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Glossaire

Elliptique : qualifie un organe en forme d’ellipse.

Calice : verticille externe du périanthe d'une fleur, c'est I'ensemble des sépales

Corolle : ensemble de pétales d’une fleur.

Verticille : ensemble d’organe de méme nature inséré en cercle et au méme niveau.
Emménagogue : C’est un remeéde qui facilite 1’écoulement des régles ou qui aide a
régulariser le flux menstruel.

Stomachique : facilite le travail de 1’estomac et le fortifie.

Pouvoir Antioxydant: Toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible
concentration comparée a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de maniére
significative I’oxydation de ce substrat est appelée antioxydant.

Le - carotene : possede la capacité de capter I’oxygene singulet, on le retrouve dans les
légumes verts, la salade, les carottes, 1’abricot, le melon, les épinards, la papaye et les
autres fruits jaunes.

Hypoglycémie : diminution de la concentration de glucose dans le sang.

Inflammation : L'inflammation est la réponse des tissus vivants vascularisés a une
agression par une infection pathogene, ou par un traumatisme. Le but de I’inflammation est
d'éliminer l'agent pathogéne et de réparer les lésions tissulaires. Elle se traduit
ordinairement par quatre symptdmes cardinaux : chaleur, rougeur, douleur et tuméfaction.
Produit anti-inflammatoire : Un produit est dit anti-inflammatoire lorsqu’il aide a
combattre les processus inflammatoires liés a une infection ou un rhumatisme ou autre.
(Edemes : accumulation anormale de liquide séreux dans les espaces intercellulaires du

tissu conjonctif.
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Résumé

Notre travail porte sur I’extraction des huiles essentielles de Salvia officinalis L. et
1’étude de leurs activités biologiques notamment anti-inflammatoires, antioxydantes,
hypoglycémiantes, antimicrobiennes afin de valoriser son utilisation en médecine

traditionnelle.

L’extraction des huiles essenticlles a été effectuée par hydrodistillation a 1’aide d’un
clevenger, suivie d’une analyse de la composition chimique par CG/MS dont les

composés majoritaires sont les sesquiterpenes.

Par ailleurs, une étude de la toxicité aigué menée sur des souris a montré que 1’huile

essentielle de Salvia officinalis est relativement considérée toxique a forte dose.

L’effet anti-inflammatoire a révélé que I’huile essentielle réduit significativement
I’cedéeme de la patte de la souris induit par la carragénine a 1%, suite a une comparaison

avec le traitement standard (Diclofénac).

En outre, I’évaluation de I’effet hypoglycémiant de I’huile essentielle chez des lapins
rendus diabétiques par I’induction de surcharge du D-glucose a montré clairement que
I’administration orale provoque une diminution significative de taux du glucose dans le

sang.

L’¢étude de I’activité antioxydante par le test du DPPH a révelé un pouvoir antioxydant
faible de I’huile essentielle suite & une comparaison avec les antioxydants de synthese
(BHA, BHT, Vit C), modéré par le test du FRAP et élevé par le test du blanchissement de
B-caroténe.

En ce qui concerne, le pouvoir antimicrobien de I’HE par la méthode de diffusion en
milieu gélosé, les résultats obtenus montrent que I’HE possede un pouvoir antibactérien
sur la souche Bacillus subtillus (27mm) et Escherichia coli (20mm), par contre, il s’est
révélé inactif sur Salmonella sp.

Mots clés : Salvia officinalis , huile essentielle , toxicite, activités biologiques , activite

antioxydante.
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Abstract

Our work concerns the extraction of essential oils of Salvia officinalis L. and study their
biological in particular anti-inflammatory drugs, antioxydant activities, hypoglycémiantes,
antimicrobic in order to develop its use in traditional medicine.

The extraction of essential oils was subjected by hydrodistillation using a Clevenger,
followed by analysis of the chemical composition by GC/MS whose majority compounds
are sesquiterpenes.

In addition, a study of the acute toxicity carried out on mice showed that the essential oil of
Salvia officinalis is relatively considered toxic with high amount.

The study of the antioxydant activity by the test of the DPPH revealed the weak
antioxydant capacity of essential oil following a comparison with antioxydants of synthesis
(BHA, BHT, Vit C), moderate by the test of the FRAP and raised by the test of the [3-
carotene whitening.

The anti-inflammatory drug effect raised that essential oil significantly reduced the edema
of the leg of the mouse induced by the carragénine to 1%, following a comparison with the
standard treatment (Diclofénac).

Moreover, the evaluation of the hypoglycémiant effect of essential oil in returned rabbits
diabetics by the induction of overload of D-glucose showed clearly that the oral
administration causes a significant reduction in rate of glucose in blood.

With regard to, the antimicrobic capacity of HE by the method of diffusion in gélosé
medium, the results obtained show that HE has a capacity antibactérien on the stock
Bacillus subtillus (27mm) and Escherichia coli (20mm), on the other hand, it appeared
inactive on Salmonella sp.

Key words: Salvia officinalis , essential oil , toxicity , activities biological , antioxidant

activity.
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Introduction

A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et I’utilisation
des plantes médicinales. Si certaines pratiques médicales paraissent étranges et relévent de la
magie, d’autres au contraire semblent plus fondées, plus efficaces. Pourtant, toutes ont pour

objectif de vaincre de la souffrance et d’améliorer la santé des hommes (Iserin, 2001).

Actuellement, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime environ 80% des habitants
de la planéete ont recours aux médecines traditionnelles a base de plante en tant que soins de
santé primaire (Bérubé, 2006).

La région méditerranéenne d’une maniere générale, et 1’Algérie en particulier, avec son
climat doux et ensoleillé est particulierement favorable a la culture des plantes aromatique et
médicinales. Parmi eux, appartiennent la famille des lamiacées, qui est une famille trés
importante dans la flore de I'Algérie (Quezel et Santa, 1963).

La sauge officinale (salvia officinalis L.), appartenant a la famille des labiées, est formée de
petits arbustes aux fines feuilles duveteuses, a 1’odeur camphrée caractéristique.
C’est une plante aromatique et médicinale assez largement utilisée soit a 1’état naturel, soit
sous forme d’extrait ou d’huile essentielle, cette plante et surtout ses huiles essentielles, sont
utilisées par les industries de la parfumerie et de la cosmétologie, par 1’industrie alimentaire et
enfin par I’industrie pharmaceutique (Maatoug, 1990).

Notre travail sera donc répartie en trois chapitres, initié par une recherche bibliographique,
suivi avec un deuxiéme chapitre explique la partie pratique qui présente les méthodes et les
techniques utilisées, intéressé par les objectifs suivants :

- Obtention et analyse des caractéres physicochimiques de I’huile essentielle de Salvia
officinalis, et identification de leurs composés chimiques par la méthode de Chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrometre de masse (CG-MS).

- Etude de la toxicité aigue de I’huile essentielle de la sauge.

- Etudes de quelques activités biologiques de 1’huile essentielle, telle que : antioxydantes, anti-

inflammatoires, antimicrobiennes et hypoglycémiantes.

VIl
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Partie | Partie bibliographique

I.1. La phytothérapie :

Depuis la nuit des temps, les hommes ont su développer les extraordinaires vertus
médicinales que rece¢lent les plantes, dont la connaissance et 1’utilisation thérapeutique

basée sur I’analyse et I’observation s’appelle la phytothérapie (Dellile, 2007).

La phytothérapie du grec Phuton et therapeuien est I’art de se soigner par les plantes ;
précisement, les plantes médicinales (Ollier, 2000). C’est le traitement des pathologies par
les plantes médicinales ; celles-ci sont consommeées en 1’état (tisanes) ou apres une simple
transformation (poudre, extrait, teinture) (Rubain et Messalin, 1990).

Les médicaments utilisés pour le traitement des maladies étaient des produits naturels,
dérivés ou non de la matiere vivante, le plus souvent des plantes ou des fragments de
plantes séchées mais parfois fraiches. Celles-ci peuvent renfermer des substances exercant
une action thérapeutique mais aussi des composés toxiques (Lullmann et al., 2001).
Toutefois, malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie
offre de multiples avantages. A I'exception de ces cent derniéres années, les hommes n'ont
eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies bénignes, rhume ou toux, ou

plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria (Iserin, 2001).

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les huiles essentielles pour

traiter un certain nombre de maladies (Roulier, 1992).

1.2. Les plantes médicinales :

On appelle plante médicinale, un végétal dont un (ou plusieurs) organe possede des
activités pharmacologiques de nature a permettre son emploi en thérapeutique (Boullard,
2001).

I’homme n’a découvert les vertus bénéfiques de la plante que par une approche

progressive, facilité par 1’organisation des rapports sociaux (Fouché et al., 2000).

Dans les plantes medicinales, on trouve les plantes aromatiques qui sont constituées par
des organes apportant une odeur et une saveur destinées a améliorer un bien-étre lors de la

dégustation. Il peut s’agir soit d’une plante ou d’un organe particulier (Teuscher et al.,
2005).
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Des plantes médicinales ont été employées pendant les siecles comme remede pour les
maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants de valeurs thérapeutiques.
Récemment, I’acceptation de la médecine traditionnelle comme forme alternative de sante
et de développement de la résistance microbienne aux antibiotiques disponibles, a ameneé
des auteurs a étudier I’activité antimicrobienne des plantes médicinales (Nostro et al.,
2000), et en raison d’une conscience croissante des effets secondaires négatifs infligés par
les drogues modernes (Schnaubelt, 1998).

D'aprés les études statistiques, plus de 25% des médicaments dans les pays développés
dérivent directement ou indirectement des plantes (Damintoti et al, 2005). Elles ont
constitué la source majeure des médicaments grace a la richesse de se qu’on appelle le
métabolite secondaire (Fouché et al., 2000).

Les plantes avec leur nombre illimité, constituent un réservoir immense de nouveaux
composés médicinaux potentiels, grace a ses molécules qui présentent I'avantage d'une

grande diversité de structure chimique et activités biologiques (Teuscher et al, 2005).

1.3. Etude de la plante

1.3.1. Description de la famille des lamiacées :

La famille des Lamiaceae comprend 187 genres et 3000 espéces. Elle est la plus homogene
de la sous classe des Gamopétales, la plupart des Genres sont riches en huiles essentielles
(Atlan, 1987). L'ancien nom des Lamiaceae : Labiées dérive du nom latin "labium™ qui
signifie levre, en raison de la forme particuliére des corolles (Figueredo, 2007).

La famille des lamiacées est I’'une des plus répandues dans le régne végétal. C’est une
famille d’une grande importance aussi bien pour son utilisation en industrie alimentaire et
en parfumerie qu’en thérapeutique ; C’est ’'une des familles les plus utilisées comme
source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antioxydant, antibactérien,
antifongique, et anti-inflammatoire (Hilen, 2006). 1l est bien connu que les huiles
essentielles extraites des plantes de cette famille possédent des propriétés
pharmacologiques. De nombreuses propriétés sont conférées: anti-infectieuses,
antispasmodiques, antalgiques, toniques, digestives, cicatrisantes....les huiles essentielles
par la diversité des constituants qui les composent, sont des substances tres actives
(Bakali, 2008).
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Il s’agit d’une des principales familles, avec 258genres et 6900 espéces plus en moins
cosmopolites, mais particulierement répandus depuis le bassin méditerranée jusqu’en Asie
centrale. Les principales genres sont Salvia, avec 800 especes ; Clerodendrum, avec 400
especes ; Scutellaria, avec 400 espéces ; Stachys, avec 300 espéces ; Nepeta avec, 250
especes, Vitex avec, 250 espéces ; Tencrium, avec 200 espeéces; Premna avec, 200
espéces ; Callicarpa avec, 140 espéces... ; Lamium avec 40 espéces (Botineau, 2010).

D’aprés Quezel et Santa, (1963), les lamiaceae sont des arbustes, sous-arbrisseaux ou
plantes herbacées, en genéral odorants, a tiges quadrangulaires, des feuilles en général
opposées sans stipules, fleurs en général hermaphrodites et avec des fruits constitués par 4

akeénes plus en moins soudés par leur face interne et diversement ornés.

1.3.2. Historique sur la sauge :

La sauge est une labiée et, par la méme, possede toutes les vertus que I’on reconnait a cette
famille. Un vieux proverbe disait : « celui qui veut vivre a jamais doit manger la sauge en

mai.» (Messegué, 1975).

Dans la Rome antique, on la considérait comme sacrée et donc capable de sauver et donner
la vie. Les femmes qui n’arrivent pas a étre enceintes devaient boire des infusions de sauge

pour pouvoir espérer une grossesse (Bartels, 1998).

Les médecins grecs et romains, connaissaient déja les effets hémostatiques, diurétiques et
carminatifs des feuilles de la sauge. Elles sont antibactériennes, antispasmodiques et

réduisent la transpiration (Molfgang, 2008).

La sauge est utilisées depuis ’antiquité, elle posséde des propriétés : stimulantes, tonique,

digestive, fébrifuge, et vulnéaire c’est donc un reméde a haut degrés (Beloued, 2005).

Dans I’antique Egypte, on faisait boire le jus de sauge aux femmes pour les rendre fertiles,
et cet usage est maintenu a Rome ou I’on affirmait que la sauge « retenait ce qui avait été

congu et le vivifiait » (Sijelmassi, 2008).

Les andalous la nomment essalma d’apres Ibn-el-baytar qui ajoute qu’elle est appelée salbia

par les botanistes d’Espagne (Baba-aissa, 2011).
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1.3.3. Présentation de la plante :
1.3.3.1. Description botanique de la plante :

La sauge est une plante a racines ramifiées, a tige quadrangulaire dressée, blanche,
tomenteuse, peut atteindre de 20 & 60 cm de haut (Dellile, 2007) [fig 01]; vivace, buissante et

herbacée ; certaines deviennent ligneuse en climat doux (Graham, 2007).

La sauge a une odeur forte, aromatique, balsamique (Mahmoudi, 2003), avec une saveur
chaude, aromatique, légérement amere et brllante et astringente (Eberhard et al, 2005).

