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Résumé

Cette étude a pour objectif de déterminer la composition chimique et d’évaluer ’activité
antioxydante et antimicrobienne de I’huile essentielle et I’extrait de la sauge (Salvia officinalis

L.) provenant de la région de Miliana exactement a Sidi sbae de la Wilaya de Ain Defla.

L’extraction des métabolites secondaires volatiles a été réalisée par hydrodistillation, a
donné un rendement de (Rne=0,8 %). L’extraction des composes non volatiles a été réalisée

par la méthode de macération (Soxhlet) a donné un rendement de (Rex=20.4 %).

L’analyse chromatographique par (CPG) montre la présence du a-thujone avec une teneur de
22,20% suivi de Camphre (14,48%), 1.8Cinol (14%), limonéne (13,10%), B-thujone (6,38%),
B-pinéne (4,75%), PB-cariophyllene (4,74%), et (3,18%) de a-humulene, camphéne



(2,88%), myrcene (2,54%) pinéne, (2,15%), accompagnés d’autres composés a des teneurs

relativement faibles.

Le dosage des composés phénoliques, flavonoidiques et tannins a été réalisée par les
méthodes spectrophotométrie au réactif de Folin- Ciocalteu, La méthode au chlorure
d'aluminium et la méthode de la vanilline acidifiée, les résultats de ce dosage (5,7 mg EAG/g,
9,5 mg EQ/g et 1,10 mg EC/g) respectivement.

L’activité antioxydant déterminée par le test DPPH a montré que ’HE a un fort d’activité anti

radicalaire par rapport d’extrait et I’acide ascorbique (IC50 plus bas donc ’activité plus haut).

L’¢étude qualitative antimicrobienne de cette huile essentielle et polyphénols s’ont avérées
intéressantes, du fait que nous avons obtenu la majorité des résultats positifs pour la majorité

des souches utilisées.

Mots clés : Salvia officinalis L., huile essentielle, polyphénol, Activité antioxydante, Activité
antibactérienne, DPPH, IC50, vanilline acidifiée, Folin- Ciocalteu, chlorure daluminium,
CPG.

Abstract

The objective of this study is to determine the chemical composition and to evaluate the
antioxidant and antimicrobial activity of the essential oil and the extract of sage (Salvia

officinalis L.) from the Miliana region exactly in Sidi sbae of the Wilaya of Ain Defla.

The extraction of the volatile secondary metabolites was carried out by hydrodistillation, gave
a yield of (RHE=0.8%). The extraction of the non-volatile compounds was carried out by the

maceration method (Soxhlet) gave a yield of (Rex=20.4%).

Chromatographic analysis by (CPG) shows the presence of a-thujone with a content of
22.20% followed by Camphor (14.48%), 1.8Cinol (14%), limone (13.10%), B-thujone
(6.38%), B-pine (4.75%), B-cariophyllene (4.74%), and (3.18%) of a-humulene, camphene
(2.88%), myrcene (2.54%) pineone, (2.15%), accompanied by other compounds has relatively

low contents.

The determination of the phenolic, flavonoid and tannin compounds was carried out by the

Folin-Ciocalteu reagent spectrophotometry methods, the aluminum chloride method and the



acidified vanillin method, the results of this assay (5,7 mg EAG/g, 9,5 mg EQ/g and 1,10 mg
EC/qg) respectively.

The antioxidant activity determined by the DPPH test showed that HE has a strong anti-
radical activity compared to extract and ascorbic acid (IC50 lower so the activity higher).

The qualitative antimicrobial study of this essential oil and polyphenols proved to be
interesting, due to the fact that we obtained the majority of positive results for the majority of
the strains used by the disk diffusion method. The results showed that the oil has antibacterial
capacity compared to the extract.

Keywords: Salvia officinalis L., essential oil, polyphenol, Antioxidant activity, Antibacterial

activity, DPPH, 1C50, acidified vanillin, Folin-Ciocalteu, aluminum chloride, CPG.
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Introduction générale

En Algérie, 'usage de plantes médicinales est une tradition des milliers des années. Les
premiers écrits sur les plantes médicinales ont été faits aux 1I'IXéme siécle par Isha-Ben-
Amran et Abdallah Ben-Lounés, mais la plus grande production de livres a été réalisée au
XVIléme et au XVIIIéme siecle. Méme pendant le colonialisme frangais de 1830 41962, les
botanistes ont réussi a cataloguer un grand nombre d’espéces médicinales. En 1942, Fourment
et Roque ont publi¢ un livre de 200 especes végétales d’intéréts médicinales. La plupart

d’entre elles sont du Nord d’Algérie et seulement 6 espéces sont localisées au Sahara [1].

Aujourd’hui, le secteur des plantes médicinales et aromatiques concerne
majoritairement des marchés tels que la parfumerie, la cosmétique, I’aromathérapie et
I’agroalimentaire et il est en constante progression. En Algérie, ce secteur est encore confus
contrairement au d’autres pays comme la Tunisie qui ont dans ce domaine un savoir-faire
plus affirmé et son développement passe d’abord par une meilleure connaissance de la

composition chimique des huiles essentielles [2].

La flore Algérienne est trés riche en especes végeétales susceptibles de fournir des
substances naturelles, des huiles essentielles et des ardmes originales et variées trés utiles
pour les industries agroalimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques, pour ce la nous sommes
intéressant pour une espece végetale tres répandue dans le bassin méditerranéen et tres utilisee

pour ses innombrables vertus thérapeutiques.

I1 s’agit de Salvia officinalis L. ou Sauge officinale. C’est une espéce de la famille des
Lamiacées, de 30 a 60 cm de hauteur, de tiges formant des rameaux quadrangulaires dressés
et velus, aux feuilles ovales et allongées, gris verdatre en raison d’une pubescence
cotonneuse sur la face inférieure, ont une odeur aromatique caractéristique et de petites fleurs

bleu violettes qui s’épanouissent en juin ou juillet.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est 1’étude
phytochimique et biologique d’huile essentielle et des extraits de la plante médicinale (Salvia
officinalis L.) de la méme famille (lameacea).Nous sommes également penchés sur
I’extraction des métabolites secondaires et étudions leurs caracteres physicochimiques, ainsi

I’étude de I’activité antioxydant et antibactérienne.

Notre travail est réparti en trois chapitres, le premier chapitre concernant I’étude

bibliographique consacré a des généralités sur les plantes médicinales, une étude sur la
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matiere végétale étudiée (Salvia officinalis L.), Leur propriétés thérapeutiques et leur différent
Usages, des travaux antérieurs, ainsi que leurs procédés d'extraction, cet apergu
bibliographique a été un support pour réaliser le deuxiéme chapitre qui est réservée a I’étude
expérimentale. Le troisiéme chapitre présente tous les résultats obtenus ainsi que leurs
discussions. Finalement, nous terminerons par une conclusion avec les perspectives

souhaitables.
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I.1. Les plantes médicinales :

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des milliers d'années par les étres humains et
constituent la base de la phytothérapie. La Pharmacopée francaise définit les plantes
médicinales comme des drogues végétales dont au moins une partie posséde des propriétés
médicamenteuses. Ces plantes peuvent étre utilisées a des fins thérapeutiques en raison de la
présence de substances actives spécifiques dans leurs organes [3]. Il est intéressant de noter
que certaines plantes médicinales peuvent également avoir des utilisations alimentaires,

condimentaires ou hygiéniques [3].

Une plante médicinale, contrairement a une plante classique contient au niveau de ses
organes, une ou des substances « principes actifs » pouvant étre utilisées a des fins
thérapeutiques un certain dosage de maniére précise [4]. Il est estimé qu'il existe plus de 33
000 plantes avec des propriétés médicinales dans le monde. Cependant, seules 2 000 a 3 000
de ces plantes ont été sérieusement etudiées sur le plan scientifique. Certaines sources
mentionnent méme qu'il existe environ 60 000 espéces de plantes médicinales, dont 26 000
sont bien documentées. Cela souligne le vaste potentiel de recherche et de découverte de

nouvelles plantes médicinales et de leurs utilisations thérapeutiques [5].
1.2.Familles des plantes :

Les plantes d'une méme famille ont des fleurs, des fruits et des structures de graines
similaires. La plupart des familles du régne végétal sont des angiospermes. Le nom de la
famille est souvent le premier niveau de classification des plantes lorsque I'on parle de plantes
spécifiques, car les problemes de ravageurs et les pratiques de gestion au sein d'une méme
famille peuvent étre similaires. Les trois plus grandes familles de plantes sont les Astéracées
(famille du tournesol), les Orchidacées (famille de l'orchidée) et les Fabacées (famille des
haricots), avec des estimations de 24 000, 20 000 et 18 000 plantes pour chacune d'entre elles.

Les noms de famille se terminent toujours par "-aceae" [6].

Les Asteracees Les urcniaacees
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Les Poacées les Lamiacées

Les Euphorbiacées Les Apocynacées
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Les Rosacées Les Cypéracées LesMalvacées

Figure 1.1: Quelques exemples parmi les nombreuses familles de plantes existantes.

1.3.La famille des Lamiacées :

Les Lamiaceae ou Labiatae est une famille importante appartenant aux angiospermes
dicotylédones. Ce sont des arbustes, sous arbrisseaux ou plantes herbacées comprennent dans
le monde 258 genres et 6970 especes. Elles se répartissent sur tout le globe, mais
principalement du bassin méditerranéen a 1’Asie centrale. Dans la flore de I’Algérie, les
Lamiaceae sont représentées par 28 genres et 146 especes, Certains genres sont de
détermination délicate en raison de la variabilité extréme des especes. Cette famille comporte
de nombreuses plantes exploitées pour les essences ou cultivées pour I’ornementation et la
plupart de ces espéces sont aussi bien utilisées dans la médicine traditionnelle que dans la
médecine moderne. La famille renferme de nombreuses especes économiquement importantes
soit par leurs huiles essentielles, soit pour leur usage condimentaires. Elles appartiennent

essentiellement aux genres « Mentha, Lavandula, Marrubium, Nepeta, Salvia et Thymus » [7].

La famille des Lamiacées contient une trés large gamme de composés comme les terpénoides,
les iridoides, les polyphénols, les flavonoides, les huiles essentielles et plus précisément les
courtes chaines des terpénoides qui sont responsables de I’odeur et la saveur caractéristique

des Lamiacées|[8,9].
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Lavande

Ocimum Thymus Salvia

Figure 1.2 : Principaux genres des Lamiaceées.

