. Los EOs
fueron obtenidos mediante hidrodestilacidn de las partes aéreas, ojas y tallos, y fueron sometidos al analisis por
cromatografia de gases con deteccion por ionizacion en flama y por espectrometria de masas. Se identificé a p-
cariofileno como el componente principal de los aceites de las partes aéreas y de tallos con concentraciones de
16.75 £ 0.02 % y 17.86 = 0.07 %, respectivamente. Por su parte, el a-Eudesmol fue encontrado como
componente predominante en aceite de tallos (21.47 + 0.20 %). La actividad antioxidante de los EOs fue
estimada en base a cuatro métodos compartivos: DPPH, ABTSe+, poder reductor y ensayo CUPRAC. El aceite
de tallos resulté ser el mas activo en ensayo CUPRAC, con el valor ICso de 7.72 £+ 0.43 pg/mL. La actividad
inhibitora de enzimas de los EOs fue evaluada contra principales enzimas involucrados en diabetes tipo 2 (a-
glucosidasa), utilizando  4-Nitrofenil-a-d-glucopiranosida como  sustrato, y en enfermedades
neurodergenerativas (AChE y BChE). La mayor actividad anticolinesterasa y acetilcolinesterasa fue observada
en el EO de partes aéreas (ICso: 23.65 +0.73 pg/mL). El EQO islado de tallos (ICso: 37.07 £ 1.44 pug/mL) presento
actividad de butirilcolinestarasa muy similar a la del estandar analitico, galantamina (ICso: 34.75 £ 1.99 pug/mL).
Aunado a ello, todos EOs presentaron una alta actividad inhibitora contra a-glucosidasa, que era mejor
comparando con la del estandar de acarbosa. Los EOs de Salvia microphylla presentan potenciales propiedades
contra diabetes tipo 2. Para evaluar la actividad antimicrobiana de los EOs de Salvia microphylla, se utilizé el
método de microdulucion en caldo, contra once sepas microbianas y dos de levadura. La mejor actividad se
observd contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, excepto Pseudomonas aeruginosa, los cuales
presentaron alta resistencia. Los EOs presentaron también importante actividad antifungica contra Candida
albicans.

Palabras clave: Salvia microphylla; analisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas;
antioxidantes; anticolinesterasa; antimicrobiano.

Introduction

Essential oils are widely used as an alternative medicine in varied industries such as pharmaceutical,
agricultural, cosmetic and food industries due to their antiviral, antibacterial, antifungal, antioxidant,
antiparasitic, antidiabetic, anticancer, aromatherapy and perfume properties [1]. Lamiaceae is a family of
species which is an important source of a wide range of bioactive compounds, it comprised of 236 genera and
6900-7200 species, distributed all over the world. About 900 species of the genus Salvia are represented in five
subgenera widespread throughout the world [2]. Nearly, 23 Salvia species cultivated in Algeria, among which
S. buchananii, S. jaminiana, S. verbenaca subsp., S. clandestina, S. barrilieri, S. argentea subsp. and S.
algeriensis Desf., were the subject of various studies [3-5]. Several species of Salvia have been applied as
medicinal plants and used, among others, for enhancing memory functions and treatment of simple brain
disorders [6], but also, to treat microbial infections, inflammation, malaria, cancer, and to disinfect homes after
sickness [7,8]. The chemical composition of essential oil of Salvia species was reported in many review papers
[5,9-17]. The most important compounds of this essential oil are monoterpenes such as a-Pinene, B-Pinene,
camphor, 1.8-cineole and borneol; and sesquiterpenes like B-Caryophyllene, germacrene D, Caryophyllene
oxide. Several investigations on biological activities of various Salvia species revealed the possess spasmolytic,
oestrogenic, antimicrobial, antifungal, antioxidant, anticholinesterase and antidiabetic activities of EOs [18-24].

Salvia microphylla is native species originated from Mexico [25], used in the treatment
gastrointestinal, central nervous system, gynecology, and obstetrics diseases [26]. In Ecuador, Fresh leaves, and
flowers of Salvia microphylla are used to treat inflammation of the arms, feet, and rheumatism [27]. Salvia
microphylla is quite easy to grow, it is found in Italy, Spain, Japan, and Turkey. EOs are also valorized for their
antimicrobial and antioxidant activities [28]. In addition, the literature has described the insecticidal activity of
the n-hexane extracts [29]. In Algeria, this species is used in traditional medicine for some stomach ailments.
The literature reports, the principal compounds isolated from Salvia microphylla are phenolic esters,
eudesmane-type sesquiterpenes, triterpenes [30], abietane-, clerodane-, neo-clerodane-, microphyllan-,
pimarane-type diterpenoids [31-34], B-sitosterol, ursolic [32] and oleanolic acid [29]. Several studies have been
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carried out on the composition of the essential oil of Salvia microphylla and the results have revealed that p-
caryophyllene and a-eudesmol are the major compounds [28,35,36]. The chemical composition of the flowers
Eos of Salvia microphylla collected in Italy have revealed to be completely different compared to the other
parts of the plant, the principal compounds identified are Davana ether, carvacrol and thymol [37]. The present
study aims to investigate the chemical composition of the essential oils obtained from aerial parts, leaves, and
stems of Salvia microphylla collected in Algeria and to explore the antioxidant and the antimicrobial activities.
Furthermore, we evaluate the anti-diabetic and anticholinesterase activities (anti-Alzheimer’s activities) of EOs.
To the best of our knowledge, no studies have been reported on Salvia microphylla stems and enzyme inhibitory
activities (anti-diabetic and anticholinesterase) of the species coming from Algeria.

Experimental

Materials and methods
Solvents and reagents (Chemicals)

All antioxidant, enzymatic and antibacterial activities measurements were carried out on a 96-well
microplate reader, PerkinElmer Multimode Plate Reader EnSpire at National Center of Biotechnology
Research.