La tige : est ligneuse, Iégerement velue, quadrangulaire dressées et trés ramifiées, blanches,
tomenteuses. (Beloued, 1998) [Fig 04].

Feuilles : persistantes, opposées, ridées, de forme ovale (Djerroumi et Nacef, 2004)
elliptiques, verts blanchatres, finement crenelés (Baba-aissa, 2011) avec une face supérieure
grise verte est finement granuleuse et une face inférieure blanche, pubescente et présente un

réseau dense de petites nervures (Moyse, 1976) [Fig 02, Fig 03].

Fleurs : en verticilles 5 — 10 fleurs a pédoncule court, calice campanulé, bilabié ; pubescent ;
ponctué glanduleux souvent teinté de rouge ; corolle 2 — 3.5 cm de long ; violet clair rarement

blanches ; lévre supérieure presque droite ; levre inferieure trilobées (Bartels, 2008) [Fig 04].

Fruits : est un tetrakéne ovale, sphérique avec un diametre du 3mm (Bartels, 1998), de

couleur brun foncé chaque akéne est de forme globuleuse (Eberhard et al., 2005).
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Figure01l : structure morphologique de (Salvia officinalis L.)

(Original, 2013).
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Face globuleuse

Nervure principale

Nervures secondaires

Nervure principale saillante

Pétiole

Figure 03 : Structure de la feuille (face inferieure) (Original, 2013)

Calice

Corolle

Tige

Figure04 : Structure de la fleur de Salvia officinalis (original, 2013).
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1.3.3.2. Systematique et classification :

Cette espéce polymorphe se subdivise en plusieurs sous- espéces, mais la taxonomie moderne
les considére comme des espéces a part entiére, on comptabilise plus de 600 especes
différentes de Salvia (Eberhard et al., 2005).

D’aprés Quezel et Santa, (1963) et Eberhard et al., (2005) la sauge est sous le classement
suivant :

Regne : Plantae

Embranchement : Spermaphyte

Sous embranchement : Angiosperme

Classe : Dicotylédone

Sous classe : Gamopétales

Ordre : Labiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espéce : salvia officinalis L.

1.3.3.3. Etymologie :
L’étymologie de Salvia tirée du verbe latin salvare, qui veut dire sauver (Yves rocher, 1976).

Nom arabe : siwak ennabi ; salema (Kaddem, 1990) ; mofaca, kheyet ledjreh, naama,
houbiget el-sedr (Dellile, 2007).

Nom Tergui ou Berbere : Agourrim imeksaouen ; Tazzourt (Beloued, 2005).

Nom francais (francais): grande sauge, sauge officinale, sauge commune, herbe sacre, thé de
France, thé de Gréce, thé d’Europe (Eberhard et al., 2005).

1.3.4. Répartition géographique de la plante :

> Dans le monde :

Elle pousse principalement dans les pays relativement chauds. Elle est trés abondante en

Gréce, Yougoslavie, Italie, et en France (Messegué, 1975).
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D’aprées (Bartels, 1998), elle est répartie dans le Nord et Centre d’ Espagne, le Sud de la
France, I’Ouest des Balkans, en outre, naturalisée au sud et Centre de 1’Europe ainsi qu’au

proche- orient.
Cette plante est trés présente dans tout le bassin méditerranéen (Laurent, 2007).
» En Algérie:

C’est une plante cultivée un peu partout (Beloued, 2005), et & 1’ouest du pays (Nacef et
djerroumi, 2004) précisément sur les terrains secs (Dellile, 2007).

1.3.5. Exigences édaphiques de la plante :

La sauge affectionne les sols Iégers, calcaires, secs et bien drainés, garrigues et paturage
rocheux. (Laurent, 2007). Elle aime le soleil, a une belle longévité, la florescence doit étre

pendant 1’été et I’automne dans les jardins de climat froid et doux (Graham, 2007).
1.3.6. La récolte :

Prélever les plus jeunes rejets ainsi que les feuilles et les fleurs avant leur épanouissement. Le
tout est séché a I’ombre et conservé dans des sacs en papier, la récolte peut faire deux fois par

an (Djerroumi et Nacef, 2004).

La récolte doit se faire au soleil par une journée seche, de préférence vers midi, car c’est a ce

moment que la plante développe un maximum d’huiles essentielles (Trében, 1985).

1.3.7. Propriétés thérapeutiques de la sauge :

Les feuilles de la sauge sont indiquées en gargarisme pour ses vertus anti- inflammatoire ;

désinfectantes et astringentes (Bartels, 1998).

L’essence de la sauge pure peut étre tres toxique a haute dose (Molgfang, 2008), & cause de
sa teneur en thuyone (Bartels, 1998) elle est a éviter chez les sujets épileptiques (Baba- aissa,
2011). C’est un fort antibactérien (Molgfang, 2008), anti-inflammatoire, antispasmodique,

diuretique ou expectorant et stimule aussi la circulation sanguine (Hans et Kothe, 2007).

Les vertus de cette plante trouvent une application trés intéressante en pratique
gynécologique, ou elle montre une réelle efficacité pour régulariser le flux menstruel, en

calmer les réactions douloureuses, combattre les troubles qui provoque la ménopause
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(Lieutaghi, 1978). Elle a un bon effet regulateur de I’cestrogéne chez la femme (Baba-aissa,
2011).

La sauge est appréciée en gargarismes lors de catarrhes de la bouche et de la gorge et comme
additif aux dentifrices et aux bains de bouche. (Molgfang, 2008).

C’est une plante aux nombreuses propriétés medicinales. Elle est signalée comme :
antisudorale, antispasmodique, sédative (nerveux), carminative, stomachique, cholérétique ;

hypoglycémiante et tonique (Kaddem, 1990).

La tisane de sauge est efficace pour faciliter la digestion, relever les forces de 1’estomac et de
I’intestin, calme les vomissements spasmodiques, elle active les fonctions circulatoires et
cutanées. On I’emploie avantageusement contre la diarrhée, les ballonnements et la

transpiration nocturne (Beloued, 2005).

La sauge est surtout un stimulant conseillé aux anémiques, aux convalescents, elle est aussi

antiseptique et diurétique (Nacef et Djerroumi, 2004).
1.3.8. Indications et usages :

Usages internes

Infusion : 20g de fleurs et de feuilles pour un litre d’eau. Laisser infuser pendant 10 min,
boire trois tasses par jours pour les régles irrégulieres, la ménopause et la stérilité (Dellile,
2007),

Infusion d’une demi-poignée de meélange feuille - fleurs dans un litre d’eau, est trés efficace
pour (insomnies, angoisses, sueurs nocturnes) prendre une tasse avant de coucher, et pour

faciliter la digestion, prendre une tasse apres les repas (Nacef et Djerroumi, 2004).
Essences : 2 a 4 gouttes trois fois par jour sur un morceau de sucre (Dellile, 2007).

Usages externes

Gargarisme : faire des bans de bouches avec une infusion de 50g de sauge pour un litre d’eau

bouillante, infusé pendant 10 min contre les gingivites (Sijelmassi, 2008).

Pour soigner les maux de gorge faire un gargarisme avec une infusion de sauge tiéde

additionnée de 5 ml de vinaigre et de 1 cuillére a café de miel (Iserin, 2001).
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1.3.9. Composition chimique de la plante :

La sauge renferme des huiles essentielles (thuyone, salviol, pinene, bornéol, cinéol, mycene,
ciméne, caryophilléne, humuléne, camphre,...), tanins, principes amers, flavonoides, acide
phénolique, saponine, substance cestrogéne,... (Baba-aissa, 2011), contient aussi du résine,
de gommes, du mucilage, des acides phosphoriques, oxalique, des nitrates, de pentosanes, des

traces d’asparagine (Beloued, 2005).

Le tableau | regroupe la composition générale de 1’huile essentielle de sauge officinale
(Hubert, 2005).

Tableau I : Composition chimique de I’huile essentielle de la plante

hydrocarbures terpéniques cétones

myrcéne 0,3a3% camphre 4,1a27,7%

limonéne tracea 7,6 % | a-thuyone |15a44,2%

humuléne Trace a B-thuyone | 1a36,7%

18,9%

a-pinéne 1,7a13,1% | Ester

B-pinéne 05a17,9% |acetatede |0,1a35%
bornyl

camphéne 1,1a10,3% | autres

[-carophylléne tracea9.4% |1,8- 0,7220,8%
cinéole

p- cymeéne Trace 2 1.1% | alcools
linalol trace a 1,8 %
bornéol 0,7a26,2%
viridiflorol | 0a9,9 %
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1.4. Les huiles essentielles :
1.4.1. Définition:

Les huiles essentielles sont des complexes naturels de molécules volatiles et odorantes,
synthétisées par les cellules sécrétrices des plantes aromatiques. Celles-ci se stockent dans les
poches au niveau de certains organes (Peyron et Naves, 1977).

Les HE ont une composition assez complexe (Azevedo et al., 2001). On y trouve
généralement de nombreux constituants appartenant principalement a deux grandes familles
chimiques : les composeés terpéniques et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane
(Casentino et al., 1999).

1.4.2. Origine et lieu de sécrétion:

On trouve I’origine des H.E. au niveau du cytoplasme de certaines cellules végétales. Ces
cellules sécrétrices peuvent se trouver dans tous les organes de la plante, tel que les poils

sécréteurs ou les cellules a essence (Sallé, 1991).

La synthése et ’accumulation des huiles essentielles se fait dans des structures histologiques
sécrétrices spécialisées, souvent localisées a proximité de la surface de la plante ou dans les

tissus végétaux (Bruneton, 1999)

Les huiles essentielles existant dans les plantes aromatiques sont responsables des différentes
senteurs qu’elles dégagent, se retrouvent dans des glandes minuscules situées dans différentes
parties de la plante aromatique : dans les feuilles (sauge), dans les fleurs (rose), dans le fruit
(citron), dans les graines (coriandre), dans 1’écorce (cannelle) et, pour certaines plantes, c’est
dans les racines (ail) (Jacques et Paltz, 1997).

Pour avoir un maximum d’H.E. dans une plante, il est indispensable de cueillir la plante avant
la floraison. C’est a ce moment que la plante donne son maximum d’H.E., Apres la floraison,
les H.E. s’évaporent dans I’air, en effet, les plantes perdent 70% de leur huile essentielle

apres la floraison (Sallé, 1991).
1.4.3. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles :

On trouve généralement les HE incolores ou jaune pale a 1’état liquide a température ordinaire
(Jacques et Paltz, 1997) mais il en existe de colorées :

e En rougeatre pour I’essence de cannelle

USDB | 2012-2013

11



Partie | Partie bibliographique

e En vert pour I’essence d’absinthe

e En bleu pour I’essence de camomille

Ces essences sont solubles dans 1’alcool, 1’éther, les huiles fixes. Elles sont insolubles dans
I’eau a laquelle toutefois elles communiquent leurs odeurs. La quantité d’huile essentielle que
I’on peut retirer d’une plante est extrémement faible(Le rendement peut varier de 1 a 10)
(Sallé, 1991).

1.4.4. Bioactivité de quelques principes des HE :

Les effets et les réponses biologiques des extraits naturels sont en rapport directe avec les

composés bioctifs des plantes, tels que :

e Acétate de bornyl : antibactérien, antispasmodique, antivirale, expectorant, sédatif
(Teixeira, 2004).

e Camphre : allélopathique, analgésique, antioxydant, fongicide, préventif (Teixeira,
2004)
e a- thuyone : antibactérienne, larvicide, insecticide (Svoboda et Hampson, 1999).

e 1-8cinéol : antimicrobienne (Svoboda et Hampson, 1999).
1.4.5. Les méthodes d’extraction :

L’extraction est une opération qui consiste a séparer certains composés d’une maticre végétale
selon diverses techniques: La distillation, L’expression, I’enfleurage, 1’extraction et
I’incision (Sallé, 1991).

1.4.5.1. Distillation :

La distillation convient aux huiles ayant une forte composante volatile et elle se fonde sur la
caractéristique que possédent ces composantes qui peuvent étre facilement transportées par
des particules de vapeur d’eau en mouvement.

La vapeur pénetre les tissus de la plante et vaporise toutes les substances volatiles, une
quantité suffisante de vapeur permet largement 1’isolement des essences de plante (Bekhechi
et Abdelwahid, 2010). Il existe précisément trois différents procédés utilisant ce principe :

hydrodistillation, hydrodiffusion et entrainement a la vapeur d’eau. (Silou et al., 2004).
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» Hydrodistillation :

Cette méthode hydrodistillation (water hydrodistillation), il s’agit la méthode la plus simple
et la anciennement utilisée, consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter
(intact ou éventuellement broyé) dans un alambic rempli d’eau distillée qui est ensuite portée
a ebullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur une surface froide et 1’huile
essentielle se sépare par différence de densité (Bruneton, 1999).

» Entrainement a la vapeur d’eau :

Le matériel végétal, dans ce cas se trouve supporté par une grille ou une plaque perforée
placée a une distance adéquate du fond d 1’alambic (Bekhechi et Abdelwahid, 2010). La
vapeur endommage la structure des cellules végétales, et aussi les molécules volatiles qui sont
entrainées ensuite dans le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la qualité de
I’huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques : la matiére végétale ne beigne

pas directement dans I’eau bouillante (Fronchomme et Pénoel, 1990).
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La premiére partie expérimentale, débute par une extraction de I’'HE et étude de I’activité
antioxydante réalisés au niveau du laboratoire de chimie analytique a 1’Ecole Normale
Supérieure des enseignants « ENS » du KOUBA. Et une deuxiéme partie consiste en une
étude physico-chimique de I’HE et quelques activités biologiques réalisées au niveau des
laboratoires, de physicochimie, de pharmacotoxicologie et de microbiologie du groupe
pharmaceutique SAIDAL de MEDEA.