1.4.Genre Salvia :

Salvia vient du mot latin « Salvare », qui signifie : guérir, sauver. C'est considérer comme une
plante miraculeuse qui sauve la vie humaine [10]. Salvia (Sauge) est lI'un des genres les plus
importants des Lamiacées, comprenant pres de 900 espéces réparties dans le monde. Il existe
23 especes de Salvia en Algérie [11]. Le genre Salvia comprend des espéces annuelles,
bisannuelles ou vivaces. Comme les autres membres des Lamiacées, les tiges sont
généralement de forme quadrangulaire. Les feuilles sont généralement complétes mais parfois

dentées ou pennées. Les hampes florales portent de petites bractées inégales. Cette sauge se

K
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présente comme un arbrisseau vivace tres rameux, de couleur gris bleuté, due aux poils la

couvrant entiérement [12].

Salvia verbenaca (Sauge verveine)  Salvia fruticosa (Sauge arbustive) Salvia microphylla
(Sauge a petites feuilles)

Figure 1.3 : Certaines espéeces de Salvia se trouvent en Algérie.
1.5.Salvia Officinalis L (sauge):
1.5.1.Définition :
Salvia vient du mot latin "salvare”, qui veut dire «Guérir» [13]. Salvia officinalis L est une
plante aromatique et médicinale assez largement utilisée soit a I'état naturel, soit sous forme
d'extrait ou d'huile essentielle [10]. Elle est trés populaire et largement cultivée dans plusieurs
pays, essentiellement pour obtenir des feuilles seches pour les utiliser comme matiere

premiére en pharmacie et en industrie alimentaire [14].
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1.5.2.Historique :

D'apres la premiére histoire, une variété de sauge appelée : Chia, était cultivée par les
mexicains, les grecs, les romains et les arabes ont utilisé la sauge comme tonique et en
compresse contre les morsures de serpent. Au VIlleme siecle, les feuilles de la sauge ont été
roulées comme des cigarettes pour les fumer contre l'asthme et surtout au printemps [15].
C’est une plante sacrée des anciens. Utilisée en tisane depuis le Moyen-age, elle facilite la
digestion. On lui attribue aussi des propriétés antiseptiques, énergétiques et elle permettrait
méme de stimuler la mémoire [16]. Plusieurs appellations ont été données a la sauge. Selon
Ibn El Beytar, les andalous la nomment Essalma, qui ajoute qu’elle est appelée Salbia, par les
botanistes en Espagne. En Algérie, ils ont indiquée I’expression Souek Ennebi, Miramia

comme synonyme [17].

1.5.3.La dérivation du nom :

Le nom du genre Salvia vient du latin « salvare » qui signifie «sauver» et «Guérir» [17], est
due aux propriétés curatives de la plante, ce qui était autrefois celébré comme herbe
médicinale. Ce nom a été corrompu populairement Sauja et Sauge (la forme francaise), en

vieil anglais, 'Sawge," qui est devenu nom actuel de Sage [18].

1.5.4.Nomenclature :

v Noms Communs: Herbe sacrée, thé de Grece, herbe sage [19].
v/ Nom scientifique: Salvia Officinalis L.

v/ Nom francais: Calamenthe vulgare.

v/ Nom vernaculaire: Salmiya, Mrimra, Miramia.

v/ Nom anglais: Garden sage. [20]

v/ Nom arabe: Elmiramiya.

1.5.5.Habitat :

C’est une plante treés rependue dans le bassin méditerranéen ( sols calcaires) spontanée dans
les lieux arides , elle pousse sur les terrains les plus pauvre , méme s’ils sont pierreux , car elle
est peu exigeante et trés généreuse , elle aime I’ensoleillement , elle se cultive dans m’importe
quel potager comme plante aromatique et culinaire [21] . La Sauge est cultivée dans tout le
bassin méditerranéen, de I’Espagne a la Turquie et en Afrique du nord [22]. Elle est cultivée

dans les parcs et jardins comme plante ornementale [23].
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1.5.6.Description morphologique :
Salvia Officinalis L. Est un sous arbrisseau atteignant 0.50 a 1m de hauteur, vivace trés

ramifié et trés aromatique, devenant ligneux a la partie basale, dont les tiges forment des

rameaux quadrangulaires dresses et velus.

Figure 1.5.: Espéce salvia officinalis L.

Les feuilles sont opposées, rugueuses, aigués, finement crénelées, pubescentes grisatres, la
base du limbe est arrondie, simplement ou doublement auriculée. La forme et la grandeur des

feuilles varient selon leur position sur la tige. En général, elles ont de 4 a 10 cm de long et

jusqu'a a 2 a 4 cm de large (Figure 1.5).

Figure 1.6: Feuille du salvia officinalis L.

Les fleurs sont bleu-violacé clair en épis terminaux laches, disposées par 3 a 7en verticilles

espacés. Calice campanulé a 6 dents longues et corolle bilabiée supérieure en casque et levre

inférieure trilobée (Figure 1.6).
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Figure 1.7: Fleure du Salvia officinalis L.

Les fruits sont des graines marron (Figure 4) [24]. Floraison: Mars-Mai [25], Odeur fortement

balsamique et aromatique, Saveur aromatique, chaude, amére et astringente [26].

Figure 1.8: Graine du salvia officinalis L.
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1.5.7.Classification taxonomique :
Selon Quezel et Santa, La sauge suit la classification dans (tableau I.1).

Tableau 1.1: Classification taxonomique du salvia officinalis L. [11].

Régne Plantae

Division Magnoliophyta
Embranchement Spermaphyte
Sous —Embranchement Angiospermes
Classe Angiospermes
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Salvia
Espece Salvia officinalis. L

1.5.8.Description botanique :

La famille des Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiées (Labiatae) est une importante famille de
plantes dicotylédones qui comprend environ 6000 especes et prés de 210 genres, répandus
dans le monde entier, mais surtout dans la région méditerranéenne Elles sont reparties en sept
sous-familles (Ajugoideae, Chloanthoideae, Lamioideae, Nepetoideae, Scutellarioideae,
Teucrioideae, Viticoideae, Pogostemoideae). Ce sont le plus souvent des plantes herbacées,
des arbustes et rarement des arbres ou des lianes, producteurs d'huiles essentielles, largement
répandus autour du monde et dans tout type de milieux. La forme de levre de la fleur et la
présence d'huiles essentielles signent cette famille. Pour la plupart des genres, la section
carrée de la tige et les feuilles opposées sont aussi des caractéristiques. De nombreuses

especes de cette famille sont des plantes melliféres, fréquentées par les abeilles [27].

1.5.9.Propriétés thérapeutiques :

La sauge « réunit a un haut degré, écrit cazin, les propriété de la famille a laquelle elle
appartient » [28].

* Activité antioxydante: Les preuves provenant de plusieurs études suggeérent que S.O
posseéde de puissantes activités antioxydantes. Les constituants antioxydants les plus efficaces

de S.O sont le carnosol, acide rosmarinique et acide carnosique, suivis de 1’acide caféique, du

12
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rosmanol, du rosmadial, de la genkwanine et de la cirsimaritine. Outre 1’acide rosmarinique,
d’autres flavonoides de S. Officinalis en particulier la quercétine et la rutine ont de fortes

activités antioxydantes.

* Propriétés anti-inflammatoires et antinociceptives: la recherche de nouveaux agents anti-
inflammatoires et anti - nociceptifs avec des actions non désirées reste un sujet moins
attrayant. Des études pharmacologiques ont montré que S.O avait des effets anti-
inflammatoires et antinocicep4tifs. Parmi les différents extraits de S.O, le chloroforme montre
de plus une action antiinflammatoire, alors que I'extrait méthanolique et I'huile essentielle
démontrent une action faible. Les flavonoides et les terpénes sont les composés qui
contribuent le plus probablement aux actions anti-inflammatoires et anti nociceptives de la

plante.

* Effets anticancéreux et antimutagénes: L'activité anti tumorale potentielle de
S.Officinalis a éte étudiée sur plusieurs lignées de cellules cancéreuses et sur des modeles
animaux de cancer. Les terpenes et les terpénoides isolés de S.O, il a été démontré que le
caryophylléne et I’a-humuléne inhibent la croissance des cellules tumorales. Parmi les
flavonoides de S.O, I’acide rosmarinique été largement étudié pour ses effets anticancéreux. 11

inhibait la croissance de différentes humaines cellules cancéreuses.

* Effets cognitifs et améliorant la mémoire: De plus en plus de preuves suggerent que S.O a
des effets cognitifs et améliorant la mémoire. Des études chez I'animal ont montré que I'extrait
éthanoique de S.Officinalis augmente la rétention de mémoire des apprentissages dévotement
passifs chez le rat. L'extrait hydroalcooliqgue de S.O et son principal acide rosmarinique

flavonoide.

Améliorent la cognition chez le rat en bonne santé et préviennent les déficits d'apprentissage
et de mémoire induits par le diabéte. De plus, ’extrait hydro alcoolique de S.Officinalis

atténue les troubles de la mémoire induits par la morphine.

*Effets métaboliques: Des études expérimentales et cliniques ont confirmé les effets
bénéfiques de certaines plantes médicinales sur le métabolisme corporel, en particulier I'état
glycémique. Des études pharmacologiques récentes ont montré que différents extraits de
parties aériennes de S.O sont capables de diminuer la glycémie dans des conditions normales

et pour le diabete (anti diabétique) [29].

13
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1.5.10.Ecophysiologie de la sauge :
La sauge est cultivable jusqu’a 1800 m d’altitude ; elle supporte des climats et des sols tres
variés, au pH allant de 5 a 9. Le plant adulte résiste a la température de -10°C, mais il est

préférable de pailler le jeune plant [30].
1.5.11.Usage de la sauge :

Les sauges ont été employées comme des plantes a plusieurs propriétés pendant des

millénaires.
1.5.11.1. Usage traditionnel :

L’appellation latine démontre bien I’importance de la sauge dans la pharmacopée
traditionnelle. En effet Salvia en latin signifie gueérir et "Salvare™ qui veut dire sauver. Salvia a
toujours été considérée comme une plante magique qui sauve des vies humaines [31]. La
sauge est appliquée en gargarisme contre les inflammations de la bouche (les aphtes, les
gingivites, I’amygdalite et ['ulcere ...), les abces, et aussi pour la cicatrisation des plaies. Les
infusions de la sauge sont appliquées pour le traitement de plusieurs maladies comme la
circulation sanguine. Cette plante aromatique est employée dans la cuisine pour son godt
puissant légerement amer et camphré. Elle est utilisée dans la prise en charge de différents
problemes digestifs : ballonnements épigastriques, digestion lente, renvois et flatulences.
Aussi comme antibactérien, antiviral, anti tumoral, antispasmodique, antioxydant, calmante,

céphalique, fébrifuge, les traitements anti-inflammatoires et des troubles mentaux et nerveux.