As regards antiradical tests, the reagents: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),
butylatedhydroxyanisole (BHA), butylatedhydroxytoluene (BHT), a-tocopherol, ascorbic acid, Tannic acid,
2,2’-azinobis(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulphonic  acid) diammonium salt (ABTS™*) neocuproine,
trichloroacetic acid (TCA), potassium ferricyanide (KsFe(CN)s) and dimethylsulfoxide (DMSO) were
purchased from Sigma Chemical Co. (Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Germany). Sodium sulphate
(NazSOQa), iron(l11) chloride (FeCls), copper(ll) chloride(CuCl,) and ammonium acetate (AcNH4) were acquired
from Biochem Chemopharma, (France). Regarding enzymatic tests: Acetylthiocholine iodide, S-
Butyrylthiocholine iodide, 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB), Acetylcholinesterase from electric eel
(AChE, Type-VI-S, EC 3.1.1.7, 827,84 U/mg, Sigma), butyrylcholinesterase from horse serum (BChE, EC
3.1.1.8, 7,8 U/mg, Sigma), Galantamine, a-Glucosidase from Saccharomyces cerevisiae (Type I, > 10 units/mg
protein), 4-Nitrophenyla-D-glucopyranoside (> 99%), and Acarbose (> 95%) were obtained from Sigma
Chemical Co. (Sigma-Aldrich GmbH, Stern-Heim, Germany). All other chemicals and solvents were of
analytical grade.

Microorganism cultures

The antibacterial activity of Essential oils were tested against the following microorganisms:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25843, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella abony ATCC 14028,
Agrobacterium tumefaciens ATCC 23308, Enterobacter cloacae ATCC13047, Enterococcus faecalis ATCC
51299, Micrococcus luteus ATCC 14110, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Listeria monocytogenes ATCC
49594, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 14975, Candida albicans ATCC 1023 and
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763. The reference strains (ATCC, American type culture collection) were
obtained from the Pasteur Institute (Algiers), using conventional methods by The National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) [38] and the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [39].

Plant material

During the flowering stage of July (2018), the aerial parts of Salvia microphylla were collected from
Blida (Southwest of Algiers, Algeria, latitude: 36°28°12°N; longitude: 2°49°39”’E, altitude: 252 m; average
temperature: 17.9 °C; average rainfall: 791 mm).

Salvia microphylla was identified at the Hamma Botanical Garden, Algiers. A voucher specimen
(SmL5/16) was deposited at the herbarium of the Laboratory of Natural Products Chemistry and Biomolecules,
University Blida 1. The samples were air-dried in the shade at room temperature for 10 days until constant
weight, and subsequently, they are stored in the appropriate conditions until use.
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Essential oils extraction

A sample of each air-dried part (aerial parts, leaves, stems) of Salvia microphylla was submitted to
conventional hydrodistillation using a Clevenger-type apparatus, the plant material (100 g) was placed ina2 L
round bottom flask with 2/3 parts (1300 ml) of distilled water, and then extracted for 3h after boiling. The
different Salvia microphylla EOs obtained were separated from water and stored at 4-5 °C after removing traces
of water by using anhydrous sodium sulphate sulfate (Na;SOa4) until analysis.

Essential oils analysis

The EO was dissolved in hexane at a concentration of 2 mg/mL. The different EOs were analyzed by
gas chromatography coupled to a mass spectrometer (GC-MS) and gas chromatography coupled to a flame
ionization detector (GC-FID) in order to identify the chemical composition and to determine the mean
percentage of compounds, respectively.

Gas chromatography—flame ionization analysis (GC-FID)

The analysis was carried out by means of an Agilent technology HP GC 6890 system with a flame
ionization detector (FID), using a HP-5 capillary column coated with 5 % phenyl-methylsiloxane (30 m x 0.25
mm x 0.25 um film thickness Agilent Technologies, Hewlett-Packard, CA, USA). The temperature program
was as follows: 40 °C during for 1 min, then raised in a first ramp to 200 °C at 6 °C/min, followed by a second
ramp to 280 °C at 30 °C/min, and finally stayed at 280 °C for 2 minutes. The injection was realized in splitless
mode at 280 °C with a ratio of 1/90; the volume injected was 1uL. The detector temperature was fixed at 300 °C,
the carrier gas was helium at 1 mL/min.

Gas chromatography-mass spectrometry analysis (GC-MS)

The analysis was performed using an Agilent 5973 GC-MS coupled to an Agilent 6890 gas
chromatograph fitted with a split-splitless injector at 250 °C. An HP-5MS Agilent capillary column (30 m x
0.25 mm, df = 0.25 um) was used. The analytical conditions were as follows: temperature program: from 40 —
250 °C at 6 °C/min. The carrier gas was helium at 1 mL/min. The mass spectra have been recorded in EI mode
at 70 eV, the mass range of m/z: 35 to 500 amu. The source and quadrupole temperatures were fixed at 230 °C
and 150 °C, respectively. The identification of the components was performed on the basis of chromatographic
linear retention indices (LRI) and by comparison of the recorded spectra with a computed data library (Wiley
275.L). For sesquiterpene hydrocarbons, further confirmations were obtained by comparing the mass spectra
with data from the literature [40,41]. The linear retention indices (LRI) calculations were performed according
to Van den Dool and Kratzequation [42], a homologous series of n-alkanes (C7-Cso) was injected, under the
same chromatographic conditions used for the analysis of the essential oils and used for determining the
retention indices of all detected volatile compounds. The Main components have been confirmed by comparison
of their retention data with co-injected pure (commercially available) references.

Antioxidant activity

The antioxidant activity was determined using four comparative methods which are DPPH free radical
scavenging assay, ABTS* radical scavenging assay, Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC) assay
and Reducing power assay.

DPPH free radical scavenging assay

The DPPH radical scavenging was discovered by Goldsmithand Renn in 1922 [43], it was become the
most commonly use antioxidant method reported to evaluate the antioxidant capacity of chemical compounds
as well as natural products [44,45]. The DPPH radical, which absorb at 517 nm, is reduced to 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazine (DPPH-H) by means of connecting a hydrogen atom or an electron to the radical center due to
the reaction with antioxidant. The method could be used according to literature [46,47]. with some
modifications. Thus, 160 ul of the methanolic solution of DPPH (0.1 mM) was added to 40 pl of the sample
solution, dissolved in methanol at various concentrations (EOs and standards). A negative control (Blank
solution) was prepared using the methanol in addition to the DPPH reagent. The reaction mixture was incubated
at 37°C in darkness for 30 min, absorbance was measured using a 96-well microplate reader at 517 nm. The
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decrease in the absorbance indicates the augmentation of free radical scavenging activity. The a-tocopherol,
Butyl hydroxyl toluene (BHT) and Butyl hydroxyanisole (BHA) were used as antioxidant standards for
comparison. The free radical scavenging activity of each solution was calculated as percent inhibition according
to the following equation. The results were given as 1Csp value (ug/mL) corresponding to the concentration of
50 % inhibition:

Acontrol — Asample

DPPH scavenging ef fect (%) = Acontrol x 100

where, Acontrol IS the absorbance of the negative control; Asampie iS the absorbance of thereaction mixture, obtained
from the microplate reader.