Les analyses chromatographiques en phase gazeuse couplée & un spectrometre de masse
(CG/SM) ont éte réalisées au niveau du laboratoire de la police scientifique d’Alger. Notre

stage pratique s’est étalé sur une période de 4 mois (mars- juin 2013).
I1.1. Matériel :

11.1.1. Matériel biologique :

11.1.1.1. Matériel végétal :

Les parties aériennes de la plante (feuilles et tiges) ont été récoltées en période de floraison

au cours du mois d’Avril dans un jardin familiale (les oliviers- zone montagneuse) de BLIDA.
L’identification de 1’espéce a été faite au sein du parc de Chréa et au Jardin d’essai.

La plante a été récoltée a midi, lors d’une journée ensoleillée, avant la floraison selon les

conditions favorables de cueillette établies par Bartels, (1998).
11.1.1.2. Matériel animal :

Pour la réalisation de notre expérimentation, nous avons utilisé des animaux de laboratoire
qui ont été élevés au niveau du laboratoire de pharmacotoxicologie, unité animalerie du
complexe antibiotical- saidal de MEDEA :

» Les lapins : 10 lapins de races albinos croisés entre le Néozélandais et le Californien,
de sexe mélangé (males et femelles). Les lapins sont adaptés aux conditions
répondant aux normes de stabulation ; pesant chacun 3 kg + 200g, ils sont utilisés pour
I’activité hypoglycémiante de la sauge.

» Les souris : 40 souris de souche albinos (NMRI) de poids moyen 20g+3, pour 1’étude

de I’effet anti-inflammatoire et la toxicité aigue.

Les animaux (Lapins et souris) sont hébergés dans des cages solides en plastique. lls

disposent d’eau du robinet ad libitum et d’une alimentation granulée « O.N.A.B » (49.80% de
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glucides, 23.5% de protéines, 5% de lipides et 5.7 % de complexe minéral vitaminé) fourni
par antibiotical- Saidal de MEDEA.

Les animaux (Lapins et souris) sont acclimatés aux conditions de 1’animalerie suivantes :

A Une température moyenne variante entre 20°C a 24° C.
A Une photopériode de 10 heures.
A Une humidité relative de 50%.

11.1.1.3. Micro-organismes :

Pour 1I’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de sauge nous avons

utilisé différentes souches (Tableau II) :

Souches de référence : laboratoire de microbiologie de SAIDAL (Antibiotical MEDEA).

Souches isolées : laboratoire d’hygiene Mhamed Yazid, BLIDA.

Tableau Il : Liste des micro-organismes utilisés.

Micro-organisme Gram Micro-organisme Gram

Escherichia coli ATTC 10536 - Pseudomonas aeruginosa -
Staphylococcus aureus ATTC 6538/P + Sarcina lutea -
Staphylococcus epidermidis ATTC + Salmonella sp -
Bacillus subtillus ATTC 6633 + shigella flexineri -

Candida albicans ATTC 10231 Levure

+ : positif

- . négatif

11.1.2. Matériel non biologique :

Le matériel utilisé au laboratoire (l'appareillage, la verrerie et les réactifs) est énuméré en 15

Annexe |
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11.2. Méthodes expérimentales :

11.2.1. Traitements préliminaires des parties utilisées :

Récolte : nous avons cueillies 3.5 kg de feuilles et tiges (la partie aérienne).
Séchage : les feuilles sont mises aux conditions de séchages a 1’abri de la lumiére et de
I’humidité, a une température ambiante pendant 2 semaines afin de préserver au maximum
I’intégrité des molécules.
Broyage : les feuilles sont d’abord broyées finement dans un moulin électrique, jusqu’a
1I’obtention d’une poudre fine verdatre.
Pesage : la poudre de feuilles a été pesée a 1’aide d’une balance de précision [Fig
05,Annexe I ].

11.2.2. Détermination de la teneur en eau :

Une prise d’essai de 59 de matiére végétale fraiche, est mise a sécher dans 1’étuve a 105°C

pendant 2 heures. La teneur en eau est calculée suivant la formule ci-dessous :

o - - -

(Simpson et al.,1999) et (Twidwell et al.,2002)

T% : la teneur en eau en pourcentage.
M, . la masse initiale de la plante fraiche.
Me : la masse finale aprés séchage.

11.2.3. Extraction de I’huile essentielle de Salvia officinalis par hydrodistillation :

L’extraction de I’huile essentielle a été faite par la méthode d’hydrodistillation a 1’aide d’un

clevenger.
Le dispositif comprend essentiellement : [Fig. 06]

-Un ballon de 2 litres.
- une ampoule a décanter.

-un alambic.
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Mode opératoire :

Dans un ballon de 2 litres, mettre 100g de poudre seche dans 1250 ml d’eau distillée, puis
ajouter les pierres ponces (pour garder ’homogénéité de la température), laisser extraire
pendant 3 heures. La quantité d’huile essentielle pesée est de 1.02g. [Fig. 07]

> Le rendement en huile essentielle :

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre la masse de I’huile extraite et la masse
de la matiere végétale utilisée. Il est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule
suivante :

- - -

' R%=Mue /My *100 | (Fellah et al.,2006)

R% = rendement en huile essentielle.
Mue = masse de I’huile essentielle extraite.

Mmv = mase de la matiere végétale utilisée.

Figure 06 : Extraction de 1‘huile essentielle Figure 07 : Echantillon de I’HE de sauge
(Original, 2013) (Original, 2013)

15
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11.2.4. Analyses physico-chimiques de I’huile essentielle de Salvia officinalis :

Le travail a été réalisé au niveau du laboratoire de physico-chimie du groupe SAIDAL,
Antibiotical MEDEA

11.2. 4. 1. Indices physiques

> La densité relative (D39
La densité relative (D0 ) d’une solution constitue un indice de pureté ou de teneur.
Selon la norme AFNOR (NEF 75-111), la densité relative a 20°C d’une huile essentielle est le
rapport entre la masse d’un certain volume d’huile essentielle 4 20°C a la masse d’un certain

volume égale d’eau distillée & 20 C. La formule est :

2
o
E
<
2
=

_______________________

Mj=masse en gramme d’eau distillée

Mj=masse en gramme d’huile essentielle

> Indice de réfraction

L’huile essentielle polarise la lumiére a droite et a gauche. Selon la norme AFNOR I’indice de
réfraction est le rapport entre le sinus d’angle d’indice, et celui du rayon lumineux de

longueur d’onde déterminée.

Mode opératoire

Le produit est placé a I’aide d’une pipette dans la cellule de mesure jusqu'au trait signalé.

Refermer le couvercle, au bout de 15 secondes (temps nécessaire pour que I’appareil soit

stabilisé a 20°C) [Fig 08, Annexe I], puis lire le résultat. (Pharmacopée Européenne, 2001).

> Pouvoir rotatoire a},

Le pouvoir rotatoire est la propriété que présente certaines substances de dévier la lumiére

polarisée. L’angle de rotation optique d’un liquide et 1’angle de rotation (o)) exprimé en degré
T . . 1

(°c) du plan de polarisation a la longueur d’onde de la raie D du sodium (avec a =589.3 nm) >

mesurée a 20°C, sous une épaisseur de 1 décimetre (Pharmacopée Européenne, 2007).

USDB | 2012-2013



Partie 11 Matériel et méthode

Mode opératoire :

Amener [’échantillon a une température spécifique et introduire dans le tube en s’assurant
qu’il ne reste aucune bulle d’air interposée.
Placer le tube dans le polarimétre et lire I’angle de rotation dextrogyre () ou lévogyre (-) de

I’échantillon sur 1’échelle de I’appareil.

Le pouvoir rotatoire est calculé selon la formule suivante :

Avec: A rotation en degré (°)
L : longueur de la cellule, en décimetre (L=0,1).
11.2.4.2. Indices chimiques
» Indice d’acide (In)
Principe

L’indice (In) est le nombre qui exprime en milligramme la quantité d’hydroxyde de
potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres présent dans un gramme de

substance.

Mode opératoire

Dissoudre 10g de substance a analyser dans 50ml de mélange égaux d’alcool et d’éther. Le
solvant doit étre neutralisé au préalable par ’hydroxyde de potassium 0.1 M, en présence de
0.5 ml d’une solution de phénolphtaléine. Aprés dissolution titrez par I’hydroxyde de
potassium 0.1M. Le titrage est terminé par 1’obtention d’une couleur rose qui persiste pendant

au moins 15 secondes (Pharmacopée Européenne, 2001).

n : Volume de KOH 0.1M consommé.
m : Masse de la substance a examiner.

5.61 : constant.
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> Miscibilité a I’éthanol :

Une huile est dite soluble dans n volumes ou plus d’alcool d’un titre donné, si la solution
limpide dans n volumes demeure limpide, comparée a I’huile essentielle non diluée, apres
addition progressive de nouvelle quantités d’alcool de méme titre jusqu’a concurrence de 20

volumes d’alcool (avec une température de 20°C ) (Pharmacopée Européenne, 2006).

» Indice de peroxyde :
L’indice de peroxyde est le nombre qui exprime en milléquivalents d’oxygene actif la quantité
de peroxyde contenu dans 1000 g de substance déterminé par la méthode prescrite ci dessous :
Dans une fiole conique de 250 ml a bouchon rodé, introduire 5g de la substance, ajouter 30ml
d’un mélange de 3 volumes d’acide acétique glaciale et 2 volumes de chloroforme

(Pharmacopée Européenne, 2001).

» Indice de saponification
Dans une fiole de 250ml de verre borosilicate et d’un réfrigérant a reflux, introduiser la prise
d’essai. Ajouter 25ml d’hydroxyde de potassium alcoolique 0.5 N et quelques billes de verre.

Adapter le réfrigérant et chauffer a reflux pendant 30minutes sauf indication contraire.

Ajouter 1ml de solution de phénolphtaléine et titrer immédiatement par [’acide

chloroformique0.5N, (viml d’acide chlorhydrique 0.5N).

Effectuer un essai a blanc dans les mémes conditions (v, ml d’acide chlorhydrique 0.5N)

____________________

— : Pharm ce Européenne, 2001).
p(eng) | (Pharmacopée Européenne, 2001)

Is: Indice de saponification.
V1 : Volume en ml d’acide chlorhydrique 0.5M utilisé pour 1’essai a blanc.

V; : Volume en ml d’acide chlorhydrique 0.5M utilisé pour la détermination de 1’indice.

P : Masse en gramme de la prise d’essai.
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> Indice d’ester

L’indice d’ester est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité d’hydroxyde de
potassium nécessaire a la saponification des esters présente dans 1 g de substance. Il est
calculé a partir de I’indice de saponification (ls) et de I’indice d’acide (Ia) (Pharmacopée

européenne, 2001).

» Karl —Fischer
Karl Fischer est une méthode chimique de mesure de la teneur en eau d’un échantillon par
titrage.
Elle est particuliérement adaptée au dosage de 1’eau que contient un liquide, ou a la détection

de traces d’eau.

Mode opératoire :

Ce mode opératoire est préconisé par la Pharmacopée Européenne, (2001)
- Brancher le titrimétre automatique Karl-Fischer.

- Remplir le cylindre de la burette et noter la position du robinet c'est-a-dire tourner le levier

vers la droite et choisir la vitesse dv/dt entre 3 et 5.

-Remplir la burette de gauche de méthanol+la solution auxiliaire.

- Introduire le mélange dans le récipient de titrage.

- Titrer (neutraliser) avec une temporisation de 1’arrét de 20 secondes.
- Introduire I’échantillon.

- Régler la vitesse de 1’agitation.

- Enfoncer briévement le bouton « départ ».

*|a lampe « arrét » s’éteint, le titrage se déroule automatiquement.
*la lampe « arrét » s’allume lorsque le point final est éteint.

- Le titrage est terminé.
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- Relever la consommation ou réactif et calculer les résultats a partir du titre et de la pesée.
- Eteindre 1’agitateur.
- Remplir les deux burettes (méthanol et réactif KF)

> LepH:

La concentration en ion H3O" dans la solution est appelée puissance hydrogéne ou pH, selon

la relation :
pH = - log (concentration H30"). (Pharmacopée Européenne, 2008).

Mode opératoire :

- La mesure du pH se fait par lecture directe au pH métre du type METROHM [Fig.09,
Annexe 1].

- Prendre 5 ml d’échantillon (HE).

- Etalonner le pH métre avant son utilisation a 1’aide d’une solution tampon (au mois
solution acide et neutre).

- Mesurer le pH de la préparation

- Lire directement la valeur au pH métre

- Effectuer deux examens pour le méme échantillon

11.2.5. Analyse de la composition chimique des huiles essentielles par CG- MS:

Principe

C’est une méthode d’analyse par un Chromatographe en phase gazeuse couplée au
Spectrométrie de masse, GC/SM, Perkin Elmer de marque CLARUS 500 ,qui consiste en la
détermination des masses des especes atomiques ou moléculaires, elle donne des informations
sur la nature, la composition et la structure des especes présentes dans 1’échantillon analysé et

trés utile pour les analyses de traces.

Conditions opératoires :

Mode d’ionisation : El.
Délai de solvant : 5.9mn

Balayage de scan entre m/z (25-500).
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Passeur d’échantillon : Automatique.

Température d’injection : 250 °C

Quantité d’injection : 3l

Programmation de température : Température initiale 100 °c (1mn)
Température finale : 290 °c (20mn)

Augmentation : 8 °C /mn

11.2.6. screening phytochimiques :

Le but est de mettre en évidence la présence ou I’absence des principaux métabolites
secondaire.