Elle est également ajoutée comme désinfectant, cataplasmes et dans certains bains contre les
maladies de la peau d’origine mycosique et pour des raisons encore mystérieuse. Elle
semblerait efficace contre 1’asthénie consécutive a une maladie infecticuse, et contre

I’hypersudation nocturne, notamment lorsqu’elle est liée a la ménopause [32].
1.5.11.2. Usage médicinal et pharmaceutique :

e stimulant pour les gens anémiques,

e leurs effets antioxydants et leur capacité a améliorer la fonction «téte et cerveau», a
améliorer la mémoire, a stimuler les sens et a retarder le déclin cognitif associé a 1’age ; elle
est conseillée pour les personnes stressées et déprimées et les étudiants en période d'examen.

e clle est appliquée en gargarisme contre les inflammations de la bouche, les abcés et aussi
pour le nettoyage et la cicatrisation des plaies [15].et vu leurs activités antimicrobiennes et

astringentes, ces extraits entrent souvent dans la constitution des dentifrices [33].

14
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e utilisée pour traiter la bronchite aigué et chronique, la toux, I'asthme, I'angine de poitrine,
l'inflammation de la gorge, Au 18éme siécle, les feuilles de la sauge ont été roulées comme
des cigarettes pour les fumer contre I'asthme et surtout au printemps.

e Enplus, elle a une activité antispasmodique qui est utilisée lors des troubles digestifs :
Digestion difficile, renvois d’air, ballonnements (gaz intestinaux). Elle a une action relaxante
sur les muscles de I’estomac et des intestins En agissant sur la sécrétion de la bile, elle facilite
la digestion des aliments gras.

e Les grecs, les romains et les arabes ont utilisé la sauge comme tonique, et en compresse
contre les morsures de serpent.

e A été principalement utilisée pour traiter l'infertilité dans les anciens L'Egypte

e utilisé pour traiter presque tous les types de maladies, y compris la Peste.

e comme tisanes, recommandés pour les patients tuberculeux.

e Anti-sudorifique excessif.
1.5.11.3.Usages cosmétologiques :

Les especes Salvia Officinalis L. ont un grand intérét en cosmetologie, dont les extraits de S.
Officinalis L. Sont largement introduits dans les produits de beauté et les parfums. La sauge
est peut étre utilisée comme compresse ou infusion ou méme dans les préparations des
masques de visage et leurs cremes sont souvent appliquées sur des blessures froides pres de
bouches [34].

Utilisée dans les soins capillaires, la sauge permet de lutter contre les pellicules et donne de la

brillance aux cheveux. [35].
1.5.11.4.Usages alimentaires :

Les feuilles servent en cuisine a parfumer les viandes surtout le gibier, quelques feuilles
glissées dans les aliments gras tels que les farces et les ragouts leur donnent une saveur
piquante trés appréciée. Aussi dans les bouillons et dans les vinaigres aux fins herbes [36]. La
sauge officinale est riche en huiles essentielles que 1’on extrait par distillation ; vu ses

propriétés importantes, elle est I’une des plantes les plus utilisées [34].
1.5.12.La toxicologie :

La plante peut étre toxique sous toutes ses formes fraiche et séche, jeune ou en fleur [37]. Les
études scientifiques montrent que les huiles essentielles peuvent présenter une certaine

toxicité. 11 faut cependant remarquer que celle-ci varie selon la voie d’exposition et la dose
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prise (concentration) concernent principalement des enfants et en dehors du cadre classique
d’utilisation. Ces expositions se fait par ingestion, par contact, par inhalation qui peut induire
ou aggraver des problémes respiratoires (une diminution de la fonction pulmonaire et une
augmentation de la sensation de poitrine oppressée, une respiration sifflante et augmenter
I’asthme chez les populations sensibles). Le manque évident de données sur la toxicité¢ des
huiles pour Lhomme invite cependant a la prudence quant aux conclusions a tirer [38].
L’huile essentielle de Salvia Officinalis contient sclaréol (qui provoque une toxicité aigué
semble étre faible étant donné que les DL50s orale et cutanée) et jusqu'a 50% de thuyone
(L'exces est toxique pour les tissus nerveux) [39], et aussi peut étre dangereuse pour les

enfants, elle peut provoquer des convulsions épileptiques [40].
I.6. Travaux antérieurs sur I’espéce sélectionnée :

De nombreuses études ont été menées sur notre espéce en raison de son abondance d'un grand
nombre de composeés bioactifs et de leurs proprietés biologiques telles que: propriétés

antioxydantes, antibactériennes, anti-inflammatoires et anticancéreuses.
Le but de cette section est d'analyser et de comparer ces études.

1.6.1.Rendement d’extraction :

Les taux d'extraction varient selon les especes végétales, les conditions pédologiques et
climatiques, le moment de la récolte, les conditions de seéchage, les organes utilisés pour
I'extraction, la quantité de chaque espéce dans les métabolites et la nature du solvant utilisé

dans le processus. Extraction ou fractionnement et sa polarité [41].

La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste a
exposer le matériel végétal a des solvants (eau, méthanol, éthanol, acétone...), avec ou sans
agitation, a température ambiante pendant Une étude de cas d'extraction moléculaire

thermosensible [42].

Les solvants alcooliques sont capables d'augmenter la perméabilité de la paroi cellulaire en

facilitant I'extraction de molécules plus polaires, moyennement et faiblement polaires.

Dans les travaux de [43], les rendements d'extraction de la sauge a l'aide de quatre solvants
¢taient : le méthanol (23,41%), I'éthanol (18,24%), l'éther d’éthylique (5,38%), 1'hexane
(4,63%). On peut voir d'apres les résultats que l'extraction du méthanol a le taux d'extraction

le plus élevé.
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1.6.2.Les antioxydants :

La famille des Lamiacées a €té largement étudiée d'un point de vue biochimique, ce qui a
permis d'isoler un grand nombre de substances connues pour leur activité antioxydante, telles
que les huiles essentielles, les terpénoides, les phénoliques et les flavonoides [44] .Le but de
cette section est d'analyser plusieurs articles portant sur les substances antioxydantes

(polyphénols et huiles essentielles) de Salvia officinalis L.

1.6.2.1.Les polyphénols :
La teneur en polyphénols de S.officinalis est donnée dans la bibliographie ; selon [45] ont
déclaré que les extraits méthanoiques de S.officinalis d'Algérie étaient riches en polyphénols

totaux, en flavonoides et en tanins a (143,41 ; 19,37 et 8,5 meq/g d'extrait), respectivement.

[46] ont également enregistré la teneur en polyphénols et flavonoides dans des extraits
méthanoiques de plantes médicinales d'Algerie (31,15 + 1,056 et 18,46 + 0,132 mg GAE/100
g DW), respectivement.

Selon [47] ont démontré la présence de polyphénols et de flavonoides dans des extraits
méthanoiques de S.officinalis originaire du Maroc a des concentrations de (51,044+0,044 mg
GAE/qg et 0,037£0,003 mg EQ/qg, respectivement).

Selon [48] ont également documenté la présence de polyphénols dans des extraits a I'éthanol

de S.officinalis originaire du Maroc a un niveau de (163,37+0,73mg AG/g Dm).

Dans l'étude de [43], les extraits de sauge ont été préparés avec des solvants a polarité
variable (méthanol, éthanol, éther d’éthylique et hexane), les extraits de méthanol et d'éthanol
avaient la teneur totale en polyphénols la plus élevée (5,95 + 2,65 et 5,80 + 1,00 mg GAE/g
MS , respectivement) , tandis que la teneur dans I'extrait hexanique était la plus faible (4,25 +
1,00 mg GAE/g MS).

Selon [49] ont enregistré des teneurs totales en polyphénols et flavonoides de 6384,00+21,21
et 1905+26,16 mg AR/g dm, respectivement, dans des extraits aqueux de feuilles de plantes

médicinales originaires de Dalmatie.

1.6.2.2.1’huile essentielle de Salvia officinalis L. :

Plus de 50 composés ont été identifiés dans les huiles essentielles de tiges et de feuilles de la
plante Salvia officinalis [50]. La teneur en huiles essentielles des feuilles sauvages séchées est
entre 1,5 et 3,5% [51], déterminés par chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse sont illustrés dans le Tableau 1.2 [52].
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Tableau 1.2 : la composition chimique de I’huile essentielle de ’espéce Salvia officinalis a
travers le monde.

Pays Maroc Tunisie Italie (%) Espagne Brésil (%) Turquie
(%) (%) (%) (%)
[54] [56]

Composés [53] [10] [55] [57]

Camphre 17.23 / 26.85 22.9 10.9 11.7

a-thujone / 3.38 23 20.6 24.8 29.4

B-thujone / 26.49 / 15.4 / 17.4
- 9.89 11.55 / / / /

Caryophylléne

1.8-cinéole 12.63 / / / 14.8 12.5
B-pinéne 2.51 9.04 / / / /
pinocarvéol / 16.96 6.65 / / /
Viridiflorol / 5.19 / / / /
Camphéne 4.03 / 5.8 / / /
p-ciméne / / 11.8 / / /
Bornéol 1.19 / 7.9 / 11.1 /

Les résultats de la composition chimique de I'espéce Salvia officinalis des différentes régions
de I'Algérie sont représentés dans le tableau suivant.

Tableau 1.3: La composition chimique de I'huile essentielle de I'espece Salvia officinalis en
Algérie.