ABTS" radical scavenging assay

The ABTS'™ scavenging activity was carried out using the method described by Re [48], with slight
modifications. The ABTS* was produced by the reaction between 7 mM ABTS in H,O and 2.45 mM potassium
persulfate, stored in the dark at room temperature for 12h to 16h. The radical cation was stable in this form for
more than 2 days when stored in the dark at room temperature. First, the ABTS* solution obtained was diluted
in methanol or distilled water to obtain the absorbance of 0.700 + 0.020 at 734 nm. Then, 160 pl of ABTS™
solution was added to 40 ul of the sample solution, dissolved in methanol at various concentrations (EOs and
standards). After 10 min at room temperature, the absorbance was measured using a 96-well microplate reader
at 734 nm. The BHT and BHA were used as antioxidant standards for comparison. The percentage inhibitions
were calculated for each concentration relative to a blank absorbance. The scavenging capability of ABTS:+
was calculated using the following equation. The results were given as I1Cs value (ug/mL).

) Acontrol — Asample
ABTS scavenging ef fect (%) = Acontrol x 100

where, Acontrol 1S the initial concentration of the ABTS™ and Asample iS the absorbance of the remaining
concentration of ABTS* in the presence of the sample.

Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC) assay

The cupric reducing antioxidant capacity was performed according to literature [49] with minor
changes, using a 96-well microplate. A volume of 50 pl of Cu (I1) solution (10mM) was placed in each well,
mixed with 50 pl of neocuproine solution (7.5 mM), 60 ul of AcNH, buffer (1 M, pH 7.0) and 40 ul of (EOs
and standard) at different concentrations levels, as to make the final volume 200 pL. The resulting mixture was
incubated for 1 h in darkness at room temperature. Then, the absorbance of the solution was measured at 450
nm against a reagent blank and a-tocopherol, BHT and BHA as standards. The results were given as Aos (ng/ml)
corresponding to the concentration indicating 0.50 absorbances.

Reducing power assay

The antioxidant was determined as described previously [50] with some modifications. Thus, 10 ul of
the sample solution at various concentrations, 40 ul of phosphate buffer (pH 6.6) and 50 ul of potassium
ferricyanide (KsFe(CN)g ) (1 %) were mixed and then, incubated at 50 °C for 20 min. After cooling, the solution
was mixed with 50 ul of trichloroacetic acid solution (TCA) (10 %), 40 ul of distilled water and 10 pl of ferric
chloride solution (0.1 %). The absorbance was measured at 700 nm using a 96-well microplate reader. Tannic
acid, ascorbic acid and a-tocopherol were used as standards. The results were given as Ags (ng/ml). Reducing
power activity was calculated as follows:

) o Asample
Reducing power activity (%) = [(W) — 1] x 100
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where, A sample and Acontror are the absorbance of sample and blank solutions, respectively.

Anticholinesterase activity

The Acetylcholinesterase (AChE) and Butyrylcholinesterase (BChE) inhibitory activity of essential
oils was evaluated by slightly modifying the method described by Ellman et al [51], which is based on the
reaction of released thiocholine to give a colored product with a chromogenic reagent. Electrophorus electricus
AChE and equine serum BChE were used, while acetylthiocholine iodide and butyrylthiocholine chloride,
respectively, were used as substrates of the reaction. 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and
galantamine, respectively, were employed for measurement of the cholinesterase activity and as a positive
control (standards). Concisely, 10 ul of sample solution (EOs and galantamine) dissolved in methanol at
different concentrations was mixed with 150 pl of sodium phosphate buffer (100 mM, pH 8.0), 20 pl AChE
(5.32 x 10 U) or BChE (6.85 x 107 U) solution and incubated at 25 °C for 15 min, afterward, 10 pl of DTNB
(0.5 mM) was added with 10 pl of acetylthiocholine iodide (0.71 mM) or butyrylthiocholine chloride (0.2 mM).
A 96-well microplate reader was used as spectrophotometric monitoring of the hydrolysis of these substrates
by the formation of yellow 5-thio-2- nitrobenzoate anion as the result of the reaction of DTNB with thiocholine,
released by the enzymatic hydrolysis of acetylthiocholine iodide or butyrylthiocholine chloride, at a wavelength
of 412 nm. The results were given as ICsq value (ug/mL) corresponding to the concentration of 50 % inhibition.
The percentage of inhibition of AChE or BChE was determined by comparing the reaction rates of the samples
relative to a blank sample (ethanol in phosphate buffer pH 8) using the formula:

Inhibition (%) = ( ) % 100

where, E is the activity of the enzyme without the test sample and S is the activity of the enzyme with the test
sample.

In-vitro Yeast a-Glucosidase Inhibition Assay

The enzymatic assay for a-glucosidase was carried out on 96-well microplates according to the method
described by Lordan and Amrani [52,53], using p-Nitrophenyl-a-d-glucopyranoside (p-NPG) as a substrate. A
volume of 50 ul of EO solution at different concentrations (1000 pg/ml —15,625 pg/ml) in 100 mM sodium
phosphate buffer (pH 6.9) was mixed with 50 ul of 5 mM p-NPG solutions (in phosphate buffer) in a 96-well
plate. After incubation at 37 °C for 5 min, 100 ul of 0.1 U/ml a-glucosidase from Baker's yeast (in phosphate
buffer) was then added to each well. The negative control was prepared without EO and Acarbose was used as
positive control (standard). Glucosidase activity was given by measuring the release of p-nitrophenol from p-
NPG at 405 nm for 30 min using a microplate reader set to 37 °C. The results were expressed as the EO
concentration that would exhibit a 50 % inhibition of enzyme activity (ICso). The inhibition percentage was
calculated as follows:

Absorbance of sample

% a — Glucosidase inhibition activity = ( ) %X 100

Absorbance of control

Antimicrobial activity assay

Antimicrobial activity of Salvia microphylla essential oils was tested against five Gram-negative, six
Gram-positive bacteria and two yeast. The broth microdilution method was used for the determination of
minimum inhibitory concentrations (MIC) in 96-well microplates [54-56]. The tests were performed in Muller
Hinton Broth (MHB) for bacteria and Sabouraud Dextrose Broth (SDB) for yeast. The bacterial strains were
cultured overnight at 37 °C in Mueller Hinton Broth (MHB), and the yeasts were cultured overnight at 30 °C
in Sabouraud dextrose broth (SDB).