Les tests sont réalisés soit sur la poudre, soit sur un infusé préparé avec 50 ml d’eau distillée
bouillante sur 2g de poudre (Bouquet, 1971) et (Moyse, 1976).

e Les glucosides :

Quelques gouttes d’acide sulfurique concentré H2SO4 sont ajoutées a 2g de poudre.
Le développement d’une coloration rouge révéle la présence des glucosides.

e Lestanins:
Dans un tube a essai contenant 1 ml de ’'infusé, on ajoute Sml d’une solution aqueuse diluée
de Fecl3 a 3%.En présence des tanins, il se développe une coloration verdatre ou bleu
noiratre.

e Les flavonoides :
Introduire dans une fiole 5 ml d’infusée, 5Sml d’HCL, un coupeau de Mg et 1ml d’alcool
isoamylique.L’ensemble est agité pendant quelques minutes.
La réaction donne une coloration rouge orangé en présence de flavonoides.

e Leuco anthocyanes :

29 de poudre sont portés au bain marie bouillant pendant quelque minutes dans 20ml d’un
mélange de propanol/acide chlorhydrique (1/1).
Une coloration rouge se développe en présence des leuco anthocyanes.
e Mucilage :
A 1ml d’infusé, on ajoute S5ml d’éthanol absolu. L’obtention d’un précipite floconneux aprés

agitation indique la présence des leuco anthocyanes.
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e Les saponosides :

A 2ml d’infusé, on ajoute quelques gouttes d’une solution saturée d’acétate de plomb.
La formation d’un précipite blanc indique la présence de saponosides.

e Lesalcaloides:
Faire macérer dans une bouteille en verre (Duran SCHOTT) 5g de poudre avec de
I’ammoniaquel/2 pendant 24h dans 50ml d’un mélange éther chloroforme (3/1). Le mélange
obtenu est filtre. Ainsi, le filtrat est épuisé par 2ml d’acide chlorhydrique 2N.
Apres injcnction de quelques gouttes du réactif de DRAGENDORFF, la présence d’alcaloides
se manifeste par le développement d’un trouble ou d’un précipite dans la bouteille.

e L[’amidon:
A 2g de poudre végétale on ajoute quelques gouttes d’Tode (12).Une coloration bleue violette
est obtenue en présence de 1’amidon.

e Lesterpenes:
Prendre 5ml d’extrait de 10%, mélanger avec Sml d’acide phosphomolybdique et Sml d’acide
sulfurique concentré H2SO4 (96%) (Gherib, 1988).

11.3. Etude de la toxicité aigue d’huile essentielle de Salvia officinalis sur le systeme

nerveux chez les souris :
Principe :

Sur le plan expérimental, la DLso est un parametre toxicologique qui caractérise la toxicité
aigue, c’est la dose létale qui entraine la mort de 50% des animaux (souris) a I’administration

de la substance.

La détermination de cette valeur est inspirée de la méthode de (Bahrens et Karber, 2005)
qui consiste a administrer, dose unique, a un nombre d’animaux (souris) constant répartis au
moins en 5 lots a des doses croissantes et en progression géométrique, la substance a tester de

facon a avoir un pourcentage de mortalité variant entre 0 et 100%.

Mode opératoire :

L’observation des effets toxiques sur les souris ainsi que le nombre de mortalité, se fait

pendant 24heures et au bout de deux semaines qui suivent 1’administration (Miller et

Tainter, 1944).
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L’étude toxicologique débute en testant la concentration maximale de 1’huile essentielle qui
peut engendrer une mortalité, et ce en essayant différentes doses d’huile essentielle de salvia

officinalis.

Diluer I’huile essentielle dans 1’huile de mais afin d’obtenir différentes doses (10, 20, 30 et

40%). L’administration a été effectuée par gavage.

Nous avons utilisé 4 lots de 4 souris chacun. Les souris sont de méme sexe et ont un poids de
20g. Les doses utilisées sont des dilutions décroissantes jusqu’a la valeur qui ne donne

aucune mortalité.

Nous avons suivi le taux de mortalité au bout de 14 jours.

La DLso est calculé d’apres Bahrens et karber cité par (Meyer et al., 2004) selon la formule
suivante :

(Meyer et al., 2004)
Ou:

a : Différence entre deux doses successives.

b : Moyenne de morts successives.

n : Nombre moyen des animaux par lot.

DLso< 5mg/kg : Produit hautement toxique.

DLso< 5000mg/Kkg : Produit faiblement toxique.

11.4. Etude des activités biologiques :

11.4.1. Etude de ’activité antioxydante :

But et principe :

Le but de cette étude est de déterminer le pouvoir antioxydant d’huile essentielle de Salvia

officinalis. 15
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Le principe repose sur la capacité d’huile essentielle a réduire les différents types de radicaux

libres. Pour cela nous avons réalisé trois tests selon la nature des radicaux libres.
e Préparation de la solution meére et les dilutions de I’huile essentielle :

Mode opératoire :

Comme premiére étape, 12mg d’huile essentielle sont solubilisés dans 3 ml d’éthanol absolu

pour avoir une solution mére de concentration égale a 4 mg/ml.

Les solutions filles choisies sont les suivantes :

0.04mg/ml, 0.1mg/ml, 0.16mg/ml, 0.2mg/ml a différentes concentrations mesurées:
20 pl ; 50 pl ; 80 pl ; 100 pl

e Réduction du DPPH par les substances anti radiculaires:

Principe :

Le principe se résume en la réduction du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazil par les
substances anti radicalaires. Le DPPH est un radical libre stable qui possede une coloration
violette foncée, une fois réduit, il devient jaune pale. Cette derniere est due aux molécules
responsables du pouvoir antioxydant présentes dans 1’huile essentielle. (Brand et al., 1995)
Le pouvoir antioxydant sera comparé par la suite avec des antioxydants de synthése a savoir
le butylated hydroxytoluene (BHT), butylated hydroxyanisole (BHA) et acide ascorbique (Vit
C). Tous les tests ont été réalisés avec 2 répétitions pour chaque concentration.

Cette capacité de céder les hydrogénes est mise en évidence par une méthode spectrométrique

en suivant la disparition de la couleur violette de la solution contenant le DPPH.

Mode opératoire :

La solution mere de I’huile essentielle a été préparée en choisissant différentes concentrations
(20, 50, 80, 100pl), ou chacune des dilutions est mélangée avec 1ml de 1’éthanol et 1 ml de la
solution de DPPH.

Apres une période d’incubation de 30min a température du laboratoire et a 1’obscurité ainsi
qu’a I’abri de 1’0, atmosphérique. La lecture a été effectuée en utilisant un spectrophotomeétre
UV-VIS a longueur d’onde de 517nm. [Fig 11, Annexe I]
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En parallele, des solutions éthanoliques d’antioxydants de synthése (BHT, BHA) et ’acide

ascorbique ont été préparées.
Calcul :

L’activité antioxydante qui exprime les capacités de piéger le radical libre est estimée par le
pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans 1’éthanol. Elle est donnée par la

formule suivante :

e e e e e - -

Abs T—-Abso E

E % DPPH = % 100 (Wang et al., 2002)

Abs T

~———————

Ou:
DPPH : Pourcentage du DPPH piégé ou taux d’inhibitions.
Abs T : Absorbance du témoin (solution de DPPH —blanc) en (nm).
Abs E : Absorbance de I’échantillon.
e Le test antioxydant par p- caroténe :
But et principe :

Le but est de protéger la dégradation de 1’acide linoléique ; plus 1I’absorbance est élevée, plus
la plante est oxydée (Jayaprakasha et al., 2001)
L’activité antioxydante de 1’huile essentielle a également été évaluée en mesurant 1’inhibition

de I’activité enzymatique résultant de I’oxydation de I’acide linoléique.

Mode opératoire :

Remplir les solutions diluées (filles) préparées avec différentes concentrations (10, 20, 50,

100 pl) remplir jusqu’a 2ml d’éthanol.

Dans des tubes a essai, nous avons prélevé 350 ul de chaque dilution, ajusté avec 2.5ml de
solution PB- caroténe, mélangé et passer dans le spectrométre UV- VIS a longueur d’onde de
490nm.

USDB | 2012-2013

15



Partie 11 Matériel et méthode

On incube les échantillons dans un bain marie pendant 2 heures a 50°C, puis on mesure une

autre fois sous le spectrométre UV-VIS dans la méme longueur.

En paralléle, on a préparé les antioxydants éthaloniques de synthése tels que la BHA, BHT,

VIT C, et on a suivit les mémes étapes.
Calcul :

L’activité antioxydante qui exprime la capacité de protéger I’absorbance de - caroténe est
estimée par le pourcentage de décoloration du - caroténe en solution dans I’éthanol. Elle est

donnée par la formule suivante :

. 1-(A Ab h
% B- caroténe = A(AT‘Z;:) x 100

- ——————
_———————

Ou:
B- caroténe : pourcentage de B- carotene

A Abs con = (Abs con to, — Abs con t?h ): Absorbance du témoin (solution de DPPH - blanc) en (nm).

A Abs ech = (Abs ech to — Abs ech t?h): Absorbance de I'échantillon
e Le test antioxydant par méthode de FRAP :
But et principe :

Ce test est considéré comme un test direct et rapide qui est utilisé pour mesurer le pouvoir des
antioxydants non enzymatiques, et pour déterminer I’activité antioxydante d’huile essentielle
étudiée (Decker et Welch, 1990).

Ce test est basé sur la réduction des ions [Fe (CN) ¢]3- a des ions de [Fe (CN) g]4- qui donne
en présence des ions Fe3+ une coloration bleue claire et on peut mesurer leur absorbance a
longueur d’onde A= 700 nm.

Mode opératoire :

e L’¢évolution de I’activité antioxydante d’huiles essentielle est comparée par rapport a la
VIT C, BHA et BHT, cela en tragant une courbe d’étalonnage (Zhiri, 2006),
(Michelline, 2009) et (Rakeshi et al., 2010).
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Préparer les solutions diluées a des concentrations différentes (40, 80, 160, 200 pl) chaque
solutions est introduite a I’aide d’une pipette dans des tubes a essai, suivis de 1’addition de
2.5 ml d’une solution K3Fe(CN) 6 (1%), 2.5 ml de solution tampon phosphaté. , puis ils sont
maintenus dans un bain-marie pendant 30 minutes a une température de 50 °C, laisser
refroidir et centrifuger pendant 10 min [Fig.12, annexel]. En suite, ajouter 2.5 ml d’acide
trichloracétique (TCA 10%).

Prendre de chaque tube 2.5 ml du surnageant et introduire dans un autre tube a essai puis
ajouter 1.25 ml d’eau distillée, 0.25 ml de la solution de FeCI3 (0.1 %) (Zhiri, 2006).
L’absorbance de chaque solution a été déterminée a 700 nm contre un blanc. Des solutions

ainsi préparées ont permis de tracer le courbe détalonnage des antioxydants synthétiques.

11.4.2. Etude de Pactivité anti-inflammatoire de I’huile essentielle de Salvia officinalis :

But et principe :

Il consiste a vérifier I’action inhibitrice des huiles essentielles de plantes sur un cedéme
provoqué par ’injection de carragénine 1% sous 1’aponévrose plantaire de la patte d’une
souris.

Cette ¢tude permet de comparer la réduction de ’cedéme plantaire aprés administration de

doses égales du produit de référence et du produit anti-inflammatoire a tester (Colot, 1972).

Mode opératoire :

Les souris sont répartis en 4 lots de 6 souris chacun, a savoir trois lots traités et un lot témoin,
les souris des 4 lots ont été mises a jeun pendant 18 heures avant I'expérimentation.

Le gavage a été réalisé a 1’aide d’une sonde gastrique [Fig 13, Annexe 1] (Ndiaye, 2006).
* Gavages de lots traités :

Lot E; : les souris sont gavées avec 0.5ml/20g de I’huile essentielles diluée a 2%.
Lot g, : Souris gavées avec 0.5 ml/20g de I’huile essentielles diluée a 4%.
Lot g3: Souris gavees avec 0.5ml/20g de diclofenac (produit chimique sous forme
de médicament).

* Lot témoin :

Témoin : Gavage de 0,5ml/20g d’eau physiologique.
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Figure 14 : dispositif pour I’activité anti-inflammatoire.
(Original, 2013).

- lheure apres gavage du traitement, injecter 0,02ml de la solution de carragénine a 1% sous
I’aponévrose plantaire de la patte arriére gauche de chaque souris [Fig 15, Annexe 1]

- Aprés P’injection, mesurer chaque 30min, 1’épaisseur des pattes jusqu'a disparition des
cedémes, 1’épaisseur de la patte est effectué a I’aide d’un pied a coulisse. [Fig 16, Annexe 1]
Calcul :

Le calcul du pourcentage de I’épaisseur de la patte traitée est effectué par rapport a I’épaisseur

de la patte témoin par la formule suivante :

L'importance de 1'cedéme a été appréciée par la détermination du pourcentage d'augmentation

du volume de la patte (% AUG) de la souris.

- e e e e

Ou:
%AUG : Pourcentage d’augmentation.
Vt: Volume de la patte au temps t.

Vo : Volume initiale de la patte.

L'activité anti-inflammatoire a été évaluée grace au calcul du pourcentage d'inhibition de

I'cedeme (% INH).

%AUG témoin—%AUGtraité |
%AUGtémoin E

%INH =

(Ndiaye, 2006).

-_———-—
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Oou:
%INH : pourcentage d’inhibition de la patte.
%AUG gmoin : pourcentage d’augmentation de la patte de lot témoin.

%AUGy,i : pourcentage d’augmentation de la patte de lot traité.

11.4.3. Etude de ’activité hypoglycémiante de I’huile essentielle de Salvia officinalis :

L’étude a pour but d’évaluer I’effet hypoglycémiant de 1’huile essentielle de Salvia
officinalis. 1l est mené conformément a la méthode de, (Lawson et al., 1997) , (Keita et al.,
1998) et celle de (Halmi, 2012). Les lapins sont soumis a jedn non hydrique préalable de 18h

avant I’expérimentation.

Mode opératoire :

- Pour appliquer les traitements, les lapins sont répartis en 5 lots de 2 lapins :

v' Lots témoins :
Lot 1: c’est le lot témoin constitué de lapins ayant recu uniquement 2g/kg de poids
corporel de glucose par voie orale.
Lot 2 : c’est le lot témoin constitué de lapins ayant recu uniquement 2ml/kg de poids
corporel d’huile végétale par voie orale.

v’ Lots traités :

Lot 3 : les lapins de ce lot ont subi un traitement a base d’huiles essentielles de
Salvia officinalis avec une dose de 2.5 % de poids corporel.
Lot 4 : les lapins de ce lot ont subis un traitement a base d’huile essentielle de
Salvia officinalis avec une dose de 5% de poids corporel.
Lot 5: les lapins de ce lot ont recu 4mg/kg de (Glibenclamide a 5 mg) administré 2h
avant 1’épreuve d’hyperglycémie provoquée par voie orale, ceci, afin de faire
coincider le moment de P’activit¢é maximale hyperglycémiante de la surcharge en

glucose (4ml du glucose), ce lot constitue le lot référence.