Régions Alger [58] Annaba [59] Batna [60]
a-humuléne 3.1 / /
Camphre 20.4 11.34 16.86
a-thujone 19.6 36.74 24.52
B-thujone 08 8.81 6.80
B-Caryophylléne 4.5 1.54 /
1.8-cinéole 12.3 22.97 15.92
B-pinéne 1.4 / /
pinocarvéol / / /
Viridiflorol 8.0 / 6.35
p-ciméne / / /
Bornéol / 2.94 /

1.6.2.3.Flavonoides :

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement distribués dans
le regne végeétal. Ce sont des pigments veégétaux quasi universels qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des feuilles. De nombreuses études ont

identifié la présence de flavonoides dans Salvia officinalis L.

Le tableau(l.4) montre quelques flavonoides isolés a partir d'especes de Salvia.
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Tableau 1.4 : Exemples de flavonoides isolés de 1’espéce Salvia officinalis L.

flavonoide N° de structure Références
Apigénine (1) [61]
cirsimatine (2) [61]
Genkwanine (3) [61]
Hispiduline (4) [61]
Lutéoline (5) [61]
Quercetine (6) [61]
Rutoside (7) [61]
3,7-diméthoxyquercetine (8) [62]
Myricétine (9) [63]
5-méthoxysalvigine (10) [64]
Galagine (11) [65]
Kaempférol (12) [65]
Chrysine (13) [65]
Pinocembrine (14) [65]

(1), Re=H , R=OH (5), R=H

(2), Rs«=R-=0CH3 (6), Rs=0OH
(3), RsZH, R+=0OCH:s

(4), R=OCH;, R=OH

OH O

(7),Rs=glucoside, Re=H, R=OH
(8), Rs==Rs«=H, R=0OCH3s (10)
(9), R==R-=OH, Re=H
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(11), Rs==OH, Rs.=H (14)
(12), Rs==OH, R+.=OH
(13), R==R+.=H

Figure 1.9 : Structures de quelques flavonoides isolés d’espéce Salvia officinalis L.

1.6.2.4. Terpénes :

La feuille de Salvia renferme aussi de nombreux triterpénes (C30) dérivés de ’ursane (1'acide
ursolique est majoritaire) et de lI'oléanane (acide oléanolique et dérives hydroxylés en C - 2).
Ainsi que des diterpenes(C20) (carnosol, rosmanol, épirosmanol, acide carnos (ol) ique,

carnosate de méthyle, acide carnosique - 12 - méthyléther - y - lactone, rosmadial ) [66].

CH,

CH,
H,C

H

Figure 1.10: La molécule d’isopréne.

1.6.3.Polysaccharides et autres constituants :

A partir des parties aériennes libres extraites de la sauge, un mélange brut de polysaccharides
(A) a été obtenu par extraction d'eau, suivi par précipitation de [I'éthanol, dialyse et
lyophilisation d’eau. Le complexe de polysaccharides extractibles (A) présentait un large
schéma de distribution de la masse moléculaire et indiquait son caractére hétérogene. Il a été
obtenu avec un rendement de 3,8 % et contenait 9,4 % de protéines. L'analyse du sucre a
révélé la dominance de l'arabinose, du galactose et de glucose, et de plus petites quantités de

mannose, xylose, rhamnose, fucose et les acides uroniques [67].
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Les fractions polysaccharidiques brutes, riches principalement en arabinogalactanes (A), en
pectine (B) et en polymeéres apparentés au glucuronoxylane (D), ont été obtenues a partir de
parties aériennes de sauge (Salvia Officinalis L.) par extraction séquentielle avec divers

réactifs.

1.6.4.Propriétés antimicrobiennes de I’huile essentielle de Salvia officinalis L :

L’évaluation par la méthode d’antibiogramme, Iactivité antimicrobienne de deux
échantillons d’huile essentielle :

* Echantillon 1, obtenu a partir de la matiere végétale fraiche, ayant un taux d’humidité de
73,9% <+ Echantillon 2, obtenu a partir de la maticre végétale séchée a I'ombre de taux
d’humidité de 16,9%.
En se basant sur des travaux antérieurs [68], nous avons fixé la concentration de 1’huile a
2,5ul/disque. Seize souches bactériennes, appartenant a trois familles, cocci, entérobactéries
et BGN oxydatif, ont été testées. Certaines proviennent des prélévements cliniques (PC),
d’autres, sont de souches de référence ATCC (American typing culture collection),

Le tableau 1.3 regroupe les résultats d’une étude [69] portante sur 1’évaluation de I’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle de S.officinalis L. fraiche et séchéee, provenant du Jardin
d’essais d’Alger vis-a-vis de seize souches bactériennes.

Tableau 1.5: Activité antimicrobienne de I’huile essentielle extraite de Salvia officinalis L. en

provenance du Jardin d’essais [69].

Microorganisme Origine Diametre de la zone d'inhibition,
mm

Cocci Echantillon 1 Echantillon 2

Staphylococcus aureus P.C. | Pus de fistule <6 <6

802 Pus de fistule <6 <6

Staphylococcus aureus P.C. | ATTC 25923 <6 15

830 ECBU* <6 <6

Staphylococcus aureus ECBU 20 18

Staphylococcus aureus P.C. | ECBU <6 16

4309

Enterococcus faecalis P.C.

215

Enterococcus faecalis P.C.

270
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Entérobactéries

Echerichia coli ATTC 25922 <6 <6
Echerichia coli P.C.532 | ECBU <6 <6
Echerichia coli P.C. 527 | ECBU <6 <6
Echerichia coli P.C. 464 | ECBU <6 <6
Echerichia coli P.C. 3% | P.V <6 <6
Serratia marcescens pP.C. ECBU <6 <6
Citrobacter freundii P.C. ECBU <6 <6
Citrobacter dywversus P.C. | Coproculture <6 <6
486 Pus de fistule <6 <6
Proteus vulgaris P.C.

818

BGN oxydatif Pus de fistule <6 <6
Pseudomonas aeruginosa P.C.

816

ECBU : examen cytobactériologique des urines.

P.V. : prélevement vaginal ;

PC : prélevement clinique ;

ATCC : American typing culture collection

L’examen de ces résultats permet aux auteurs de conclure que :

» Seules les cocci sont sensibles a I’action de I’huile essentielle. L’activité de ’huile vis-a-vis
de ces microorganismes est tres élevée, car le diametre des zones d’inhibition est supérieur a
13 mm.

* Les cocci sont plus sensibles a I’huile essentielle extraite de la plante seéche: ’huile extraite
de la plante fraiche n’a d’effet que sur Enterococcus faecalis P.C. 215.

* Pour la concentration de 2,5ul/disque utilisée, les autres souches bactériennes se sont
révélées résistantes a I’huile essentielle.

* Les résultats de ces premiers essais sont encourageants et la recherche dans ce domaine
mérite d’étre approfondie et orientée, notamment, vers la détermination de la concentration

minimale inhibitrice d’huile pour chaque souche bactérienne.
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1.6.5.Propriétés biologiques de I’huile essentielle de Salvia officinalis L. :

Une équipe scientifique du King's College de Londres a testé les effets de I'huile essentielle de
sauge sur le cerveau humain. En conséquence, les chercheurs ont découvert qu'il inhibe la
cholinestérase, une enzyme cérébrale qui dégrade I'acétylcholine, une hormone cérébrale qui
aide a libérer les substances chimiques de la mémoire [70]. L'huile essentielle de sauge
semble avoir un pouvoir antioxydant elevé, au moins comparable au BHT (Butyl hydroxy
toluéne) et au BHA (Butyl hydroxy anisol). Il serait intéressant de l'utiliser, d'autant plus que
ces molécules ont des effets déléteres sur la santé humaine [71].

L'huile essentielle de sauge sclarée a des effets secondaires qui ne devraient étre préoccupants
que si elle est prise en exces ou utilisée a long terme. La béta-thuyone, un composant toxique
des huiles essentielles, peut provoquer des symptdmes tels que la tachycardie, les bouffées de
chaleur, les convulsions et les étourdissements. La toxicité est le double de celle de I'huile
essentielle d'absinthe, et 0,3 gramme suffit a tuer un chien.

L'huile essentielle de sauge a un effet convulsif, provoquant de violentes crises d'épilepsie.
Quelques cas d'intoxication ont été décrits en France, notamment chez des enfants La mére a
utilisé les huiles essentielles de maniere imprudente [72].

I.7.Procédés d’extraction des plantes :

Les huiles essentielles et les extraits sont extraits des matiéres vegétales par différents
procédés. Le choix de la technique dépend de la localisation histologique de 1’essence dans le
vegétal et de son utilisation dans les divers domaines et industries.

1.7.1.Hydrodistillation :

Plusieurs méthodes d'obtention de produits a base de sauge sont mentionnées dans la
littérature scientifique. La plupart des recherches sur cette plante portent sur la production de
I'huile essentielle et sa composition chimique. Les méthodes les plus courantes procédées
conventionnels sont utilisées, dont I'hydrodistillation. Il apparait dans l'appareil de Clevenger.
La matiére végétale est trempée directement dans un alambic rempli d'eau qui repose sur une
source de chaleur. Le tout est ensuite bouilli pour casser les cellules végétales et libérer les
molécules aromatiques volatiles qui composent I'huile essentielle de cette plante. La vapeur
hétérogene est condensée dans un serpentin, un long et fin tube de verre spiralé plongé dans
de l'eau froide. Enfin, l'eau saturée en principes actifs est recueillie dans un récipient spécial
appelé "Vase Florentin", ou I'hydrolat est séparé.et huile essentielle. Il est plus léger que l'eau
(a de rares exceptions pres) et flotte au-dessus de I'hydrolat, qui flotte simplement parce qu'il

est moins dense que I'eau (a de rares exceptions lorsqu'il s'accumule au fond du récipient). La
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distillation estain un temps relativement court (en général 1h30 suffit pour extraire la plupart
des composés volatils de la plante) [73].

1.7.2.Entrainement a la vapeur d'eau :

A la différence de I'hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct I'eau et la
matiere végétale a traiter. Le principe de la distillation a la vapeur d'eau consiste a faire passer
la vapeur d'eau a travers la plante a une température adéquate pour détruire les cellules
végetales, libérer les molécules aromatiques et les entrainer dans un serpentin de
refroidissement. La, les vapeurs refroidies retournent a I'état liquide formant un mélange «eau
+ huile essentielle», Recueillies dans un essencier, I'huile essentielle et l'eau florale se
séparent par simple différence de densité. L'absence de contact direct entre I'eau et la matiéere
végétale, puis entre I'eau et les molécules aromatiques évite certains phénomeénes d'hydrolyse
ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I'huile [74].