Serial of double-fold dilutions of EOs in broth medium was prepared aseptically, in a microtiter plate
(96 wells). Shortly, 50 uL of MHB for bacteria and SDB for yeast were put in each well, successive dilutions
were carried out in order to obtain, from the first to the 9™ well, a finals concentrations ranging between 0.10-
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26.66 puL/mL. Then, each well is inoculated with 50 pL of a microbial suspension adjusted to a final optical
density (OD) of 0.5 McFarland units (OD at 600 nm between 0.08 to 0.12), corresponding to 1-5 x 10° cells/mL
for yeast strains and approximately at 1-2 x108 UFC/mL for bacteria. Negative controls were prepared with the
culture medium and microorganisms. It must be noticed that the 11™ and the 12 wells were reserved for testing
that culture medium was sterile and that DMSO, used for emulsifying the EO, did not show any antimicrobial
activity, respectively. The microplate was incubated at 37 °C for 24 hours for bacteria and 26 °C for 48 hours
for yeast. The Growth of the organism in microdilution wells was detected by the unaided eye and by measuring
optical density at 600 nm using a 96-well microplate reader. The well containing the lowest concentration of
essential oil in which the microorganism did not show visible growth was classified as the MIC. Amoxicillin
and ketoconazole were used as the antibacterial and antifungal positive control.

The minimum bactericidal concentration (MBC) and minimum fungicidal concentration (MFC) of
Salvia microphylla essential oils were determined after broth microdilution by sub-culturing of 100 pL from
wells, yielding a negative microbial growth after incubation on solid medium in Petri dishes with Muller Hinton
Agar (MHA) for bacteria and Sabouraud Dextrose Agar (SDA) for yeasts and incubated at 37 °C for 24 h. The
lowest concentration of EO needed to kill 99.9 % of the final inoculum was defined as minimum bactericidal
concentration (MBC) or minimum fungicidal concentration (MFC), respectively [57].

Results and discussion

Extraction yield

The yields of essential oils of aerial parts, leaves and stems were 0.63 % (w/w), 0.75 % (w/w) and
0.23 % (w/w) of dry weight, respectively. The oils obtained were yellow liquids characterized by a strong odor.
In comparison to other studies, the aerial parts essential oil yield obtained in the present study was lower than
those previously reported for the same species from Italy (3.9 %) [35] and Spain (0.8 %) [58].

The yield variation is due to environmental conditions and geographical origin of the species as well
as the hydrodistillation, the plant treatment after harvesting and storage conditions.

Chemical composition of the essential oils

The chemical analysis of the three essential oils by GC and GC-MS conduct to the identification of 36,
32, and 47 compounds representing 98.40 %, 98.55 % and 91.38 % of the total composition from the aerial
parts, leaves and stems of Salvia microphylla, respectively.

The chemical composition of the EOs as well as the calculated linear retention index and the ones
reported in literature and percentage content are listed in table 1. The latter reveals that, first, the chemical
composition is composed of monoterpenes with about 12-32 % and sesquiterpenes with about 66-78 %, second,
the same major compounds are, globally, present in the essential oils of the three parts of Salvia microphylla.
Thus, as mentioned in table 1, the content of the main compounds presents in EOs of Aerial parts (Fig.1 (A)),
Leaves (Fig.1 (B)) and Stems (Fig.1 (C)) are, respectively, the monoterpenes 1,8-cinéole (5.87 %, 7.50 %,
1.98 %), Bornyl acetate (8.14 %, 8.35 %, 5.18 %) and the sesquiterpenes B-Caryophyllene (16.75 %, 17.86 %,
15.65 %), Aromadendrene (5.39%, 5.30 %, 4.90 %), Spathulenol (5.04 %, 4.30 %, 5.12 %), y-Eudesmol
(6.27 %, 5.93 %, 7.43 %), B-Eudesmol (6.04 %, 6.05 %, 0 %), a-Eudesmol (11.41 %, 9.86 %, 21.47 %).

it must be highlighted that Diterpenes (Abietatriene, Ferruginol) was detected only in Stems essential
oil with a lower percentage (0.44 %). Whereas sesquiterpenes have the same content in aerial part and leaves
EOs with about 65 %, however, their content is around 80 % in the stems. It seems that the stems privileged the
biosynthesis of sesquiterpenes probably for their great exposure to the sun.

The main compounds are almost present in all three parts of the plant. Except for f-Eudesmol which
is in high proportion in the aerial parts and the leaves while it is completely absent in the stems. B-Caryophyllene
and a-Eudesmol are the major sesquiterpenes in the three EOs. However, the content of B-Caryophyllene is
high in the three parts of the plant while a-Eudesmol is present in the stems with a content of 21.4 % and
relatively low in the aerial parts and leaves. This predominance of 'a-Eudesmol in the stems EO was
qualitatively similar to already published data [36] for the aerial parts of Salvia microphylla from Greece with,
a high content of a-eudesmol (20.5 %), B-caryophyllene (13.7 %), y-Eudesmol (8.2 %), Spathulenol (7.0 %).
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These differences reported in essential oil compaositions are probably due to several parameters such as the
origin of the material, the period of harvest, the part of the plant and the isolation method of the essential oil.

Some studies reported in the literature has shown that p-Caryophyllene (10.80 %), bornyl acetate
(9.13 %), 1,8-cinéole (8.43 %), a-eudesmol (6.41 %), o-pinene (5.89 %), camphene (5.31 %) and B-eudesmol
(5.27 %) were the main components in essential oils isolated from aerial parts of Salvia microphylla from Italy
[35]. In another study, Salvia microphylla grown in Brazil was characterized by the presence of -caryophyllene
(15.35 %), a-eudesmol (14.06 %), p-eudesmol (8.74 %), y-eudesmol (7.64 %) and Bicyclogermacrene (6.17 %)
as the major compounds isolated from leaves [28].

Comparison between the composition of Salvia microphylla essential oil, not previously reported from
Algeria and the literature data show that the predominance of p-caryophyllene, in our sample was similar to
those reported in the literature [28,35]. It therefore seems that biosynthesis within the species promotes the
formation of B-Caryophyllene which could be used as a biomarker in chemotaxonomy or to identify the species'
chemotype.