Toutes les doses sont administrées 15 min avant ’administration de la surcharge en glucose.

- Le gavage est effectué a I’aide d’une seringue munie d’une sonde cesophagique.
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La glycémie est déterminée par glucometre a bandelettes en utilisant un glucomeétre de type
«Accu Chek Active » [Fig 17, Annexe 1]. A cet effet, une goutte de sang est prélevée a la
veine marginale de ’oreille gauche de chaque animal toutes les 30 min, et déposée sur la
bandelette au niveau de la zone «test » du glucometre. Le taux de glycémie est affichée 45
sec apres le dépdt de la goutte de sang. Ce taux est suivi pendant 210min, soit 3,5h apres

I’épreuve d’hyperglycémie provoquée par voie orale.

11.4.4. Etude de P’activité antimicrobienne sur I’huile essentielle de Salvia officinalis :
But et principe:

Le but repose sur I’évaluation de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles.

Le principe consiste a estimer 1’inhibition de la croissance des micro-organismes mis en
contact avec différents extraits, par la méthode de diffusion sur milieu gélosé, en utilisant

des disques absorbants.

Mode opératoire :

A partir d’une culture bactérienne jeune de 18 heures, on réalise des suspensions en mettant
quelques colonies dans 5ml d’eau physiologique stérile, pour avoir une solution de 0.5 Mac

Farland.

A partir d’une culture fongique jeune de 48 heures, on réalise des suspensions en diluants
quelques colonies dans Sml d’eau physiologique stérile pour avoir une solution de 2 Mac

Farland.

Sur des milieux de culture déja préparés (Sabouraud pour les levures et Muller Hinton pour
les bactéries), I’ensemencement est fait par écouvillonnage en couvrant toute la surface de la

gélose contenue dans la boite de Pétri.

A I’aide d’une pince stérile, on préléve un disc et on I’imbibe avec 25 pl d’huile essentielle ou
I’extrait méthanolique (une quantité de 500mg d’extrait par/ disc/). Ce dernier est déposé a la
surface de la gélose, on laisse diffuser sur la paillasse pendant 30min, puis on incube a 37°C
pendant 24 heures pour les bactéries et a 25°C pendant 48 heures pour les levures.
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11.5. Outil statistique :

La comparaison des pourcentages moyens d'augmentation et d'inhibition
inflammatoire a été faite avec un test (ANOVA) complété a test de Dunnett, a été
appliquée pour les évaluations statistiques des resultats par le logiciel

STATISTICA 6, une différence significative est représentée par un p < 0,05.
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I11.1. Résultats :

I11.1.1. Résultats de I’étude phytochimique :

111.1.1.1. Détermination du teneur en eau :

Les résultats de la détermination du teneur en eau sont consignés dans le tableau 111 :

Tableau 111 : Teneur en eau de la plante
/ Poids initial en (g) | Poids final en (g) Teneur en eau
Salvia officinalis 5¢ 1.50 70%

Nous constatons que la teneur en eau est de 70%. Ce résultat est conforme aves les normes de
la Pharmacopée Européenne, (2007), que 100ml/kg est déterminé sur 20g de feuilles de
sauge officinale.

111.1.1.2. Détermination du rendement en HE :

Aprés une extraction pendant 3 heures par hydrodisillation a 1’aide d’un clevenger, nous
avons mesuré le rendement en huiles essentielles ; les résultats obtenus sont regroupés dans le
tableau IV :

Tableau 1V : Rendement en huile essentielle

Masse vegétale (g) | Masse de I’HE (g) | Le rendement en %

Salvia officinalis | 100 g 1.02g 1.02%

Nous avons obtenus un rendement en HE de 1.02%, le rendement des huiles essentielles est

extrément faible lorsqu’il est inférieur a 1.
111.1.1.3. Caracteres organoleptiques :

Les caracteres organoleptiques des huiles essentielles de Salvia officnalis sont présentés

dans le tableau V :
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Tableau V : Caractéres organoleptiques des HE du Salvia officinalis.

couleur odeur aspect
Salvia officinalis | Jaune péle Aromatique, liquide
piquante

Aprés extraction nous avons obtenus une huile essentielle liquide de couleur jaune pale avec

une odeur piquante, aromatique et une densité inférieur a la densité de 1’eau.

111.1.1.4. Caractéristiques physico-chimiques des HE :

Les propriétés physico-chimiques telles que : le pouvoir rotatoire, 1’indice de réfraction,
I’indice d’acide, I’indice d’ester, 1’indice de peroxyde....ect, constituent un moyen de
vérification et de controle de la qualité de 1’huile essentielle. Ces essais sont déterminés selon
un protocole précis et obéissent a des normes édictées par la pharmacopée européenne. Ainsi,
nous avons reporté dans les tableaux V1 et VII les résultats des caractéres physico-chimiques
de I’huile extraite. Confirmés avec celle de la Pharmacopée Européenne (2007) de sauge
d’Espagne (salvia lavandulifoliae aetheroleum), et comparable avec celui de (Fellah et al.,

2006) la sauge du Tunisie (Salvia officinalis).

A°) Caracteres physiques :
Apreés analyse et contrdle de I’huile essentielle, ce tableau récapitulatif fait apparaitre les
différents résultats des caracteres physiques :
Tableau VI : Résultats des analyses physiques

/ Indice de réfraction | Densité relative Pouvoir rotatoire

Les résultats obtenus | 1.467 0.9244 +11.05

e Densité relative

L’huile essentielle de sauge présente une densité de 0.92. Cette valeur est conforme a
celle donnée par la (Pharmacopée Européenne, 2007) dans I’intervalle [0.907, 0.932], et

aussi selon Fellah et al. (2006) qui ont obtenus une densité de 0.9268.
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e Indice de réfraction

L’indice de réfraction des huiles essentielles de la sauge est égal a 1.467, il est
conforme aux normes données par la Pharmacopée Européenne, (2007) dans I’intervalle
[1.465, 1.473], et aussi similaires aux résultats obtenus par Fellah et al. (2006) avec une

valeure égale a 1.468.

e Pouvoir rotatoire
Ce parameétre physique nous renseigne sur les composes responsables de la déviation
du plan de polarisation (composes chimiques ayant une asymétrie dans leur composition
chimiques). Le pouvoir rotatoire de I’HE de sauge trouvé est de + 11.05, conforme a la norme
de la Pharmacopée Européenne, (2007) qui a un intervalle [+7, +17], et aussi similaires au
résultat de Fellah et al. (2006) égale a + 16.3.

B°) Caracteres chimiques :
Apres analyse et controle de I’huile essentielle, les résultats des caractéres chimiques sont

rassemblés dans le Tableau VII :

Tableau VII : Résultats des analyses chimiques

Indice Indice Indice de | Indice de pH Karl- Miscibilité

d’acide | d’ester peroxyde | saponification Fischer a Iéthanol

Résultats | 1.139 7.067 0.98 8.206 3.39 0.21% Vmax=1ml
e Karl-Fischer

La teneur en eau dans I’huile essentielle de sauge est de 0.21%. Cette valeur est faible, elle
traduit la bonne qualité de I’huile essentielle étudiée.
e L’Indice d’acide
L’indice d’acide de I’huile essentielle de sauge est égale a 1.139.Cette valeur est
conforme aux normes de la Pharmacopée Européenne, (2007) qui signifie la valeur
maximale 2, et proche de la valeur donnée par Fellah et al. (2006) de 1.41.
e Indice d’ester
L’indice d’ester de I’HE de sauge est de 7.067. Ce résultat est conforme a celui de Fellah

et al. (2006) qui avance une valeur de 8.22.
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e Miscibilité a I’éthanol

L’HE de sauge est miscible & un volume maximal égal a 1 ml, conformémant aux valeurs
de la Pharmacopée Européenne, (2007), qui indiquent 1 ml a 1’éthanol 80%.

e pH:
La valeur du pH est de 3.39 qui signifie que I’huile essentielle est acide et elle est conforme
avec celle de Fellah et al. (2006) égale a 3.3.

111.1.1.5. Analyse de I’huile essentielle de Salvia officinalis par CG/MS :

L’analyse de I’HE de Salvia officinalis par GC/MS a révélé la présence de 25 composées
chimiques [Fig 18, Annexe V], dont 5 sont majoritaire présentés dans (Tableau VIII) ci-

dessous :

Tableau IX : les composés majoritaires de I’HE

Temps de rétention (mn) | Noms de la molécule Structure chimique
6.10 a-longipinene CisHos
8.14 Lepidozéne CisHag
8.26 Dimethyl cyclohexéne CoH14
13.8 Aromadodréne CisHo4
14.02 Silene CisHa4

Nous avons constaté que I’HE de la Salvia officinalis est tres riche en sesquiterpenes, avec
ine abondance de 4 composés majoritaires, en revanche, les monoterpenes identifiés dont

certains sont sous forme de traces.
I11.1.1.6. Screening phytochimique de la plante :

La caractérisation phytochimique de la plante a pour but, de mettre en évidence la présence
ou I’absence des métabolites Secondaires. Les résultats sont rassemblés dans le tableau VI1II
+++ : Fortement positif

+: faiblement positif
++ : Positif

- : négatif
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TableaulX: Résultat du screening phytochimique

Salvia officinalis

Les glucosides +++
Les tanins F++
Les flavonoides +++
leucoantocyane +
mucilage -
Les saponosides +++
Les alcaloides F++
Les amidons -
Les terpénes ++

Le test phytochimique réalisé sur la poudre et ’infusé de Salvia officinalis, révele la

présence de plusieurs familles de composés.

Ces résultats montrent que la plante est tres riche en tanins ; flavonoides ; saponosides ;

glucosides et alcaloides (fortement positif), on note aussi la présence des terpénes, et

leucoantocyane.

111.1.2. Etude de la toxicité aigue des huiles essentielles de Salvia officinalis :

Nous avons pris 4 lots de 4 souris de méme sexe a différentes doses (10% ; 20% ; 30% ;

40%). L’administration des huiles essentielles de Salvia officinalis a été faite par voie orale.

Nous avons reportés les taux de mortalité dans le tableau suivant :

Tableau X : Résultats de la toxicité aigue de 1’huile essentielle de Salvia officinalis.

lots | Doses (%) | Nbr de souris | Nbr de mortalité | Taux de mortalité
01 10 4 0 0%

02 20 4 2 50%

03 |30 4 3 25%

04 40 4 4 100%
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D’aprés les résultats obtenus, nous avons observes des mortalités importantes jusqu'a la
dose 20% de traitement a base d’huile essenticlle de salvia officinalis, nous notons ainsi, que
I’effet causé par 1’huile essentielle augmente avec la dose administrée.

L’existence de trois composants assez toxiques dans I’huile essentielle de Salvia officinais
(o, B-thuyone et camphre) est a I’origine d’accidents survenus lors d’ingestion de trop fortes
doses de ce produit. Selon Fellah et al., (2006) il est donc nécessaire de consommer avec
modération cette plante.

Pendant les 14 jours d’expérimentation, Nous avons remarqué et notés les signes

comportementaux qui agissent sur le systéme nerveux des souris :

» L’administration de I’huile essentielle a la dose de 10%, ne fait apparaitre aucun signe
pendant les 14 jours de traitement.

» L’administration de I’huile essentielle a la dose de 20%, provoque une forte agitation
suivie de la mort d’une des souris, au cours des premieres 30 min. Apres 2 heures un
deuxieme mort, et aprés 24 heures le retour a 1’état normal qui est observé pendant les 14
jours.

> A ladose de 30%, on remarque aussi une hyperactivité et une agitation soldée par 2 morts
pendant la premiére heure. Apres 12 heures, une troisieme souris décéde, et le retour a
I’état normal est atteint apreés un séjour.

> Eta40%, les souris étaient trés agitées et nous avons constaté 1’écoulement du sang a

travers la bouche. Aprés une période plus au moins lente les souris restantes sont mortes.
111.1.3. Résultats de I’étude des activités biologiques :
111.1.3.1. Activité antioxydante :

Nous avons réalisé trois méthodes pour 1’évaluation de cette activité sur I’huile essentielle de

Salvia officinalis :
e Test antioxydant par DPPH :

Le radical libre DPPH permet I’estimation du pouvoir antioxydant de I’huile essentielle de
Salvia officinalis. C’est un radical synthétique de couleur violette qui vire vers le jaune quand

il est capté. L’intensité de la couleur jaune refléte la capacité anti-radicalaire de cette huile.
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Figure 19 : Résultats du test antioxydant par DPPH.

Nos résultats exprimés en tant que pourcentage de I’activité anti-radicalaire, révélent que
I’huile testée ainsi que le BHA et BHT pris comme référence, sont des anti-radicalaires.
[Fig 19]

Il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation
de la concentration des dilutions soit pour les standards ou pour I’huile essentielle de Salvia
officinalis.

Nous avons remarqué que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour le BHA et BHT
est supérieur a celui de I’huile essentielle pour toutes les concentrations utilisées.

Pour une concentration de 100ul, I’huile essenticlle a révélé une activité faible égale a
16.37% loin de celui de la BHA qui est de 97.86% tandis que celui du BHT est de 78.97%.

e Test antioxydant par B- caroténe :

L’absorbance de I’acide linoléique peut estimer 1’activité antioxydante de p-caroténe.
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Figure 20 : Résultats du test antioxydant par - carotene.

Une diminution moins importante de 1'absorption de f-caroténe indique un taux
d'oxydation de I'acide linoléigue avec une activité antioxydante plus élevée en présence des

huiles essentielles.

L’huile essentielle de sauge présente une activité trés importante par apport aux antioxydants
synthétiques (BHA, BHT)

e Test antioxydant par la méthode FRAP :

Le pouvoir réducteur présente I’aptitude d’une substance a transfert d’un électron sur une
autre substance et a prévenir de la sorte le phénoméne de peroxydation des lipides, jouant
ainsi le role d’antioxydant.