Cette méthode est utilisée dans la distillation a partir des plantes fraiches telles que la menthe
et les plantes qui portent leurs huiles essentielles dans les feuilles. Puisque la plante fraiche est
riche en eau, donc il n'est pas nécessaire de I'immerger [75].

1.7.3.Extraction par fluide supercritique :

L’originalit¢ de la technique d’extraction par fluide supercritique, dite SFE, provient de
I’utilisation de solvants dans leur état supercritique, c'est-a-dire dans des conditions de
températures et de pressions ou le solvant se trouve dans un état intermédiaire aux phases
liquide et gazeuse et présente des proprietés physico-chimiques différentes, notamment un
pouvoir de solvatation accru. Si, en pratique, de hombreux solvants peuvent étre employes,
90% des SFE sont réalisées avec le dioxyde de carbone (CO2), principalement pour des
raisons pratiques. En plus de sa facilité d’obtention due a ses pression et température critiques
relativement basses, le CO2 est relativement non toxique, disponible a haute pureté et a faible
prix, et il posséde I’avantage d’étre éliminé aisément de 1’extrait [76]. La SFE est une
technique dite « verte » utilisant pas ou peu de solvant organique et présentant 1’avantage
d’étre bien plus rapide que les méthodes traditionnelles. Les compositions chimiques des HE
ainsi obtenues peuvent présenter des différences, qualitatives et quantitatives, avec celles
issues de I’hydrodistillation [77, 78, 79].

1.7.4.Enfleurage :
Ce processus d’extraction, trés sophistiqué, plus trop utilisé, est réservé aux huiles florales de
trés grande qualité. Les pétales fraichement cueillis sont étalées sur de la graisse sur une

surface plate (tamis ou plateau) sont déposées une a une et a la main a sa surface remplacés
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toutes les 24H. Par son grand pouvoir d’absorption, les huiles essentielles saturant
progressivement la graisse" il s’agit d’une extraction a froid par la graisse [80]. La matiére
grasse est ensuite récupérée pour former une « pommade ». Cette pommade subit des
traitements successifs a 1’alcool qui permettent un passage progressif des substances
odorantes de la graisse vers I’alcool, qui sera par la suite éliminé pour donner 1’absolu
d’enfleurage.

1.7.5.Extraction par solvant :

L’extraction par solvant consiste a faire séparer, par solubilisation, la substance a extraire
dans un solvant. Celui-ci peut étre de 1’eau, ou bien un solvant organique, issu de la chimie du
pétrole : cyclohexane, éther ... etc. L'extraction par solvant peut étre utilisée pour extraire des
huiles essentielles thermiquement labiles (par exemple, a partir de fleurs). Au cours de cette
méthode, on place le matériel végétal dans un bain de solvant qui va le dissoudre [81]. Le
solvant doit posséder différentes propriétés : sélectif, inerte vis-a-vis des substances a extraire
et suffisamment volatil pour faciliter son élimination a la fin de I’opération [82]. L extraction
par solvant peut étre effectuée par différentes méthodes :

Il s'agit d'une solution diluée du composant facilement soluble de la plante medicinale. Les
infusions fraiches sont préparées en macérant les solides pendant une courte période de temps
avec de I'eau bouillante [83].

1.7.5.1.Macération :

C’est un procédé qui consiste a mélanger intimement un solide avec un solvant qui doit étre
obligatoirement liquide pour en extraire les composés solubles. Le végétal est soit en
suspension dans le solvant, avec ou sans agitation [84]. La macération peut étre effectué a
froid ou a chaud.

1.7.5.2.Décoction :

La décoction s'applique en général aux racines, écorces, bois, rameaux, fruit [85], le processus
d'extraction par décoction consiste a faire bouillir, dans de I'eau, une partie ou la totalité de la
plante, pendant un temps déterminé (10 a 30min), de la laisser ensuite macérer pendant un
autre laps de temps et de procéder enfin au filtrage a l'aide d'un papier spécial ou d'une toile a
trame fine [86]. On prend, généralement, 10 g d'eau pour un gramme de produit végétal [87].
1.7.5.3. Infusion :

L’infusion est sans doute la méthode la plus simple en particulier pour préparer les fleurs et
les feuilles .Versez de I’eau bouillantes sur la plantes (environ deux cuillerées a soupe

d’herbes pour 500ml d’eau). Couvrez et les laissez infuser pendant 5 a 10 minutes, puis
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filtrez. L’infusion peut ensuite étre bue ou appliquée sur les zones douloureuses ou blessées
[88].
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Chapitre 11 Mateériel et Méthodes

I1.1.0Objectif de travail :

Cette étude menée sur I’huile essentielle et I’extrait de Salvia Officinalis L., vise a valoriser
cette plante médicinale tres répandue en Algeérie. Les principaux objectifs de notre travail
sont I’extraction et la récupération de I’huile essentielle et le polyphénol, 1’étude qualitative et
quantitative de ces deux extraite ainsi I’évaluation de ses activités biologiques.

Le tableau 11.1 Illustre ’emplacement et les différentes taches qui ont été réalisées au niveau
de chaque laboratoire

Tableau I1.1 : Lieu et taches effectuées.

Lieu de travail Laboratoire
Travail expérimental
Université Laboratoire de génie des L’extraction d’H.E, ainsi
Djilali Faculte ST Procedés I’extrait, I’étude de propriétés
Bounaama physico-chimiques
Khemis Laboratoire d’analyse Etude de I’effet antioxydant
Miliana Chimique Dosage des composes
phénoliques, flavonoidiques et
tannins
El Harach Ecole National L’analyse CPG d’HE
(Alger) d’agronomie laboratoire de Technologie
I’ENSA Alimentaire
Laboratoire Evaluation de Iactivité
Khemis d'analyse Laboratoire antibactérienne
Miliana Houti Microbiologique
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11.2. Matériel :
11.2.1. Produits chimiques :

Tous les produits chimiques utilisés dans ce travail sont cités dans le tableau 11.2.

Tableau I1. 2 : Solvants, produits chimiques utilisé lors de cette étude.

Solvants Réactifs
Ethanol 96° Hydroxyde de potassium Hydroxyde de
L’eau distillée sodium Permanganate de potassium
Eau physiologique DPPH
DMSO Vitamine C
L’acide sulfurique Carbonates de sodium, Tampon phosphate
Acide chlorhydrique PBS,
Solution hypo salin
L’acide gallique
Tween 20°

Phénolphtaléine

Folin- ciocalteu

11.2.2. Appareillages et verreries :
Tous les appareillages et verreries utilises dans ce travail sont cités dans le tableau 11.3.

Tableau I1. 3 : Appareillages et verreries utilisés lors de cette étude.

Appareillages Verreries Autre consommable
Balance électrique, bain marie, béchers, verre de montre, Boites de pétri, disques en
plaque chauffante, thermomeétre, | flacons, burettes graduées, papier filtre, écouvillons,
réfractometre, étuve, rota- erlenmeyer, entonnoirs, tubes | pince, bec bunsen.
évaporateur, broyeur, a essais

spectrophotometre UV-visible,
micropipette, L extracteur
(Clevenger), Soxhlet,

incubateur.
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11.2.3. Matériel vegétal :

La plante étudiée dans ce travail est La sauge officinale (Salvia officinalis L.) la partie
utilisée est les fleurs et les tiges, ont été récoltées au mois de Mars et mai 2023 dans la région
Sidi Sebaa a Miliana (36.290541,2.230020).Wilaya de Ain Defla. Aprés le séchage a I’air
libre et & l'abri de la lumiéere et I’humidité pendant 10jours, le matériel végétal est utilisé
figure 11.1.

La plante a été identifiée par le Dr.M. Kouache, enseignant chercheur au niveau du

département SNV a I"université de Djillali Bounaama Khemis Miliana.

Figure 11.1 : Photo représentant la plante avant et apres le séchage

11.3.Choix de la méthode d’extraction :

Le choix de la méthode utilisée définit la nature de l’essence ainsi que son éventuelle
utilisation. L'entrainement par la vapeur ou I'hydro distillation de la plante fraiche ou séche
restent les techniques les plus utilisées. La méthode d’extraction d’huile essentielle choisi est
I’hydrodistillation vu sa manipulation facile avec un simple montage qui fonction a une
pression atmosphérique, et aussi sa capacité a extraire la totalité d’huile contenue dans les

plantes sans utilisation des solvants cheres et néfastes pour la santé [87].Par contre

ey
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I’extraction par solvant (soxhlet) est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu’a I’épuisement complet du soluté
dans la matiere premier [88].Ces deux méthodes sont parmi les plus simples procédés

d’extraction.

11.4. Taux d’humidité :
Le taux d’humidité représente la quantité¢ d’eau contenue dans la matiére végétale.

L’humidité est exprimée en pourcentage et calculée par la formule suivante [89] :

H% = [(Ms— Ms) / M ] x 100 1.1
Avec :
H% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
Mt : masse de I’échantillon avant séchage (matiere fraiche).

Ms : masse de 1’échantillon apres séchage (matiere seche).
11.5.Etude de la cinétique d’extraction :
L’¢étude de la cinétique d’extraction a pour but de déterminer le temps nécessaire au bout
duquel il n’est plus rentable de poursuivre I’extraction, qualifi¢ par le rendement optimum, et
c’est la variation de la masse d’huile essentielle en fonction de temps jusqu’a 1’extraction
totale d’huile essentielle [87].
11.6. Extraction des métabolites secondaire :
11.6.1. Extraction des H.Es :

L'extraction des huiles essentielles est réalisee par la distillation de I'eau a l'aide d'un
équipement de type Clevenger (Figure 11.2). Il se compose d'un ballon chauffant, qui peut
répartir la chaleur uniformément dans le ballon. On place le matériel végétal sec et I'eau
distillée, une colonne pour condenser la vapeur (réfrigérant) du ballon chauffant, et un
collecteur pour recevoir le produit distillé.

e Principe de I'extraction :

Les végétaux sont introduits dans le ballon réacteur et immergés dans un bain d'eau, en
présence de pierre ponce ou de billes de verre. Lors de la distillation, les vapeurs d'eau et
d'huile essentielles se condensent dans le réfrigérant. L'hydrolat refroidi retourne dans le
ballon [89]
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Figure 11.2 : Montage d'hydrodistillation (Clevenger).