Table 1. Chemical composition of the essential oils isolated from aerial parts leaves and stems of Salvia
microphylla

Percent content (%) ¢
No. compounds 2 Class | LRIlea® | LRIt -
Aerial parts Leaves Stems
1 a-Thujene mh 927 925 Tr Tr -
2 a-Pinene mh 933 939 4.09 +0.01 4.63+0.02 0.91+0.04
3 Camphene mh 947 951 4.04 £0.02 4.48+0.03 0.94+0.14
4 B-Pinene mh 976 978 2.29 +0.01 2.63+0.03 0.76+0.04
5 a-Terpinene mh 1017 1017 - - Tr
6 p-Cymene mh 1026 1026 Tr Tr Tr
7 B-Phellandrene mh 1028 1045 1.65+0.01 1.99+0.09 0.92+0.07
8 1,8-cinéole om 1030 1046 5.87+0.02 7.50+0.01 1.98+0.10
9 y-Terpinene mh 1058 1060 Tr Tr 0.39£0.09
10 a-Thujone om 1105 1105 - - Tr
11 Camphor om 1144 1145 2.61+0.01 2.58+0.18 1.10+0.05
12 Borneol om 1166 1166 Tr Tr 0.37+0.02
13 Terpinen-4-ol om 1178 1177 Tr - Tr
14 Pregeijerene B om 1275 1276 - - Tr
15 Bornyl acetate om 1288 1287 8.14+0.02 8.35+0.05 5.18+0.12
16 a-Cubebene sh 1351 1351 - - Tr
17 Isoledene sh 1374 1374 - - Tr
18 a-Copaene sh 1378 1376 Tr Tr 0.37+0.03
19 B-Bourbonene sh 1387 1384 - - Tr
20 B-Cubebene sh 1392 1388 - - Tr
21 a-Gurjunene sh 1412 1408 1.01+0.01 1.19+0.03 1.08+0.08
22 B-Caryophyllene sh 1426 1417 16.75+0.02 17.86+0.07 15.65+0.16
23 y-Maaliene sh 1432 1430 0.67+0.01 Tr 0.65+0.05
24 Calarene sh 1436 1433 Tr Tr 0.41+0.07
25 a -Maaliene sh 1438 1438 0.69+0.01 Tr 0.65+0.10
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26 Aromadendrene sh 1444 1441 5.39+0.01 5.30+0.05 4.90+0.08
27 Selina-5.11-diene sh 1447 1445 Tr - 0.54+0.10
28 a-Humulene sh 1457 1452 0.92+0.01 0.95+0.05 0.94+0.07
29 9-epi-(E)-Caryophyllene sh 1462 1464 - - 0.35+0.04
30 allo-Aromadendrene sh 1465 1467 2.02+0.01 1.98+0.18 1.63+0.02
31 v -Muurolene sh 1479 1474 Tr Tr 0.63+0.03
32 B -Selinene sh 1490 1489 Tr - 0.33+0.05
33 Bicyclogermacrene sh 1502 1499 3.65+0.01 4.15+0.08 5.02+0.12
34 y-Cadinene sh 1518 1511 1.28+0.01 1.22+0.04 1.45+0.04
35 8- Cadinene sh 1527 1519 1.98+0.01 2.11+0.02 1.84+0.14
36 Trans Cadi-1.4-diene sh 1536 1527 - - Tr
37 a-Cadinene sh 1541 1538 - - Tr
38 a-Calacorene sh 1547 1542 - - Tr
39 Epiglobulol 0s 1565 1554 Tr - 0.36+0.05
40 Spathulenol 0s 1586 1571 5.04+0.02 4.30+0.23 5.12+0.13
41 Caryophyllene oxide 0s 1591 1582 3.26+0.01 3.02+0.02 2.94+0.09
42 Viridiflorol 0s 1598 1592 Tr Tr 0.57+0.04
43 Rosifoliol 0s 1609 1603 0.65+0.01 Tr 0.82+0.05
44 y-Eudesmol 0s 1640 1630 6.27+0.02 5.93+0.15 7.4310.04
45 T-Cadinol 0s 1647 1645 2.68+0.02 2.47+0.18 3.23+0.15
46 p-Eudesmol 0s 1663 1650 6.04+0.24 6.05+0.05 -
47 a-Eudesmol 0s 1667 1652 11.41+0.27 9.86+0.24 21.47+0.20
48 Abietatriene dh 2064 2054 - - 0.25+0.02
49 Ferruginol od 2338 2332 - - 0.19+0.03
Class of compounds Aerial parts Leaves Stems
Monoterpene hydrocarbons (mh) 12.08 13.73 3.93
Oxygenated monoterpenes (om) 16.63 18.43 8.63
Sesquiterpene hydrocarbons (sh) 34.34 34.76 36.44
Oxygenated sesquiterpenes (0s) 35.36 31.63 41.94
diterpenes hydrocarbons (dh) - - 0.25
Oxygenated diterpenes (od) - - 0.19
Total Identified (%) 98.40 98.55 91.38

Tr: traces (< 0.1%).

aCompounds listed in order of elution from HP-5MS capillary column.

bRelative retention indices to Cs-Cas n-alkanes on HP-5MS capillary column.
¢ Literature retention indices.
d Values are mean * SD of three injections.
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Fig. 1. GC chromatogram of Salvia microphylla; Aerial parts essential oil (A), Leaves essential oil (B), Stems
essential oil (C).
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Antioxidant activity