Nous avons remarquee expérimentalement, le changement de couleur instantanément du
jaune pale au vert foncé.

L’examen des résultats de ce test montre une fois encore que les huiles essentielles
présentent des activités réductrices moins importantes par apport a 1’évaluation des
antioxydants de référence tels que la VIT C, BHT et BHA.

Nous avons tracés des courbes représentants la variation du pouvoir réducteur exprimant

1I’absorbance en fonction de la concentration molaire [Fig 21et Fig22].
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Figure 21 : Résultats de I’absorbance des huiles essentielles
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Figure 22 : Résultats de ’absorbance des antioxydants de références

Les résultats de I’activité réductrice exprimés, montrent clairement que le pouvoir de

réduire Iion Fe*® est plus intéressant (le potentiel antioxydant le plus fort) dans les produits

de référence tels que la VIT C, BHA et BHT. Par contre, I’huile essentielle de Salvia

officinalis montre un pouvoir réducteur faible.
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111.1.3.2. Activité anti-inflammatoire :

Notre étude avait pour but d'évaluer I'activité anti-inflammatoire de Salvia officinalis. Les
expeériences ont été réalisées sur le modele de I'oedeme aigu de la patte de souris induit par la
carragénine 1%. Nous avons testé les huiles essentielles de S.officinalis, a la dose de 2% et
4% en administration par voie orale. Les résultats obtenus ont été comparés a ceux du
Diclofénac, et un contr6le par 1’cau physiologique.

Aprés administration per os de I'eau physiologique, la carragénine 1% entraine une
augmentation significative du volume de la patte de souris a 17,33% ; 23,46% ; 9% ; 17% ; 13% ;
5% ; 5% ; 5% respectivement a 30min, 60min, 90min, 120min, 150mn, 180min, 210min
(Tableau X, Annexe I11).

L'administration de Diclofénac a la dose de 50 mg/g per os prévient de facon significative
I'augmentation du volume de la patte de souri. Elle est de 9.6% directement aprés 1’injection
du carragénine, et le retour direct a la taille initiale (0% d’augmentation) dans I’intervalle
[30min, 210min] (Tableau XI, Annexe I11).

L'administration per os de I’huile essentiellle de S.officinalis a 2% prévient de facon
significative I'eedéme aigu de la patte de souri au bout de 210min (% AUG respectifs de

9.26% ; 3.7% ; 0%) (Tableau XII, Annexelll).

Des résultats similaires ont été obtenus avec la dose de 4%. En effet, l'augmentation du

volume de la patte des souris n'est que de 9.43% ; 6.41% ; 0% (Tableau X, Annexelll).

— 01
S
A 0,
S 0,08 =@=HE 32%
<
HE a 4%
0,06
=>¢=Diclofénac
0,04
0,02
0 t (min)
\{/Q {\\QQ/ ((\\Q ({\\(\ 6’\\(\ (&Q 6’\\(\ \(.\Q 6’\\(‘
NN S S S SO SN
AP P NN N 0t
& © oo X
AUG: % d'augmentation de I'oedéme
t:temps

Figure 23 : Résultat du pourcentage d’augmentation de la patte des souris.
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L'évaluation du pourcentage d'inhibition montre que 1’huile essentielle de S.officinalis
posséde une activité anti-inflammatoire. A la 1% heure, I'huile essentielle & la dose de 2% et
4% montre respectivement un pourcentage d'inhibition de (84.23%et de72.67%) proche de
celui de Diclofénac & la dose de 50 mglg (60.18%) dans la 1% 30min. A la 210 min nous
avons noté une activité anti-inflammatoire identique de I’huile essenticlle a la dose de 2% et
4% (% INH respectifs de 1%).
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Figure 24 : Résultats du pourcentage d’inhibition d’cedéme dans les pattes des souris

Il ya donc une réduction de 1’cedéme, avec une différence hautement significative égale a
0.000012 (p<0.05) entre le traitement standard et I’HE, par rapport au témoin (eau
physiologique) regroupée dans le (Tableau X1V, Annexelll). Ces résultats sont confirmées
par des tests statistiques, ANOVA complété  par un test de Dunnet, qui présente une
différence hautement significative entre le témoin (eau physiologique), et HE a 2% égale a
0.000023, HE a 4% égale a 0.000031 et le traitement standard Diclofénac 0.000163, p<0.05.

111.1.3.3. Activité hypoglycémiante :

Notre étude a pour but d’évaluer 1’activité hypoglycémiante, nous avons utilisées 5 lots
différents, deux doses de I’huile essentielle de Salvia officinalis a 2.5% et 5% comparés a

ceux du glibenclamide 5mg et un contrdle avec 1’huile végétale et enfin un lot t€émoin ne
USDB | 2012-2013
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contenant que du (D *) glucose. L administration par voie orale sur les lapins albinos de sexe
mélangé est de 2ml / kg du traitement.
Les résultats obtenus sont regroupés dans le [Tableau XV, Annexe I11] et illustrés par la [Fig

25].

< 18
X0
2 16 —
14 - ¥ o—glucose
1,2 y == Hea5%
1 V/}% He 4 2,5%
0,8 glibenclamid
0,6 = HV
04
0,2
0 t (min)

t=0 t=15 t=30 t=60 t=90 t=120 t=180

Tg: taux de glucose
t: temps

Figure 25 : Résultats de I’activité hypoglycémiante de 1’HE de Salvia officinalis.

> Lot 1: (Lot témoin : glucose) :
- L'administration de 2g/kg de glucose entraine en 30 minutes une augmentation significative
de la glycémie allant jusqu'a 1.31.
- & la 60e minute, la glycémie continue d’augmenter jusqu’a 1.45.
- & la 90é minute, elle amorce une baisse.
a la 120e minute, la glycémie est a 1.16 soit une baisse de 88% par rapport a la 30é minute.
> Lot 2 (huile végétale) :
L’administration de I’huile végétale entraine une augmentation significative du taux de
glycémie pouvant aller jusqu’a 1.55 a la 30¢ minute.
De la 60¢ minute jusqu’a la 180¢ minute, les valeurs sont presque les mémes, une baisse
trés peu significative de la glycémie est égale a 1.47.
» Lot 3 (glibenclamide 10mg) :
- 10 mg de glibenclamide provoque des la 30é minute une baisse considerable de la glycemie,

de 91% par rapport au lot témoin.
USDB | 2012-2013
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- & la 60e minute, la baisse est de 77% par rapport au lot témoin
- a la 90e minute, les lapins sont en état d'hypoglycémie avec une baisse de 61% par rapport
au lot témoin.
- Cette hypoglycémie perdure a la 120é minute (91% de baisse de la glycémie par rapport au
lot témoin).

> Lot 4 (huile essentielle a 2.5%) :
- 2.5% de I’huile essentielle abaisse la glycémie de 91% par rapport aux lapins soumis
uniquement a la surcharge de glucose a la 30é minute.
- & la 60e minute, lI'action est la méme qu'avec le lot témoin, elle est égale a 76%.
- a la 90é minute, elle est encore presque égale a celle du témoin.
- a la 120e minute, nous observons que la baisse de la glycémie est continue par rapport au
témoin a 87%.

» Lot 5 (huile essentielle a 5%) :
- 5% de I’huile essentielle abaisse considérablement la glycémie de 91% par rapport au
témoin a la 30é minute.
- a la 60e minute, la baisse est peu significative; elle est de 76% par comparaison au témoin
- & la 90é minute, elle est de 0.93 cela veut dire une diminution du taux du glucose allant
jusqu'a 66%.
- a la 120e minute, la glycémie est de 110 mg/lI0 ml, ce qui équivaut a une augmentation de

87% par rapport au lot témoin.

111.1.3.4. Activité antimicrobienne :

L’estimation de 1’activité antimicrobienne est basée sur une échelle de mesure mise en
place par Keshavarz et al. (1996). Ils ont classé le pouvoir antimicrobien, en fonction des

diameétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne, en 04 classes :

Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a 28mm.
Modérément inhibitrice lorsque le diametre de la zone varie entre 16 et 28 mm.
Légerement inhibitrice lorsque le diametre de la zone varie entre 10 et 16mm.

Non inhibitrice lorsque le diametre d’inhibition est inferieur 10mm.

Le tableau XVI et la figure 26, extrapolent les resultats obtenus relatifs aux diamétres des

zones d’inhibition révélés par I’huile essentielle en utilisant le test de I’aromatogramme :
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Tableau XVII : Résultats de I’activité antimicrobienne (diffusion en mm par disque)

Les souches utilisées

Diamétre de la zone

d’inhibition en (mm)

Classement/interprétation

Escherichia coli ATTC 10536 20 Modérément inhibitrice
Bacillus subtillus ATTC 6633 27 Modérément inhibitrice
Staphylococcus aureus ATTC 16 Légerement inhibitrice
6538/P

Staphylococcus epidermidis ATTC 0 Non inhibitrice
Sallmonella sp 0 Non inhibitrice
Pseudomomonas aeruginosa 0 Non inhibitrice
Sarcina lutea 15 Légérement inhibitrice
Candida albicans ATTC 10231 13 Légérement inhibitrice
shigella flexineri 0 Non inhibitrice

Au regard de ces résultats, nous observons que 1’huile essentielle a inhibé la croissance de

plusieurs souches bactériennes Escherichia coli, Bacillus subtillus, Stapylococcus aureus,

Sarcina lutea et une souche fongique telle que Candida albicans.

En ce qui concerne les souches Salmonella sp, Pseudomomonas aeruginosa et shigella

flexineri, I’HE de sauge n’a eu aucun effet inhibiteur.

Bacillus subtillus

Candida albicans Staphylococcus aureus

Zone d’inhibition

USDB | 2012-2013



Partie Il Résultats et discussions

Escherichia coli Schegilla flexineri Psudomonas aeroginosa

Figure 26 : Résultats de I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de Salvia officinalis

(Original, 2013)
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Le monde des végétaux est plein de ressources et de vertus, d’ou ’homme puise non
seulement sa nourriture mais aussi des substances actives qui procurent souvent un

bienfait & son organisme, tels que les huiles essentielles.

Pour I’étude des activités biologiques de I’huile essentielle de Salvia officinalis, nous
avons passé en revue la littérature scientifique existante sur la plante. Nombreuses études
phytochimiques, pharmacologiques et toxiques ont été effectuées sur les différentes

parties de la plante comparées avec les résultats de nos recherches bibliographiques.

Pour ce qui est des travaux expérimentaux, nous avons effectué des analyses physico-
chimiques complémentaires pour mieux connaitre la nature, I’aspect, la densité,...etc. de
I’huile essentielle de Salvia officinalis, des tests pour connaitre les limites de toxicité de
I’huile essentielle et des tests biologiques pour évaluer les différentes propriétés

pharmacologiques, en rapport avec I’utilisation de la sauge en médecine traditionnelle.

Nous avons obtenus un rendement en HE de 1.02% légerement supérieur a celui de

(Mastelic et al., 2001) qui a obtenue un rendement de 1%.

Chalchat et al., (1998) ont montré aussi que le rendement des huiles essentielles de salvia
oficinalis obtenues par distillation pendant 3 heures dans un appareil clevenger est en
fonction du climat et ’origine de la plante : France (2.05%), Portugal (2.90%), Roumanie
(2.30%), ainsi qu’a Beloued qui a mentionné que le rendement de salvia officinalis peut

aller jusqu'a 2,5%.

Selon Mastelic et al., (2001) Cette variation du rendement peut étre attribuée non
seulement a I’origine de la plante, mais également a la période de la cueillette de la matiere
végétale, il est toujours faible en hiver et donne un maximum rendement en été ; la sauge
du Liban est entre 0.7-2.2% (Hilan et al., 2005), Tunisie entre 0.78-1.63% (Fellah et al.,
2006), Pakistan entre 0.25-1.98% (Hussain et al., 2011) et la sauge de Jordanie entre 1.18-
2.13% (Salameh et al., 2000).

D’aprés la Pharmacopée Européenne, (2008) 1’aspect de 1’huile essentielle de la sauge est
liquide, de couleur jaune-brun avec une odeur caractéristique. Par contre la sauge
d’Espagne est liquide mobile d’une couleur jaune pale avec une odeur rappelant celle du

camphre.
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Selon Hilan et al., (2005), les caracteres organoleptiques sont en relation avec la période
de cueillette; la sauge du Liban Salvia libanotica a un aspect liquide avec une couleur jaune

pale au printemps et jaune foncée en automne et odeur fortement cinéolique.

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir de 300 composés
différents, ces composés sont des molécules volatiles appartenant a la famille des terpénes
(Bakkali et al., 2008) qui sont soit des monoterpénes (myrcéne, a-pinéne, B-pinéne) ou des
sesquiterpénes (B-caryophylléne, a-humuléne), ils ont la méme origine métabolique, ces

composants majeurs déterminent les propriétés biologiques de I’HE (Kaloustian, 2008).

Selon Dorman et al., (2000) les sesquiterpenes sont des anti-inflammatoires, antibactériens
et antifongiques ; notamment aussi que, les monoterpenes sont des bactériostatiques,
herbicide, fongistatiques, et stimulant général (Lahlou, 2004) ; ainsi que les cétones tels
que (le thuyone) sont des antivirals, dépresseur a haute dose, neurotoxiques (Gherman et
al. 2000).

Les plantes accumulent une grande variété de métabolites secondaires tels que: les
alcaloides, terpénes, polyphénols, tous ces composés n’ont aucun réle dans le métabolisme
primaire de la plante ; mais ils sont responsables de diverses activités biologiques (Wichtl
et Anton, 2003).

Les études phytochimiques sur les extraits de feuilles de la sauge (salvia officinalis) ont
révélés la présence de nombreux composés bioactifs : glucosides, tanins, flavonoides,

alcaloides,...

Ces composés figurent dans la composition chimique de la sauge rapportées par (Beloued,
2005) et (Sijelmassi, 2008) et dont les plus abondants sont : les flavonoides, les glycosides,
les alcaloides, les saponines, des tanins, et aussi la présence des terpenes, et

leucoantocyane.