1) Sortie d'eau froide ; 2) condenseur ; 3) Entrée d'eau froide ; 4) Huile essentielle ; 5) La
plante seche + eau distillé ; 6) Chauffe ballon

e Protocole d’extraction :

e 50 g des Fleurs et feuilles séche de (Salvia Officinalis L.) dans un ballon de 1 litres et
imprégnés d’eau distillée (300 ml).

e Ouvrir le robinet d’eau froide relier au réfrigérant, I’ensemble est porté a 1’ébullition
pendant 1heures 30minutes.

e Les vapeurs chargées de substances volatiles traversent le réfrigérant se condensent puis
elles sont récupérées dans une ampoule a décanter.

o Huile essentielle se sépare de I'hydrolat

e Récupérer puis stockée a 4°C a I'obscurité jusqu'a son utilisation.
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¢ Le Rendement d’extraction :
Le rendement d’huile essentielle (Rng) est défini comme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenue apres 1’extraction (Mue) et la masse de la matiére végétale utilisée
(Mwmv). Le rendement est exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule I1.2 suivante:
R(%) = (Mue / M) x 100 1.2

Ou:

R (%) : Rendement en huile essentielle exprimé en pourcent.

Mye : La masse d'huile essentielle obtenue.

Mwmv : La masse de la prise d'essai de matiere végétale utilisée

11.6.2. Caractérisation de I’huile essentielle extraite :
La caractérisation des huiles essentielles se fait a fin d’évaluer la qualité des extraits, on
réalise une étude analytique, tout d’abord en déterminant les caractéristiques organoleptiques,

puis les propriétés physico-chimiques.

11.6.2.1.Caracteéristiques organoleptiques :
Les caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) sont des indications qui
permettent d’évaluer initialement la qualité d’une huile essentielle, et sa valeur commerciale

sont définies par des normes admises et portant sur les indices physicochimiques.

11.6.2.2. Détermination des propriétés physico-chimiques :

Les H.Es sont caractérisees par leurs propriéteés physiques (potentiel hydrogene, densité
relative, indice de réfraction) ainsi que par leurs propriétés chimiques (indice d’acide, indice
de saponification, indice d’ester).

a. Potentiel hydrogene (pH) :

Cette mesure a été effectuée a I’aide du papier pH.
b. La densité relative :
La densité d'une huile essentielle, est le rapport de la masse d'un certain volume d'une huile

a la masse d'un volume égal d'eau distillée a une température de 20°C [90].
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e Protocole :

On pese a I’aide d’un pycnométre, des volumes égaux d’H.E et d’eau distillée : on pese
successivement le flacon vide, puis le flacon remplie d’eau distillée. Aprés essuyage, on le
remplit avec I’HE et on note leurs poids exacts. La densité de 1’huile essentielle est calculée

par la formule I11.3.

d=m2—-mo /m1 —mo 1.3

Ou:

d : densité,
mo : est la masse, en grammes, du pycnomeétre vide,
my : est la masse, en grammes, du pycnomeétre rempli d’eau,
m; : est la masse, en grammes, du pycnométre rempli d’huile essentielle
c. L'indice de réfraction :
La mesure de I'indice de réfraction des huiles essentielles a été effectuée a I’aide d’un

réfractométre figure 11.3.

Figure 11.3 : Réfractometre.

Aprés avoir nettoyé l'appareil, déposez 2 ou 3 gouttes d'huile essentielle au milieu du
prisme. On regarde ensuite dans l'oculaire et on effectue la mesure en tournant le bouton de
réglage de l'indice de réfraction pour amener les zones sombres et éclairées au centre du

réticule, et enfin on note la valeur de l'indice de réfraction et la température de mesure [91].
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Une formule empirique permet d’évaluer I’indice de réfraction d’un liquide a 20°C quand

on I’a mesuré a une température légérement différente :

1720= 1o + 0.00045*(6 -20°C) 1.4
Ou:
720 : Indice de réfraction a 20°C.
Mo : Indice de réfraction a la température de mesure.

0: Température de mesure.

0,00045 : Constant de variation de I’indice de réfraction quand la température varie de 1°C.
d. Indice d’acide Ia :

Les acides libres contenus dans les huiles essentielles sont neutralisés par une solution titrée
de KOH [81].

e Protocole :

On introduit 0,5 g de I'échantillon d'huile essentielle dans I'erlenmeyer propre et sec, puis
on ajoute Sml d’éthanol absolue a 95 % et 5 gouttes de I’indicateur coloré phénophtaléine,
puis on neutralise la solution obtenue avec 1’hydroxyde de potassium a 0,1N.

A la fin en prend le volume exact de KOH consommé pour le calcul de I’indice d’acide a

I'aide de la formule suivante :

la=(MxNxV)/m 1.4

la= (5,61.VK0H) / m 11.5
la: indice d'acide
Vion : Volume de KOH versé (ml)
M : masse de KOH (g)

m : masse d'huile (g)
N : Normalité de KOH
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e. Indice de saponification :
Le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire pour
neutraliser les acides libres et pour saponifier les acides gras combinés (les esters) présents
dans les corps gras [89].

Le calcul de I’Ts est donné par la formule :

CHC*Mkon % (VO-V1) 1.6
Is = .
m
28, x (VO-V1
ls= (vo-v1) 1.7
m

Ou:

Is : indice de saponification en mg

Chcc : concentration de la solution d’acide chlorhydrique en mol/L
Mkon : masse molaire du KOH en g/mol.

VO : Volume d’HCI verse a blanc en (ml).

V1 : Volume d’HCI versé essai en (ml).

m : masse de la prise d’essai en (Q).

e Protocole :

Dans un ballon de 250 ml, on introduit 1g d’HE et 25 ml d’une solution éthanoique
d’hydroxyde de potassium (KOH) 0,5M a I’aide d’une burette. L’ensemble est porté au reflux
pendant 90 min. Apres refroidissement de la solution, on ajoute 5 gouttes de phénolphtaléine.
L’excés de KOH est titré par une solution d’acide chlorhydrique (HCL) 0,5N.

Le point d’équivalence a été mis en évidence de la méme maniere expliquée précédemment.

Une opération a blanc est réalisée dans les mémes conditions que précédemment.
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f.Indice d’ester :
L'indice d'ester est le nombre de milligrammes d'hydroxyde de potassium nécessaire pour

saponifier les esters contenus dans un gramme de corps gras [92].

e Protocole :

Le calcul de I’indice d’ester (le) se fait a partir de I’indice de saponification (Is) et de I’indice

d’acide (Ia) par la Formule 11.8 :

1.8 le = ls— I,

11.6.3. Extraction des polyphénols :

L'extraction par le Soxhlet est une méthode simple et pratique. Le cycle d'extraction est répeté
en continu avec du solvant frais jusqu'a ce que le soluté dans la matiéere premiére soit
complétement épuisé [88].

Le montage d’un appareil Soxhlet est représenté dans la figure 11.4
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Figure 11.4 : Montage de I’extracteur Soxhlet.

1) Sortie d'eau ; 2) Entrée d'eau ; 3) Réfrigérant ; 4) Cartouche poreuse ; 5) Solvant ; 6)

Source de chaleur

e Protocole d'extraction :

Le mode d’emploi de cet appareil est le suivant :

e Les fleurs séchées ont été broyées.
e Mettre une quantité de poudre (m = 10g) dans la cartouche (une matiere pénétrable pour le

solvant).
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e La cartouche contenant le solide a extraire est insérée dans I'extracteur, au-dessus du quel
est placé un réfrigérant servant a liquéfier les vapeurs du solvant.

e verser 200 ml d’éthanol dans le ballon et porté a ébullition.

e Le ballon étant chauffé, le liquide est amené a 1’ébullition, les vapeurs du solvant (éthanol)
passent par le tube de distillation et rentrent dans le réfrigérant pour étre liquéefiees.

e Ensuite, le condensat retombe dans le corps de I'extracteur sur la cartouche, faisant ainsi
macérer le solide dans le solvant (éthanol).

e Le solvant (éthanol) condensé s'accumule dans I'extracteur jusqu'au niveau du sommet du
tube-siphon, suivi par le retour dans le ballon du liquide de I’extracteur accompagné de
substances extraites.

e [’extraction continue 2 heures jusqu’a I’épuisement de la matiére solide, chargée dans la
cartouche.

e Séparation entre l'extrait et éthanol nous avons utilise une machine appelée "Rotavapor"

(Figure 11.7) a température T°=79c®.

Figure 11.5 : Rotavapor,
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e Principe de Rotavapor :

Dans cet appareil on réalise une évaporation sous vide en utilisant une pompe a vide avec
une vanne de controle. Pendant 1’évaporation le ballon est mis en rotation et plongé dans un
bain liquide chauffé. L’appareil est muni d'un réfrigérant avec un ballon-collecteur de
condensat. La rotation du ballon crée une surface d’échange plus grande et renouvelée
permettant donc d’effectuer une évaporation rapide. L’abaissement de la pression permet

d’évaporer le solvant a température réduite [88].

Protocole :

e Remplir le bain-marie avec de I'eau distillée.

e On place le ballon rotatif cela contient éthanol et extrait.

e Onregle la température (La temperature d'ébullition de éthanol = 79°C).

e Aprés une heure de rotation du ballon, 1’éthanol est évaporée et récupérer extrait.

e Pour extraire les polyphénols, on utilise plusieurs solvants, a savoir : éthanol, butanol et

I’acétate d’éthyle.