Antioxidant activity of essential oils extracted by hydrodistillation from aerial parts, leaves and stems
of Salvia microphylla has been determined by four different test systems, namely, the DPPH scavenging, ABTS
cation radical, cupric reducing antioxidant capacity and Reducing power. The results of antioxidant activity are
expressed as terms of 1Cso (ug/mL), Aos (Lg/mL) and are given in table 2. For the CUPRAC assay, the best
ICso was found for the stems essential oil (ICso: 7.72 £ 0.43ug/mL), the recorded activity was very closer to
BHA (ICso: 5.35 + 0.71 pg/mL) and better than the one of a-tocopherol and BHT (ICso: 19.92 + 1.46 pg/mL
and 8.97 + 3.94 ug/mL, respectively), it was followed by the aerial parts (1Cso: 472.02 £ 5.18 pg/mL) and leaves
EOs (ICso: 504.80 + 6.06 pug/mL). The activities values obtained was different compared with the one of DPPH
assay, ABTS assay and reducing power. According to the results acquired using the DPPH assay, ABTS assay,
and reducing power methods, the essential oils of the three parts of Salvia microphylla did not exhibit any
activity. Our results are in agreement with those of previous works, who reported that the leaves essential oil
did not give any activity by DPPH assay [28]. The DPPH scavenging assay is not applicable for the evaluation
of the antioxidant activities of essential oils, due to the low solubility of these oils in the DPPH medium [28,59].
The antioxidant activity of aerial parts and stems essential oils of Salvia microphylla has not been reported in
the literature. The antioxidant activities of sesquiterpenes (major compounds in Salvia microphylla), such as
Sesquiterpene hydrocarbons B-caryophyllene, aromadendrene, and a-Humulene, as well as the Oxygenated
sesquiterpenes a-eudesmol, y-eudesmol and Caryophyllene oxide were significantly lower than the one of some
monocyclic monoterpenes (a minor compound in Salvia microphylla). Globally, the cyclic alcohols, including
globulol, a-terpineol and terpin-4-ol have lower antioxidant activity than that of acyclic alcohols, such as a-
bisabolol, nerol and geraniol [60]. Therefore, this important activity of Stems sample by CUPRAC assay
compared to other samples was probably due to the specificity of cupric ion reducing and the positive
interactions between both major and minor constituents [13].

Anticholinesterase activity

Previous studies on Salvia species showed that essentials oils are used traditionally for various nervous
system disorders and have potential therapeutic effects on mood and cognitive functions through cholinesterase
inhibition which could be attributed to terpenes [61-63]. The anticholinesterase activity of essential oils from
different parts (aerial parts, leaves and stems) of Salvia microphylla was tested using a combination of two
complementary methods systems acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE). The results
for AChE and BChE inhibition expressed in terms of percentage of inhibition and ICsg are shown in table 3 and
4, respectively.

In the AChE inhibition assay, the essential oil of aerial parts of Salvia microphylla exhibited the highest
inhibitory activity (ICso: 23.65 + 0.73 pg/mL), closer activity to that of standard galantamine (ICso: 6.27 £ 1.15
pg/mL), followed by leaves essential oil (ICsp: 125.56 + 0.32 pg/mL) and stems essential oil (ICsp: 159.28 +
2.13pg/mL). These results are in good agreement with the results obtained from the essential oil of Salvia
pseudeuphratica, with (ICsp: 26.00 + 2.00 pg/mL) in AChE [15]. Although, this is the first report on the
anticholinesterase activity of Salvia microphylla. From literature reports, essential oils of other species from
the genus Salvia also exhibited a notable inhibition of AChE [5,16,17,64-67]. Some studies have demonstrated
that AChE enzyme inhibitory effect of essential oil derived from poor camphor containing Salvia officinalis
was lower than essential oils rich in camphor content [15,65]. Consequently, aerial parts essential oil of Salvia
microphylla could be ideal for AChE inhibition with a high level of camphor (2.61 + 0.01 %) compared to
essential oil extracted from stems (1.10 £ 0.05 %). These findings show that camphor may be responsible for
inhibitory effect on the AChE enzyme.

A combination of camphor and 1,8-cineole may result with either synergy or antagonism [15,68]. Our
study for leaves essential oil has shown that AChE inhibition is low compared to aerial parts essential oil.
Although the essential oils of the aerial parts and leaves have almost the same amount of camphor (2.61 +
0.01 % and 2.58 + 0.18 %, respectively). The low level of AChE inhibition of leaves essential oil is probably
due to antagonistic interactions of these essential oil components.
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Table 2. Antioxidant activities of essential oils of Salvia microphylla aerial parts, leaves and stems by DPPH* ABTS"" CUPRAC and reducing power.

Samples DPPH?- assay ABTS' assay CUPRAC assay Reducing power assay
IP (%) 1Cso pg/mL IP (%) 1Cs0 pg/mL IP (%) Aoso pg/mL IP (%) Ao.so pg/mL
Aerial parts 16.11+5.34 >800 12.83+£1.32 >800 0.72+0.07 472.02+5.18 0.14+0.03 >200
Leaves 16.51+0.26 >800 10.01+0.11 >800 0.69+0.03 504.80+6.06 NA >200
Stems 26.82+1.15 >800 21.21+1.31 >800 3.25+0.07 7.72 £0.43 NA >200
BHA 90.14+0.00 6.14+0.41 95.86+0.10 1.81+0.10 3.92+0.13 5.35+0.71 - -
BHT 95.02+0.23 12.99+0.41 96.68+0.39 1.29+0.30 3.38+0.13 8.97+3.94 - -
a-Tocopherol 89.52+0.33 13.0245.17 - - 1.85+0.19 19.92+1.46 1.81+0.09 34.93+2.38
Ascrobic acid - - - - - - 1.44+0.21 6.77+£1.15
Tannic acid - - - - - - 1.02+0.13 5.39+0.91

IP: Inhibition percentage at a final concentration of 800 pg/mL for DPPH*, ABTS"*, CUPRAC and 200 pg/mL for Reducing power in the well.
ICs0 and Ao.so values are defined as the concentration of 50 % inhibition percentages and the concentration at 0.50 absorbance, respectively. 1Cso and Ao.so were calculated by linear
regression analysis and expressed as Mean + S.D of three parallel measurements.
BHA: butylatedhydroxyanisole.
BHT: butylatedhydroxytoluene.

NA: not absorbance.

Table 3. Acetylcholinesterase inhibitory activity of essential oils of Salvia microphylla aerial parts, leaves and stems.

Samples Acetylcholinesterase inhibitory activity
3.125 pg/ml 6.25 pg/ml 12.5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/mi 200 pg/ml 1Cs0 pg/mL
Aerial parts 15.41+2.59 25.78+1.86 37.70+1.29 54.77+2.34 80.38+3.15 NT NT 23.65+0.73
Leaves NA NA NA NA 20.93+2.53 36.51+2.10 72.72+2.24 125.56+0.32
Stems NA NA NA NA 26.77+3.98 47.25+3.29 56.81+1.02 159.28+2.13
Galantamine® 35.93+2.28 43.77+0.00 68.50+0.31 80.69+0.41 | 85.78+1.63 0 91.80+0.2 94.77+0.34 6.27+1.15

ICso values are defined as the concentration of 50% inhibition percentages and calculated by linear regression analysis and expressed as Mean + S.D of three parallel measurements.