Ces composés phytochimiques, dont on a révélé la présence, sont connus par leurs effets
pharmacologiques et leur implication dans de nombreuses activités biologiques.

L’étude de la toxicité de 1’huile essentielle de la plante, indispensable pour une adaptation
de la tradithérapie a été réalisée pour situer les limites de tolérance des souris a Salvia
officinalis administré par voie orale, a des concentrations variables. L huile essentielle de la

sauge peut étre considérée comme étant « relativement dangereuse a haute dose ».
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Selon Laurent, (2007) la sauge n’a aucune toxicité aigue ou chronique signalée apres
emploi aux doses usuelles de son huile essentielle (jusqu’a 15 gouttes par jour).
Cependant la thuyone provoque non seulement un effet local irritant, mais également des
effets centraux psycho mimétiques, aprés sa résorption.

La DLso trouvée chez les souris égale a 0.45mg/g et la DLjgo 0.8mg/g ; donc I’huile
essentielle de la sauge est en relation avec le rapport dose/effet, nos résultats sont accord
avec ceux de Millet et al., (1979), qui a déterminé que la dose convulsive est égale a

0.3ml/g et elle devient mortelle a1.25ml/g.

La haute dose de I'huile essentielle de Salvia officinalis (a- thuyone ; - thuyone et
camphre) a été administrée par voie orale aux souris, ayant été trouvées mortes a la dose
de 40%. Durant les 24 heures, nous avons remarqués la mortalité des souris et une
neurotoxicité causée par une substance toxique a savoir la thuyone, qui est un cétone
neurotoxique (Arnac et al., 2008) et un cétone terpénique (Schanemberg et Ferdinaud,

1977). Ces résultats sont accord avec ceux de Fellah et al (2006).

Notre étude avait aussi pour but de tester in vitro I’activité anti- oxydante de 1’huile
essentielle de Salvia officinalis réalisée par trois différentes methodes : 1,1 diphenyl-2-
picrylhydrazyl(DPPH), la méthode de blanchissement de P-carotene et le systéme

réducteur ferrique.

L’activité anti radicalaire des huiles essentielles a ét¢ mesuré par un test DPPH « la
capacité de piégeage des radicaux libres ». Les résultats obtenus ont montrés un faible

piégeage des radicaux libres par comparaison a celui des antioxydants synthétiques.

Le pourcentage d’inhibition est de 16,37%, plus faible que celui de BHA et BHT
respectivement de 97,86% et 78,97%.

D’aprés Bozin et al (2006) , I’huile essentielle de Salvia officinalis et Melissa officinalis

ont montré un excellent piégeage des radicaux libres.

Selon Mimica Dukic et al (2003), les composés de piégeage les plus puissants sont la
B-thuyone, camphre, bornyle, et 1.8cineol et la meilleure activité de piégeage de 1’huile

esentielle de salvia officinalis, pourrait étre due au contenu élevée en cineol 1,8.

Le résultat obtenus dans I’activité de 3-cacoténe révéle que I’huile essentielle examinée

a empéché I’oxydation de I’acide linoléique avec un pourcentage de 60.63%, supérieure a
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celle de BHA=44.55% et BHT=54.95% ceci est comparable a celui de Hussain et al.,
(2008) qui ont montre une activité de 56.2%.

En fin, la capacité antioxydante basée sur 1’analyse de FRAP de huile essentielle de
sauge, montre une réduction moins importante par rapport aux antioxydants synthétiques,

comparables a celle rapportée par Wang et al., (2008).

En outre, la présente étude s’est consacrée a la recherche d’un éventuel effet anti-
inflammatoire a partir de 1’huile essentielle de Salvia officinalis. L’expérience a été
évaluée en mesurant 1’cedéme induit par Dl’injection de la carragénine a 1% sous
I’aponévrose plantaire de la patte postérieure droite de la souris. Cette substance provoque
un cedéme de la patte qui est décrit comme un événement diphasique, une phase initiale
observée durant la premiere heure qui est attribuée a la libération de I’histamine et de la
sérotonine, et une deuxieme phase de gonflement qui est due a la libération des
prostaglandines like (Crunkhorn et Meacock, 1971).

Les médicaments anti-inflammatoires interviennent en général en s’opposant a ’effet de
ces médiateurs chimiques, histamine, sérotonine, kinines et prostaglandines (Lindsey et
al., 1999; Attal et Bouhassira, 2000).

Par ailleurs, nos résultats montrent que I’inflammation est plus accentuée chez le lot
témoin qui n‘a recu aucun traitement, les souris prétraitées par le Diclofénac administré
par voie orale, marquent une réduction significative de I’cedéme des pattes droites
postérieures. Cette diminution du pouvoir inflammatoire de la carragénine serait attribuée
au pouvoir anti-inflammatoire du Diclofénac, un médicament anti-inflammatoire non
stéroidien qui inhibe la cyclo-oxygénase interviennent au sommet d’une cascade de
réaction aboutissent a la formation de prostaglandine (Chakou et al., 1984).in
(Douaouri, 2012).

D’aprés Kamatou et al., (2006) I’huile essentielle a montré une meilleure activité

anti-inflammatoire une fois comparées aux extraits dissolvants.

Les souris prétraitées par I’huile essentielle de Salvia officinalis respectivement a la dose
4% et 2%, présentent une activité inflammatoire maximale de 9.43% et 9.26%, 1’étude a
montré une inhibition (réduction) 72.67% et 84.23% en taille initiale de la patte
postérieure gauche, presque similaire a celle du traitement standard le Diclofénac 6.90%

avec une réduction de 60.18%.
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De ce fait, I’huile essentielle de Salvia officinalis réduit de fagon significative 1’cedéme de
la patte induit par la carragénine 1%. Elle a montré un effet anti-inflammatoire équivalent

a celui du Diclofénac, médicament standard.

En effet, l’activité hypoglycémiante de I’huile essentielle de Salvia offcinalis,
I’expérience a été effectuée sur des sujets sains (lapins albinos du sexe mélangé) en

provoquant une hyperglycémie par la surcharge du D- glucose.

Le diabéte est une maladie métabolique grave menagant, d’une maniére croissante, la santé
publique dans le monde. Elle touche environ 4% de la population mondiale (Kebieche, 2009).
C’est une pathologie chronique, caractérisée par une hyperglycémie. Lorsque la glycémie
mesurée a jeln, devient supérieure a 1,26 g/l, la personne est considérée comme diabétique.
Cette maladie est incurable, mais peut néanmoins étre traitée efficacement (Buysschaert et al.,
1999 ; Raccah, 2004).

Malgré 1’utilisation des hypoglycémiants comme drogues antidiabétiques, le diabéte et ses
complications constituent une grande problématique dans la prise en charge thérapeutique des
diabétiques et la réussite du traitement serait d’un intérét grandiose, malgré 1’avancée de
nouvelles molécules thérapeutiques. Les médicaments modernes, y compris l'insuline et les
hypoglycémiants oraux (les biguanides, les sulfonylurées), leur administration réguliere
engendre des effets indésirables (Nissen et Wolski, 2007). Les diabétologues sont arrivés a
I’évidence d’un complément thérapeutique constitué par les extraits de plantes est nécessaire
pour optimiser le traitement du diabete (Bagchi et al., 1997 ; Kim et al., 2002 ; Jin et al.,
2008).

Nous avons effectué un test hypoglycémiant chez les lapins, le taux du glucose a été tres
élevé chez le témoin pendant les deux heures de ’expérience, en revanche les lapins
prétraités par ’huile essentielle de la sauge a la dose 2.5% et 5% montrent respectivement
une réduction significative du glucose au bout de la premiere heure, comparable a celles des
Oéme

produis chimiques (glibenclamide) qui a réduit le taux du glucose au bout de la 30" minute.

Enfin, I’activité antimicrobienne consacreée a 1’évaluation du pouvoir antimicrobien de
I’huile essentielle de la sauge par la méthode de diffusion sur milieu gelosé, a révélé que
I’huile essentielle posséde un pouvoir antibactérien sur Escherichia coli, Bacillus

subtillus, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea et antifongique sur Candida albicans.

USDB | 2012-2013



Parti 11l Discussion générale

En revanche ; I’huile essentielle n’a exercée aucun effet antibactérien sur Staphylococcus

epidermidis, Sallmonella sp, Pseudomomonas aeruginosa et shigella flexineri.

Les vertus antimicrobiennes des HE sont connues et utilisées depuis longtemps, mais
cette utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles (Carla et al,. 2000)et des
applications sans bases scientifiques précises. On note 1’étude faite par Chamberland en
1887 sur T’activité antimicrobienne des essences de cannelle, d’origan et de girofle
(Beylier-Maurel, 1976), et en 1919 Gatte Fosse a montré que le bacille de Koch était
détruit en 5 minutes par une émulsion a 1% d’huile de pin.

De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et rationnelles puisque de
nombreux travaux de recherche portent sur les propriétés antimicrobiennes des HE des
plantes aromatiques (Rhayour, 2002).

L’huile essentielle de la sauge a une activité antibactérienne trés puissante contre la

bactérie a gram positif, Bacillus subtillus avec une zone d’inhibition de 27mm.

De méme, une activité antifongique de I’huile essentielle de Salvia officinalis sur le
champignon Candida albicans avec une zone d’inhibition légérement inhibitrice de

13mm.

Nos résultats sont accords aves ceux de la sauge de Serbie, d’Egypte. Selon Pereda-
Miranda et al. (1992) et Farag et al. (1989) les huiles essentielles sont trés actives contre
les bactéries a gram positive (Bacillus subtillus, Staphylococcus aureus) par apport aux
bactéries a gram négative (Sarcina lutea, Salmonella sp

Yousef et Tawil, (1980), ont montré que les bactéries sont moins actives (Escherichia
coli) ou inactives (Pseudomomonas aeruginosa) avec une légere activité pour les
entérocoques, ainsi une activité fongicide modérée contre les champignons (Candida
albicans) d’aprés Ulubelen et al., (1996).

D’aprés Kustrak et Pepeljnjak, (1989) sur I’effet antimicrobien de la sauge, sont
indiquées que I’huile essentielle de Salvia officialis a une excellente activité grace a la

présence de 1-8 cinéol, cymeéne, le B- thuyone et le camphre.

A la lumiére de ces résultats, nous estimons avoir atteint nos objectifs, en effet, nous
avons pu montrer que I’huile essenticlle de Salvia officinalis est dotée de plusieurs

activités remarquables. De ce fait, il serait tres intéressant de réaliser des études

USDB | 2012-2013



Parti 11l Discussion générale

complémentaires sur cette plante et de rechercher les molécules actives responsables des

effets trouvés.
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Ce modeste travail, s’inscrit dans une dynamique visant a valoriser et préserver une plante
aromatique Salvia officinalis, tres utilisée traditionnellement par les populations locales

pour le traitement de certaines maladies.

Les méthodes et les techniques utilisées nous ont permis d’extraire les huiles essentielles
de séparer, et d’identifier quelques principes actifs, et d’étudier certaines activités
biologiques.

L’extraction par hydrodistillation, a ’aide d’un clevenger, a révélé un bon rendement égal
a1.02%.

Quant aux résultats des tests de toxicité aigué chez des souris, ils indiquent que les HE de
Salvia officinalis prises par voie orale, sont toxiques a haute dose, ce qui implique

impérativement une utilisation avec précaution.

Par ailleurs, I’huile essentielle de Salvia officinalis a montré une activité antioxydante
importante par la méthode de - caroténe par comparaison aux antioxydants synthétiques
BHA et BHT, modérée avec la méthode de FRAP et faible avec DPPH,

De méme, I’HE de Salvia officinalis posséde une activité hypoglycémiante modérée chez

les lapins, elle présente, en effet, une réduction modérément significative du glucose.

En outre, les résultats de I’activité anti-inflammatoire testés sur des souris en provoquant
un cedéme dans la patte postérieure gauche, ont révélé un effet inhibiteur hautement

significatif.

Concernant ’activité antimicrobienne nous avons constate que les huiles essentielles de
Salvia officinalis, présentent un effet inhibiteur sur la plupart des souches microbiennes
testees.

A la lumiere des résultats obtenus, il est capital de souligner que ce travail est
préliminaire. De ce fait, il nécessite des études approfondies concernant la composition
chimique de I’huile essentielle et les différents extraits de la plante, ainsi qu’une étude sur

la neurotoxicité afin de mieux connaitre les désordres structurels et fonctionnels.
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Matériel non biologique :

Verreries et accessoires : Réfrigérant

Pipette pasteur
Eprouvette
Boites de Petrie
Clevenger
Ballons (2000ml)
Bécher
Coton
Embouts
Fioles (50 — 125 -1000ml)
Gants
Micropipettes automatiques (20ul - 1000pl)
Papier aluminium
Seringues sans aiguilles (2ml)
Tubes a essais
Appareillages :
Agitateur vibrax
Balance pour animaux
Balance de précision

Centrifugeuse C-40

Spectrometre de masse UV- VIS
Hotte
Bain marie
Pied a coulisse
Etuve

Bec benzen

Réactifs et solution :
Eau distillé
Ethanol
Acide sulfurique
Acide chlorhydrique
Carragenine al%
Diclofénac
Réactif de Dragendorff

Réactif de glucose
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Figure 5 : Balance de précision (original, 2013) Figure 8 : Réfractomeétre (original, 2013)

Figure 9 : Ph métre. Figure 10 : La solution de DPPH.
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Figure 13 : Gavage des souris. Figure 16 : Mesure de la patte

Figure 15 : Injection de la carragénnine. Figure 17 : Glucométre.