11.6.3.1. Dosage des composés phénoliques, flavonoidiques et tannins :

a. Dosage des phénols totaux :

e Principe :

Le test de Folin-Ciocalteu est la méthode la plus utilisée pour évaluer la teneur totale en
composés phénoliques des extraits vegétaux. Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d'un
mélange oxydé d'acides phosphotungstique et phosphomolybdique qui, lorsqu'il est réduit,
donne un chromophore bleu composé d'un complexe phosphotungstophosphomolybdene, ou
I'absorption maximale du chromophore dépend de la concentration en composé phénolique.
Une longueur d'onde de 760 nm a été utilisée, qui s'est avéré la plus appropriée pour produire

le maximum d'absorption du complexe phosphotungstophosphomolybdéne [93].

e Procédure :

La teneur totale en composes phénoliques a été déterminée avec le réactif Folin-Ciocalteu
selon une méthode décrite par Singleton et Rossi [93]. 20 ul de I'échantillon a été mélangé a
100ul de réactif Folin-Ciocalteu dilué fraichement préparé (1:10v/v). Aprés 03minutes, 300 pl

de carbonate de sodium (Na2COsa 7,5%) ont été ajoutés, le mélange a été agité réagi pendant
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2 heures a température ambiante dans l'obscurité. L'absorbance a été lue a 765 nm et

comparée a une courbe d’étalonnage de 1’acide gallique a concentration connue.

b. Dosage des tannins totaux :

e Principe :

Un certain nombre de méthodes colorimétriques, qui different par leur capacité a distinguer
les composés phénoliques non tanniques (qui sont également présents dans le matériel végétal
en plus des tanins), ont été utilisées pour estimer les tanins. Contrairement a la plupart des
composés phénoliques naturels, les flavanols (tanins condensés, monoméres, diméres, etc.)
réagissent avec la vanilline en milieu acide pour donner des produits colorés avec une

absorbance maximale a 500 nm [93].
e Procédure:

La concentration totale en extrait de Salvia officinalice L. a été estimée en utilisant la méthode
de la vanilline acidifiée [94]. 400 ul d'échantillon ont été ajoutés a 3 ml de solution de
vanilline (4% dans I'éthanol) et a 1,5 ml d'acide chlorhydrique concentré. Aprés 20 minutes
d'incubation, l'absorbance est lue a 500 nm et comparée a une courbe d’étalonnage de

catéchine a concentration connue.

c. Dosage des flavonoides totaux :
e Principe :

La méthode au chlorure d'aluminium a été largement utilisée pour l'estimation de la teneur
totale en flavonoides. Cette méthode est basee sur la capacité des flavonoides a former un
complexe stable avec des ions Als™ dans une solution. La couleur du complexe dépend du
rapport des ions Als* sur les molécules de flavonoides et du motif des groupements
hydroxyles (OH) de ces dernieres. Pour cette raison, les lectures spectrophotométries utilisees
dans cette méthode peuvent varier de 367 a 510 nm dans différentes procédures

expérimentales [95].

e Procédure:
La concentration en flavonoides totaux a été estimée par la méthode colorimétrique au
chlorure d’aluminium [95], avec une légere modification. 1ml d'une solution d'éthanol AICI3
a 2% a été ajouté a 1 ml d'extrait. Le mélange réactionnel incube pendant 10 minutes a
température ambiante, puis l'absorbance est lue a 430 nm et comparée a une courbe

d’étalonnage de quercétine a concentration connue.

a1
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11.7.Analyse chromatographique en phase gazeuse (CPG) :

L'identification des constituants des huiles essentielles nécessite plusieurs techniques
chromatographiques et une ou plusieurs techniques spectroscopiques. La chromatographie en
phase gazeuse (CG) est une technique de séparation et l'analyse de mélanges multi-
composants tels que les huiles essentielles, avec l'utilisation du détecteur a ionisation de
flamme et du détecteur a capture d'électrons (qui ont des sensibilités tres élevées). L'analyse
par la Chromatographie en phase gazeuse peut déterminer quantitativement les matiéres

présentes a de tres faibles concentrations [96].

e Conditions opératoires de la CPG :

Les analyses chromatographiques ont été effectuées au laboratoire de Technologie
Alimentaire de ’ENSA- ex INA, a I’aide d’un chromatographe en phase gazeuse a régulation
électronique de Pression, de type Chrompack CP 9002, équipé d’une colonne capillaire en
silice fondue de type DB-5 de 30 m de longueur, 0,25 mm de diamétre et0, 25 um d’épaisseur
de film, d’un détecteur a Ionisation de flamme réglé a 280°C et alimenté par un mélange de
gaz H2/air et d’un injecteur Split splitless réglé a 250°C. Le gaz vecteur est ’azote a 1
ml/min. Le mode d’injection est split (Rapport de fuite de 1/50, débit de 66 ml/min). La
température de la colonne est programmée de 50°C (3mn) a250°C a raison de2°C/min, puis
est maintenue a 250°C pendant 10 min. La quantité D’huile essentielle injectée est de 1ul
pour chagque espéce. La détermination des composés chimiques détectés a été réalisée par
comparaison des temps de rétention des pics Enregistrés a ceux des étalons disponibles.
D’autres pics sont identifiés en se basant sur leurs indices de Kovats (IK). L'indice du Kovats
est nommé d'apres le chimiste suisse Ervin Kovats, qui a présenté ce concept dans les annees
1950 tout en effectuant des recherches sur la composition des huiles Essentielles. Il est utilisé

pour convertir les temps de rétention en constantes indépendantes du systéme.
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Figure 11.6 : Photo représentant Chromatographe CHROMPACHK CP9002

Figure 11.7 : Intégrateur Shimadzu

11.8. Evaluation de I’activité antioxydante :

La méthode de piégeage du radical (2,2-diphenyll-1-picylhydrazyl) est largement utilisée
dans I’analyse de ’activité antioxydant. A température ambiante, le radical DPPH présente,
en solution alcoolique, une intense coloration violette qui est changée par la couleur jaune au
contact d’une substance donneuse de protons, cette couleur est I’indicateur du pouvoir
antioxydant d’un échantillon par sa capacité a piéger le radical libre et se traduit par une

diminution de I’absorbance a 517 nm [99].
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11.8.1.Test DPPH :

L’activité antioxydant des extraits a été mesurée in vitro par le 2,2.-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), dont le DPPH est un radical libre stable de couleur violacee
photometrablea 517 nm. La réduction du radical par un donneur d’atome hydrogéne conduit a
la formation de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine DPPH de coloration jaune-verte. L’intensité
de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a

donner des protons.

L’activité antiradicalaire de I’huile essentielle sera mesurée par la méthode décrite par
Deepa et al. [100].

Une quantité de 0,0024mg de DPPH* (1,1 Diphényl 2 PycrilHydrazil) est solubilisée dans
100ml d'éthanol absolue pour avoir une solution éthanolique de DPPH*. On laisse la solution

reposer a une température ambiante pendant une heure.

Figure 11.8 : Préparation d’une solution éthanoique de DPPH*

e Pour I’huile essentielle :
Dans un bécher sec stérile on introduit la solution mere qui contient 500 ul d’huile essentielle,

on ajoute 1 ml d’éthanol.

e Pour I’extrait :

Dans un bécher sec stérile on introduit la solution mere qui contient 500 ul de I’extrait, on
ajoute 1 ml d’éthanol.

e Essais au DPPH*

Dans huit tubes secs et stériles, on prépare :

1. 10 ul de solution mére + 1 ml de DPPH*
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20ul de solution mere + 1 ml de DPPH*
40 ul de solution mere + 1 ml de DPPH*
60ul de solution mere + 1 ml de DPPH*
80ul de solution mere + 1 ml de DPPH*
100ul de solution mére + 1 ml de DPPH*
200ul de solution mére + 1 ml de DPPH*
300ul de solution mére + 1 ml de DPPH*

O N o g A~ WD

Figure 11.9 : Essais de DPPH* avec les différents volumes de solution mére.

Aprés 30 min d'incubation a une température ambiante et a 1’obscurité, I'absorbance a été

mesurée a 517nm.

Détermination du pourcentage d’inhibition :
D’aprés Khodashenas I’inhibition du radical libre de DPPH* en pourcentage (Pi1%) est

calculée selon la formule 11.9 suivante :

PI:A blanc—A éhantillon x100 11.9
A blanc

Pi: pourcentage d’inhibition (%).
Ablanc : Absorbance du blanc (DPPH* dans 1’éthanol),

Aschantilion : Absorbance du composé d'essai

Le pourcentage du DPPH* inhibé en fonction des concentrations en H.E et en vitamine C

(Acide Ascorbigue) a été tracé a la fin de la réaction afin d’obtenir 1’index ICso.
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Ce parametre est défini comme étant la concentration d’antioxydant requise pour diminuer
la concentration du DPPH* initiale de 50%. La concentration effectrice (ICso) définie comme
la concentration de I’échantillon qui produit 50% d’effet piégeur du radical DPPH*
(concertation équivalente a 50% de DPPH* perdu) .Les résultats peuvent étre aussi exprimés

en puissance anti radicalaire [101].

-1 I1.10
T IC50 .

A : Puissance anti radicalaire.

ICs0: La concentration effectrice d’échantillon pour réduire 50% de DPPH*.

11.8.2. L’acide ascorbique :

L’acide ascorbique est utilis¢é comme controle positif, dans la méthode de I'évaluation de
I'activité antioxydant (DPPH*), et aux mémes conditions expérimentales.
La masse volumique de I’acide ascorbique (Vitamine C) = 176,13g/mol.

e Protocole :
» Peser 16 mg de V.C par une balance analytique (0 ,0016g)
> Introduire ces 16 mg de V.C par tube de 10 ml d'éthanol
» Dans huit tubes stériles on prépare comme suit :
1. 10 ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH*
2. 20 ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH*
3. 40 ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH*
4. 60 ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH*
5. 80 ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH*
6. 100 ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH*
7. 200 ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH*
8. 300ul d’acide ascorbique + 1 ml de DPPH*

Les solutions sont incubées pendant 30 min a température ambiante. L’absorbance est lue a

570 nm par un spectrophotometre.
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Figure 11.10 : Essais de DPPH* avec les différents volumes d’acide ascorbique.

11.9. Evaluation de Pactivité antibactérienne :

Pour la mise en évidence du pouvoir antimicrobienne de I'huile essentielle de Salvia
officinalis nous avons testés Sept bactéries et une seule levure, Les tests microbiologiques
ont été réalisés au laboratoire de microbiologie de Dr.Houti de Khemis Miliana.
11.9.1.Les souches microbiennes testées :

Les germes qui ont été testés pour déceler ’activité antimicrobienne des huiles essentielles du
Salvia officinalis sont les suivants :

e sept souches bactériennes cliniques isolées de patients (au laboratoire Dr.Houti de Khemis
Miliana) pour des infections urinaires: : Enterococcus , Staphylococcus aureus
Staphylococcus saprophyticus , Escherichia coli , Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris ,
Pseudomonas aeruginosa .

¢ Nous avons utilisé un seul type de levure de référence, a savoir Candidat albicans.

Ils ont tous été fournis par le laboratoire de microbiologie Dr.Houti de Khemis Miliana.
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I1.11.Figure : les souches bactériennes.