R: reference compounds. NT: not tested. NA: not absorbance.
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Butyrylcholinesterase inhibitory activity
Samples ﬁgl/ﬁ?l 6.25 ug/ml | 125ug/ml | 25pug/ml | 50ug/ml | 100 pg/ml | 200 ug/ml | I1Cso pg/mL
Aerial parts 9.50+2.88 | 12.21+2.19 | 20.40+0.35 | 27.81+0.81 | 42.21+1.38 | 59.41+0.23 | 65.82+1.50 69.65+0.87
Leaves 8.37£3.95 | 13.04+3.92 | 27.93+8.31 | 35.59+0.25 | 50.57+0.63 | 58.85+1.19 | 66.87+3.61 48.54+0.67
Stems 11.99+5.96 | 16.81+3.06 | 23.50+2.31 | 41.45+1.49 | 60.23+1.63 | 70.87+0.75 | 78.41+0.68 37.07+£1.44
Galantamine® 3.26£0.62 | 6.93+0.62 | 24.03+2.94 | 45.13+£2.60 | 63.87£2.85 | 73.57+0.77 | 78.95+0.58 34.75+1.99
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The essential oils from stems (ICso: 37.07 + 1.44 ug/mL) showed the highest inhibitory activity against
BChE, even similar to galantamine (ICso: 34.75 £ 1.99 pg/mL) and followed by essential oils from leaves and
aerial parts (ICso: 48.54 £ 0.67 ug/mL and 69.65 + 0.87 ug/mL, respectively). In comparison to previous studies,
the BChE inhibition activity of Salvia microphylla was similar to/or higher than other Salvia species reported
in the literature [5,10,15,66,67]. Some studies reported that 1,8-cineole has an inhibitory on BChE activity (ICso:
0.93 mM). However, camphor did not show an inhibitory effect even at the highest tested concentration (10
mM) [15, 69]. According to literature review and the present result, it appears that 1,8-cineole could have a role
in the inhibitory effect of aerial parts (5.87 + 0.02 %) and leaves (7.50 + 0.01 %) Eos of Salvia microphylla.
While the 1,8-cineole content in the stems essential oil (1.98 + 0.10 %) is lower compared to the other parts.
The high level of BChE inhibition of stems essential oil is probably due to synergistic chemical interactions of
these essential oil components [15,68]. These results may justify the traditional use of Salvia essential oils for
failing memory.

a-Glucosidase inhibitory activity

Diabetes, one of the most common diseases in the world. a-glucosidase is a key enzyme responsible
for the catabolism of carbohydrates, the inhibition of their activity has a vital role in decreasing the blood
glucose level and represents one of the therapeutic approaches to fighting type 2 diabetes. In this work, we
investigated the inhibitory effect of Salvia microphylla essential oils on a- glucosidase. The a-glucosidase
inhibitor effects of essential oils from different parts of Salvia microphylla are presented in table 5. All essential
oils (aerial parts, leaves and stems) exhibited a higher inhibitory activity on a-Glucosidase, the most active
being the stems essential oil (1Cso: 19.36 £ 2.35 ug/mL), followed by aerial parts essential oil (ICsq: 41.34
1.79 ng/mL) and leaves essential oil (ICso: 50.25 + 1.75 pg/mL). This biological activity was better than the
one of acarbose (ICso: 275.43 + 1.59 ug/mL). This is the first report on the antidiabetic effect of Salvia
microphylla, but the results obtained for the evaluation of this activity for other species of the genus Salvia,
showed similar or lower effects to ours [23,24,70].

Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
(MBC) or Fungicidal (MFC) Concentrations

A broth microdilution method in 96-well microplates was used to evaluate the antimicrobial activity
of Salvia microphylla essential oils, against five Gram-negative, six Gram-positive bacteria and two yeast. The
essential oils of different parts (aerial parts, leaves and stems) were investigated in concentrations between 0.10
ML/mL and 26.66 pL/mL and the minimum bactericidal concentrations (MBC) and minimum fungicidal
concentrations (MFC) were determined for susceptible strains. The MIC, MCB and MCF values of essential
oils and standards (positive control) are shown in table 6.

According to the results obtained, all essential oils from different parts (aerial parts, leaves and stems)
of Salvia microphylla exhibited antibacterial activity against all microorganisms except for Pseudomonas
aeruginosa who presented total resistance.

This resistance is due to the presence of a very restrictive outer membrane barrier surrounding the
Gram-negative bacteria cells [71].

Listeria monocytogeneswas sensitive to the essential oils of the aerial parts and leaves, providing a
MIC value of 3.33 pL/ml, but it was resistant to the essential oil of the stems. These results are consistent with
research showing that EOs rich in 1,8-cineole demonstrated activity against Listeria monocytogenes [72]. This
compound was found in aerial parts and leaves of Salvia microphylla with high concentrations (4.49 and 7.50 %,
respectively), compared with stems essential oil (1.98 % and MIC value of 26.66 puL/ml). The essential oil
isolated from stems showed strong antibacterial activity against all other bacteria with MIC values between
0.20-3.33 uL/mL. Particularly, Enterobacter cloacae was the most sensitive to the stem essential oils with MIC
of 0.20 pL/ml, followed by Bacillus cereus, Salmonella abony with MIC of 0.83 pL/ml and Agrobacterium
tumefaciens, Enterococcus faecalis and Staphylococcus aureus with MIC of 1.66 uL/ml. As well as, the lowest
activity was recorded for Escherichia coli, Micrococcus luteus and Bacillus subtilis with MIC of 3.33 pL/ml.