Analyse de I'échantillon effectuée par chromatographie en phase gazeuse
Couplée a la spectrométrie de masse GC/MS

Chromatogramme de I'échantillon

La Sauge Sean Bl
Tl
100y @ { 0get?
;
%4 ; |
|
1
-~ itk
6.35 135 B8 8.3 10.3 1139 1239 1338 14.38
Spectre du pic a temp de rétention (RT) égal a 6.10 mn.
La Sauge 19 {6.096) Cm {19-(23+2))
2.98e0
1005 Al
% 18y 180 o0
o O el e T A Vi L B
884 WILEY 97511 ALPHA -LONGIPINENE $3 TRICYCLO[S.4.0.0(2 B)JUNDEC-9-ENE, 2,6 6, 3-TETRAWET!
119 Hit 1
1004 "
108 | 133
b
! '|""|""|""|'"'|""||'"'||'"'|'"'|""|""|""|""|""|""|""|'"'|'"'|""|""|""|' miz
12 f2 112 162 212 262 2 362 4132 462 512
Identification du pic @a TR= 6.10 mn par les bibliothéques du GC/MS
Hit REV campaound Name Farmula RS
1 ALPHA-LONGIPINENE 5§ TRICYGLO[S.4.0.002 3UNDEC-5-ENE, 2 6,6, 3-TETR  C15H24
2 Clil] 7-01 2-BUTADIENYL)BICYCLO[2 2 1JHEFTANE C11H1E 148
3 839 {1ALFHA 4 ALPHA. 4ABETA 5ALPHA BABETA)-DECAHYDROC-1 4 BA-TRIMET C15HZ4 204
4 839 (1AR4ASTRTAR TBE-1A2 4A5 6 77A TB-OCTAHYDRC-1,1 4 T-TETRAMETHY  C15H24 204
] 36 1-ALLYL-T-METHYLTRICYCLO[.1.0.0(2 TIHEFTAME C1THIE 148



Spectre du pic a temp de rétention (RT) égal & 8.14 mn.

La Sauge 423 (8.141) Cm (429-[435+366))

o5 4 B5eY
100 122 147 qpy 189204

7

' 75 ‘ ‘ 22223? 24 5?5 W5 35‘1 s ‘}28 454430 495
' T
Raa1 WILEY 57153 (-}LEPIDOZENE 36 (R, 7R}LEFIDOZA-1(10]E AE-DIENE
100 4 %19 it
7 B
AR,
D||||||||||||||||||||||||||||||||||‘|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||mﬂ

12 62 12 162 212 262 312 362 412 462 912

Identification du pic a TR= 8.14 mn par les bibliotheques du GC/MS

Hit REVW compound Mame Formula WA,
1 88 {-)-LEPIDOZENE §§ (B8R, TR)-LEPIDOZA-1 {1 0VE, 4E-DIENE 15H24 0
i ary DELTA-GURJUNEMNE C1aH24 204
3 it 4-METHYL-1-(3" 3-DIMETHYLBICYCLO[2. 2. 1JHEFT- 2-YLIDEME)PENT- 2-EME C1aH24 204
4 a6z EFIRO[A.5)UNDEC-2-EME, 3,7 T-TRIMETHYL-11-METHYLEME-, (+-)- (CAS) 88 { C1aH24 204
] aad ALPHA-GUAIENE C1aH24 204
Spectre du pic a temp de rétention (RT) égal a 8.26 mn.
La Sauge 446 (8.257) Cm (446-(451+436))
109 2.23e9
1004 138
" 13| 15 75
o] | 149 o 191205219 TRAE0GL 9% 314 3 354 % m 137 464
AERERERRE LAY IR RARE AR RN RN RN LR R IRRRRNREARE IRARRNRRN
R:929 WILEY 26523:1 4 DIMETHYLCYCLOHE}{ENE 4- CARBOKALDEHYDE
R7 Hit 1
100+ ] e
o ] 85 81| qp9lds
- 'uu o
D IIIIIII|IIII|I IIII|IIII|IIIIIIII|IIIIIIII|IIIIIIII|IIIIIIII|IIIIIIII|IIII|IIII|IIIIIIIm,|l‘Z
45 95 145 195 245 295 345 393 445
Identification du pic a TR= 8.26 mn par les bibliothéques du GC/MS
Hit REY compound Mame Farmula MY,
1 929 1 4-DIMETHYLCYCLOHEXENE-4-CARBOXALDEHYDE CAH140 18
2 924 1, 5-DIMETHYLCYCLOHEREME-5-CARBORALDEHYDE COH140 138
3 612 BUTYL-2-CYCLOPENTEN-1-ONE COH140 138
4 508 1-METHYL-5-ACETYLCYCLOHEXENE COH140 138
] 403 4-HYDROKY-T 8-DIHYDRO- BETA-IONOL C13H2402 211



Spectre du pic a temp de rétention (RT) égal a 13.80 mn.

La Sauge 1540 (13.793) Cm (1540-{1549+1493))

- 9310? 4 18l
] 79 107 11
wop T v 151177 188 25?272
o ! ra 2292“4‘ 2903053” pid 5 377 RN ig?
A RAARERERE T T
RG67 WILEY 97532 AROMADENDRENE 2
Hit 1
) 2991 106
1o 1913
eI
LN L L o o L L e L R L et AR L s s e ol

|
12 B2 112 162 212 262 a1z 362 417 462 512

Identification du pic a TR= 13.80 mn par les bibliothéques du GC/MS

Hit REV compound Mame Farmula WA,
1 a7 AROMADEMDRENE 2 C15H24

? gad BETA-SAMTALOL §F SANTALOL C1aHZ240 220
3 gad ALPHA FARMESENE C1aH24 204
4 847 {F)-{-)-CEMBREMNE C20H32 7
A 834 F-MEMTH-1-EN-8-0L §§ 3-CYCLOHEREME-1-ETHANOL, BETA. 4-DIMETHYL-{  C10H180 154

Spectre du pic a temp de rétention (RT) égal a 14.02 mn.

La Sauge 1584 (14.016) Cm (1564-(1590+1575))

1 1deg
100 . o
s PR B’ % 133 g o 15 25 % 50 S
¥ 1. o R PN
||| N AR |"' ARARARRARAS EERRY
R 903 WILEY 97308 SELIN-A7(11-DENE
4 Hit 1
100 1D5 133 151 189204
IR T
.
A |"''|""ll'"'|""|""|""|""|"''|"''|""|""|""|""|""|mJIZ
; 8 188 208 288 08 388 408 45 508

Identification du pic @a TR= 14.02 mn par les bibliothéques du GC/MS

Hit REY compound Mame Formula MY
1 403 SELIN-4,7{11)-DIENE 0

2 a0z EXC-5-130PROPENYL- 2-METHYLTRICYCLO(S.4.0.072 B)DECAN-T-ONE C14H200 204
3 ga9g (-} ALPHA-SELINEME C148H24 204
4 aae (2-METHYLCYCLOPENT-1-ERYL) (4, 4-DIMETHYL-3-OMOCYCLOPENT-1-ERYL) - C14H200 204
] aas LONGIBORN-S8-ENE C1aH24 204

Figure 18 : Résultats de I’analyse de la composition chimique de I"HE par CG/MS.
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Tableau XI : Résultats de I’effet anti-inflammatoire du le témoin (eau physiologique).

t= t= t= t=

N° souris t=0 | carragénine | t= 30min |t=60min |t=90min | 120min | 150min |180min |210min

souris
Eau n°1l 2,5 3,2 3,3 2,9 3 3 2,9 2,9 2,9
physiologique | souris

n°2 2,4 3 3,4 3,1 3,5 3,1 2,9 2,9 2,9

souris

n°3 2,9 3,1 3,2 2,9 3,2 3 2,9 2,9 2,9

souris

n°4 2,9 3 4 3,1 3,5 3,4 2,9 2,9 2,9

souris

n°5 2,9 3 3,1 3,1 3,1 3,1 2,9 2,9 2,9

souris

n°6 3 4,2 3,5 3,1 3,1 3,1 3 3 3

Tableau XI1 : Résultats de 1’effet anti-inflammatoire du médicament
t= t= t= t= t= t=

N° souris | t=0 carragénine | 30min | t= 60min |90min |120min | 150min |180min |210min

souris

n°l 2,8 3,1 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8
Médicament | souris

n°2 2,9 3,1 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9
(Diclofenac) |souris

n°3 2,9 3 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9

souris

n°4 3 3,1 3 3 3 3 3 3 3

souris

n°5 2,9 3,2 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9

souris

n°6 2,9 3,1 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9
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Tableau XI11 : Résultat de I’effet anti-inflammatoire a la dose de 2%.

N° t=0 carragénine |t=30min |t=60mi | t=90mi |t=120 |t=150min |t=180min | t=210m
souris n n min in
souris
HE a n°l 2,8 3 2,9 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8
2% souris
n°2 2,7 2,9 2,8 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7
souris
n°3 2,7 2,9 2,8 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7
souris
n°4 2,6 2,9 2,7 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6
souris
n°5 2,7 2,9 2,8 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7
souris
n°6 2,7 3,1 2,8 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7

Tableau X1V : Résultats de D’effet anti-inflammatoire a la dose 4%.

N° t= t= t= t= t=

souris t=0 carragéine | 30min | t=60min | 90min |120min | 150min |t=180min |210min

souris

n°1l 2,7 3 2,9 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7
HE a 4% souris

n°2 2,5 2,8 2,6 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2

souris

n°3 2,7 2.9 2,8 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7

souris

n°4 2,7 3 2,9 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7

souris

n°5 2,6 2,8 2,8 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6

souris

n°6 2,7 2.9 2,9 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7
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Tableau XV : Résultats statistiques de ’activité anti-inflammatoire.

Tests Univariés de Significativité pour Var4 (Feuille de données8)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése
SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine |213,6067 1/213,6067 6927,784 | 0,000000
"Var5" 1,5367 3 05122| 16,613 0,000012
Erreur 0,6167 20 0,0308
Test de Dunnett ; variable Var4 (Feuille de données8)
Probabilités pour les Tests Post Hoc (bilatéral)
Erreur : MC Inter =,03083, dl = 20,000
Var5 {3}
Cellule N° 3,4167
1 HE 2% ||0,000023
2 HE 4% (/0,000031
3 E,PHISIO
4 DICLO [{0,000163

Tableau XVI : Résultats obtenues de I’activité hypoglycémiante.

Avant Apres
glucose glucose glucose
t=0(a jeun) | t=15min t=30min t=60min | t=90min t=120 t=180
1- glucose
1,29 1,04 1,3 1,45 1,5 1,18 1,21
1,29 1,34 1,33 1,44 1,48 1,15 1,2
2- HE 5%
1,5 1,7 1,9 1,81 1,75 1,43 1,5
1,13 1,29 1,21 1,19 1,14 1,05 1,79
3- HE 2,5%
1,2 1,31 1,3 1,2 1,07 1,1 1,28
1,13 1,08 1,1 1 0,99 0,94 1,14
Daonil 5mg (gavage)
1,52| 1.36 1,24 1,10 0,86 1.14 1
glibenclamide
(gavage)
1,2| 1.10 1.15 1,12 0,9 1 0.75
HV
1,1 1,19 1,19 1,16 1,23 1,13 1,15
1,45 1,5 1,92 1,86 1,88 1,83 1,8
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< Préparation de la solution de DPPH :
Le DPPH est solubilis¢ dans 1’é¢thanol a raison de 4mg / 100ml, sous agitation

magnétique pendant 3heures a température ambiante. [Fig10]

< Préparation de la solution p- caroténe :
L’émulsion de I’acide linoléique est au préalable préparée comme suit :

0.5mg de B- carotene mélangée avec 1ml de CHCIl; + 25 pl d’acide linoléique+
200mg de tween 40, évaporation compléte de CHCHs; a 40°C dans I’eau distillée
saturée en oxygene, bien couvrir le mélange finale avec un papier aluminium(car la -

carotene est facilement dégradée avec la lumiere).

+« Préparation des solutions pour la méthode FRAP :
TCA 10% : 10g de poudre dans 100ml d’eau distillée.
Solution Tampon (Ph = 6.6) : KH;PO,4 + Na,PO,.

Fecls 2% :0.41663g de poudre dans 250ml d’cau distillée (laisser la solution a 1’abri

de la lumiére, car le Fecl; est dégradé au contact de la lumiére).

KsFe(CN) 6 : 1g de poudre dans 100 ml d’eau distillée.

¢ Préparation de la solution sucrée :
L’épreuve hyperglycémiant a été réalisée également par I’utilisation d’une solution
aqueuse de D" monohydrates pure (Cg Hi2 Og Ho O) pour la préparation de cette
solution nous avons dissout 50g de glucose dans 100 ml d’eau distillée pour obtenir

une solution aqueuse a 50% (Keita et al, 1998).

¢ Préparation des milieux de culture :
1. Mueller-HINTON gélosé (M-H) : (g/l) :

-Infusion de viande de beeuf .......... 0,2g
-Hydrolysat acide de caséine....... 17, 5g

-Amidon
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-Agar
pH=7,4
Autoclaver pendant 15min a 115°C.

2. Sabouraud gélose simple (SAB) : (g/l) :

-Néopeptone............... 10g

-Glucose........oovviiiinnn 20g

FAgar.. .o, 20g
pH=5-5,6

Autoclaver pendant 15min & 115°C

% Préparation des dilutions pour :
Etude de la toxiciteé :

e Aladose 10%: Apres ajustement:

10ml —» 100ml
0.2 ml HE + 1.80 ml HV

X — 2ml

e Aladose 20%:

20ml > 100ml

0.4ml HE + 1.6 ml HV

> 2ml

e Aladose 30%:

-
. 100ml
30ml —> . 0.6 ml HE + 1.4 ml HV
X > 2ml
/
e Aladose 40%:
\
40ml > 100ml 0.8 ml HE + 1.2ml HV
\
X —3 2ml
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Etude de Pactivité anti-inflammatoire:

e Aladose 2%:

2 ml » 100ml

0.06 ml HE + 2.94 m| HV

X — 3ml

e Aladose 4%:

4 ml 5 100ml

0.12 ml HE + 2.88 ml HV

X —» 3ml

Etude de ’activité hypoglycémiante:

e Aladose 2.5%:

2.5ml —» 100ml 0.2 ml HE + 7.8 ml HV

e Aladose5%:

5ml —> 0.4 mlHE+ 7.6 ml HV

HE : huile essentielle.

HV : huile végétale.
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