However, the essential oils isolated from aerial parts and leaves showed high antibacterial activity
against Bacillus subtilis with MIC of 0.41 pL/ml and 0.83 pL/ml, respectively. while the lowest MIC value was
13.33 pL/ml for Salmonella abony, Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus and Bacillus cereus.
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Table 5. a-glucosidase inhibitory assay of essential oils of Salvia microphylla aerial parts, leaves and stems.
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Samples a-glucosidase inhibitory assay
1.953ug/ml 3.906pg/ml | 7.812ug/ml | 15.625pg/ml | 31.25pg/ml | 62.5pg/ml 125pg/ml 1Cs0 pg/mL
Aerial parts NA NA NA 16.63+3.83 | 28.21+3.07 | 83.49+2.24 97.54+1.01 41.34+1.79
Leaves NA NA NA 4.10+1.22 28.18+3.10 | 64.88+2.08 87.85+0.35 50.25+1.75
Stems NA 23.48+2.36 | 29.28+2.52 | 47.29+4.26 | 68.29+1.65 | 87.58+0.06 97.86+1.76 19.36+2.35
Acarbose R 78.125 pg/ml 156.25pug/ml | 312.5ug/ml 625 pg/ml 1250 pg/ml | 2500 pg/ml 5000ug/ml
27.43+2.18 38.91+3.20 | 54.86+1.79 | 67.29+2.63 | 80.19+1.66 | 85.54+0.45 91.05+0.72 275.43+1.59

ICso values are defined as the concentration of 50% inhibition percentages and calculated by linear regression analysis and expressed as Mean + S.D of three parallel measurements.

R: reference compounds.

NT: not tested.
NA: not absorbance.
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In this study, the antibacterial activity of the essential oil isolated from stems against all tested
microorganisms was greater than that of the other parts (aerial parts and leaves). It should be noted that some
previous reports have described that the high activity might be attributed to the presence of a-Eudesmol, B-
Caryophyllene, y-Eudesmol, Bicyclogermacrene, and the diterpenes (Abietatriene, Ferruginol) which are
present in small amounts only in the stems essential oil [73]. The aerial parts essential oil showed bactericidal
effects (MBC/MIC<4), for Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
and Escherichia coli. Besides, the leaves essential oil bactericidal effects were marked to all Gram-positive
bacteria except for Listeria monocytogenes and Micrococcus luteus. However, the stems essential oil showed
bacteriostatic effects for Bacillus subtilis and Salmonella abony because the MBC/MIC was higher than 4 [22,
74]. The strongest antifungal activity was observed against Candida albicans using the essential oil from Salvia
microphylla aerial parts and leaves, with MIC values of 3.33 pL/ml. Subsequent studies have confirmed that
bicyclic monoterpenes a-pinene and B-pinene showed considerable antifungal activity. These compounds were
found in Salvia microphylla aerial parts and leaves at concentrations of 4.07-4.63 % and 2.29-2.63 %,
respectively [73].

In general, the majority of compounds are often responsible for antibacterial activity. However, there
are some studies where the whole combination of the major isolated components has a lower antibacterial
activity than the essential oils. This can be explained by the presence of the synergistic effect between the
various minority compounds of essential oils [71,75].

In comparison with a study carried out on the leaves essential oil of Salvia microphylla growing in
Brazil, and collected in February 2007 [28], we observed that this essential oil exhibited an interesting
antibacterial activity against Listeria, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
Salmonella choleraesui, except for Escherichia coli which was resistant. This significant difference is probably
due to the time of harvest, the collection region and the environmental factors. The antimicrobial activity of
aerial parts and stems essential oils from Salvia microphylla has not been reported elsewhere. According to our
results, Salvia microphylla essential oilscan be suggested in the treatment of human diseases and may be an
interesting alternative to synthetic drugs.

Table 6. Antimicrobial activity of Salvia microphylla essential oils assayed using the broth microdilution
method All tests were performed in duplicate and repeated twice.

Aerial parts Leaves Stems Standard
Microorganisms MCB/ MCB/ MCB/ « ox
MIC MEC MIC MEC MIC MEC MIC MiIC

Gam-positive bacteria

Bacillus subtilis ATCC | )1 | 083 | 083 | 166 | 333 | 26.66 | 1125 | NT

6633

Bac'"usl‘fg;’gs ATCC | 1333 | >26.66 | 1333 | 1333 | 083 |>26.66 | 2250 | NT
M'Crococcl“jl'féeus ATCC | 1333 | 2666 | 6.66 | >26.66 | 333 | 1333 | 1125 | NT

Staphylococcus aureus
ATCC 6538 13.33 | 13.33 | 13.33 | 13.33 1.66 >26 .66 | 22.50 NT

Listeria monocytogenes
ATCC 49594 333 | >26.66 | 3.33 | >26 .66 | >26 .66 | >26 .66 22.50 NT

Enterococcus faecalis
ATCC 51299 6.66 13.33 6.66 13.33 1.66 >26 .66 11.25 NT

Gam-negativebacteria

Escherichia Coli ATCC | 545 | 665 | 333 | >26.66 | 333 | >26.66 | 22.50 NT

25922
Agrobacterium
tumefaciens ATCC 23308 333 | >26.66 | 1.66 | >26.66 | 166 | >26.66 | 11.25 NT
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25843 NI NI NI NI NI NI 45.00 NT

597




Article J. Mex. Chem. Soc. 2021, 65(4)

Regular Issue
©2021, Sociedad Quimica de México
ISSN-e 2594-0317

Sa'mone”&ggg“y ATCC | 1333 | >26 .66 | 13.33 | >26 .66 | 083 | 26.66 | 11.25 NT
Enterobacter cloacae
ATCC 13047 13.33 | >26.66 | 13.33 | >26 .66 | 0.20 | >26.66 | 11.25 NT
Yeast
Candida ""1'8'2%&”3 ATCC | 333 | >26.66 | 333 | >26.66 | 6.66 | >26.66 | NT 2.81
Saccharomyces cerevisiae
TG 0763 13.33 | >26 .66 | 13.33 | >26 .66 | 13.33 | >26.66 | NT 11,25

MIC: minimum Inhibitory Concentration (uL /ml).

MCB. MFC: Minimum Bactericidal Concentration and Minimum Fungicidal Concentration (uL /ml).
Positive control: *Amoxicillin (ug/mL); **Ketoconazole (ug/mL)

NI: no inhibition has been symbolized.

NT: not tested.

Conclusion

The results of this study showed that the chemical composition and biological activities (antioxidant,
anticholinesterase, a-glucosidase and antimicrobial activity) of essential oils of Salvia microphylla, varied
significantly depending on the different parts of the plant extracted. Therefore, it may be concluded that
essential oils of Salvia microphylla particular stems oil can be an important source of natural antioxidant
compounds and may be used for neurodegenerative and antidiabetic chronic diseases. The antibacterial activity
revealed that the inhibitory effect of the stems oil was very high as compared to the other parts against all the
tested microorganisms, especially against Enterobacter cloacae. As well as the strongest antifungal activity
was observed against Candida albicans by essential oils of aerial parts and leaves. Further studies are needed

to evaluate this species for food, cosmetic and medical applications.
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