11.9.2.Le milieu de culture :
Le milieu de culture utilisé pour la réalisation des tests antimicrobiens sont :

e La gé¢lose Mueller Hinton pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux huiles essentielles

Q‘“}’} .

e

et I'extrait de notre plante.

Figure 11.12: Préparation de milieu de culture.

11.9.3.Préparation des prés cultures :
Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant de la

gélose nutritive. Apres 18h d’incubation a 37°C, pour chaque microorganisme, des
suspensions microbiennes d’une densité optique de 1 McFarlend ont été préparées, pour

chaque microorganisme, dans 10 ml d’une solution saline d'eau physiologique stérile (0.9%

NaCl).
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Figure 11.13: les suspensions microbiennes.

Principe :

Etalez les souches utilisées sur la surface d'une boite de pétri contenant un milieu Muller —
Hinton approprié, puis placez le disque de papier filtre trempé dans I'huile essentielle testée
sur la surface de la boite de pétri et frottez-le. Apres la période d'incubation (24h) dans
I’incubateur, utilisez une échelle pour mesurer la zone d'inhibition de croissance qui apparait
autour du disque. Le diametre de cette zone est directement proportionnel a [I'effet

antibactérien de I'huile essentiel et 1’extrait testés [96].
L g
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Figure 11.14 : Principe de la diffusion sur disque [96].

Protocole :
e Préparation des disques :
> Préparer les disques de papier filtre de 6 mm de diametre.

> Stériliser les disques a I’autoclave a 120°C pendant 20 minutes.

e Préparation des dilutions de I’huile essentielle :

» Réaliser une série de dilution de I’H.E dans le DMSO préparé en laboratoire en débutant
par une dilution a 1/2 jusqu’a la dilution de 1/16 dans des tubes stériles.

> Le 1% tube contient 250 pl d’huile essentielle et 250 pl de DMSO.

» 250 pl de la premiére dilution sont transférées dans le deuxieme tube auquel on rajoute 250
pl de DMSO pour obtenir une dilution 1/4.

> Les dilutions a 1/8, 1/16 sont préparés de la méme maniére. et on a aussi un tube de 250 pl

d’huile essentielle pure.
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Figure 11.15 : Photo représentant la préparation de la dilution d’H.E.

On a fait la méme méthode de dilution pour I’extrait.

Figure 11.16 : Photo représentant la préparation de la dilution d’extrait.
e Ensemencement par écouvillonnage :
L’¢écouvillon stérile, trempé et agité dans la suspension bactérienne, préalablement préparée,
est essoré sur la paroi de tube a essai. L’ensemencement consiste en étalant par
¢couvillonnage d’un milieu Muller —Hinton (Figure 11.16). L’écouvillon doit passer 2 a 3 fois
sur toute la surface de maniére a obtenir un ensemencement homogene et une culture

abondante. Laisser sécher les boites 10 minutes avant de déposer les disques.
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Figure 11.17: Ensemencement par écouvillonnage de la suspension bactérienne.

e Incubation :
Les boites sont incubées a I'étuve a 37°C pendant 24 heures pour les souches bactériennes.

e et et ey s oy —

Figure 11.18: Photos représentant I'incubation des boites.

e Lecture des résultats :
Apres 24 heures d’incubation, mesurer a 1’aide d’une régle graduée le diameétre
d’inhibition des bactéries autour des disques. Le diamétre (mm) de la zone entourant le

disque est proportionnel a la sensibilité du germe étudié.
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111.1. Taux d’humidité
Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau. Pour

assurer une bonne conservation, la teneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10 % [89].

Apreés 10 jours de séchage, le poids se fixe a 28 g.

28% Matiere seche

72% d’eau

Figure 111.1 : Taux d'humidité de Salvia officinalis L.

La Figure I11.1 montre que Salvia officinalis L., renferme 72% d’cau alors que la
matiére séche représente une quantité de 28%.

111.2.Extraction d’huile essentielle

Dans ce travail la quantité d’huile essentielle (figure I11.2) formee a été récupérée dans un

tube a essai.

Figure 111.2 : I'huile essentielle Salvia officinalis L.
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111.2.1.Rendement d’extraction
Les résultats d’extraction de I’huile essentielle de Salvia officinalis L., indique que le

rendement (Rne=0,8 %).

L’estimation du rendement massique en huile essentielle obtenu par hydrodistillation
d’autre travaille antérieur révéle des valeurs comprises entre 0,41-2,3% [87]. Notre valeur est
accord avec la littérature, néanmoins une légeére différence peut étre attribuée aux : conditions
opératoires appliquées, la partie de la plante utilisée, ainsi que 1’origine de la récolte de la

plante.
111.2.2.Cinétique d’extraction

Pour ce test nous avons fixé la masse de la matiére végétale seche a 50g et le volume d'eau a
500 ml alors que le temps d'extraction varie de 15 a 135 minutes, avec un pas de 15 minutes.

Les résultats obtenus sont notés dans le tableau. 111.1

Tableaulll.1: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huiles essentielles de

Salvia officinalis L.

Temps (min) 15 30 45 60 75 90 105 | 120 135
Masse cumulée (g) 0.235 | 0.397 | 0.415 | 0.433 | 0.469 | 0.505 | 0.541 | 0.541 | 0.541
0.6

L 4
L 4

\

C
9
S 04
€
3 03
& /
©
o 0.2
a
©
2 0.1

0

0 20 40 60 80 100 120 140 160

temps (min)

Figure 111.3: Courbe de la cinétique d’extraction d’huile par hydrodistillation.
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La figure 111.3 représente la variation de la masse cumulée en huile essentielle de Sauge en

fonction du temps, D’apres I’allure, on peut distinguer trois différentes parties d’extraction :

* La premicre partie (de 15 jusqu’a 30 min) de I’extraction, c’est la phase d’accélération ou
I’extraction est rapide (diffusion externe), elle est représentée par une droite. La pente de cette
partie montre la facilité de I’extraction, donc cette phase représente 73.38 % de la masse totale

extraite pendant 135 min.

* La deuxieme partie (de 30 jusqu’a 90 min) correspond a la phase de ralentissement ou

I’extraction est limitée par la diffusion interne.

* Enfin au cours de la troisiéme étape (90 jusqu’a 135 min), Dans cette période, l'extraction se
stabilise, et correspond donc au temps nécessaire pour extraire la quasi-totalité des huiles

contenues dans la plante.

On peut déduire le temps adéquat pour I’extraction d’huile essentielle de Salvia par une
valeur de 60 min, ou le début de ralentissement ce commence, dont le but est de minimiser le

temps et économiser 1’énergie.
111.3.1. L’analyse de I’huile essentielle du Salvia officinalis L.
111.3.1.1. Caracteres organoleptiques

Aprés D’extraction, On déterminer les caractéres organoleptiques d’huile essenticlle de
Salvia officinalis L., obtenue et comparé avec ceux donnés des travaux antérieures [87] et
[102].

Les résultats des caractéres organoleptiques sont présentés dans le tableau 111.2.
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Tableau I11.2 : Les caracteres organoleptiques de I’'H.E de Salvia officinalis L.

Huile essentielle | Aspect | Couleur | Saveur Odeur

Huile essentielle | Liquide Jaune Piquante | Camphrée
de Salvia
officinalis

D’aprés [102] | Liquide | Jaune foncé | Piquante | Camphrée

D’aprés [87] | Liquide | Incolore / Camphrée

111.3.1.2. Caractéristiques physiques
Le tableau 111.3 regroupe les propriétés physico-chimiques de I’huile essenticlle de salvia

officinalis L., en comparaison avec celles données par des travaux antérieurs

Tableau I11.3 : Propriétés physico-chimiques d’huile essentielle de S.Officinalis L.

pH La densité Indice de réfraction
Relative
Resultats 5 0,902 1,479
Obtenus
[103] 3,2 0,929 1,467

La densité est parmi les caractéristiques physiques généralement utilisées dans la
classification des huiles essentielles et 1’'un des paramétres de pureté. La densité de notre huile
essentielle elle est inférieure a celle de I’eau.

L’indice de réfraction dépend de la composition chimique qui augmente en fonction des
longueurs des chaines d’acide, de leurs degrés d’instauration et de la température. Il varie
essentiellement avec la teneur en mono terpénes et en dérivés oxygénés. Une forte teneur en
mono terpénes donnera un indice élevé [96]. L’indice de réfraction obtenu est de 1,479

.Notre résultat est proche a celui de [103]
111.3.1.3. Caracteres chimiques

Les indices d'acide, ester et de saponification de I'H.E de Salvia officinalis L. sont calculés

et présentés dans le tableau 111.4.

57



Chapitre Il Résultats et discussions

Tableau I11.4: Les indices chimiques d’HE de salvia officinalis L., étudiées

Indice d'acide Indice de Indice d'ester
saponification
Résultats 1,122 8,968 10,09
Obtenus
[102] 1,683 / 59

Les caractéristiques chimiques de notre huile essentielle concordent avec ceux cités par
AFNOR (1998) indiquant que les valeurs des indices d'acide et de saponification d'une huile

essentielle ne dépassent pas en générale 6,5 et 28 respectivement [96].

e L’I5 est un critére de qualité indiquant la quantité d'acides gras libres présents dans notre

huile essentielle et la susceptibilit¢ de I’H.E a subir des altérations notamment 1’oxydation
[104], il est augmenté avec la durée de la conservation au cours de laquelle les huiles
essentielles pourraient étre oxydees et dégradees rapidement [105].

e L’Is indique simplement combien de milligrammes de base sont nécessaire pour saponifier
complétement 1 gramme de corps gras (huile ou graisse). Ce chiffre indique habituellement la
quantité d’hydroxyde de potassium (potasse) nécessaire plutdt que la quantité d’hydroxyde de
sodium (NaOH) nécessaire.

Dans notre cas, il faut 8,968 g de soude pour saponifier 1g d’huile de Salvia officinalis L.,

ainsi ce qui veut dire que I’huile est riche en acides gras.

Les esters sont des molécules a peu prés privées de toxicité aux doses physiologiques

normales. On a obtenu dans nos résultats un taux d’indice d’ester de 10,09.

Les résultats obtenus indiquent que les caractéristiques organoleptiques et les caractéristiques
physicochimiques des échantillons analysés oscillent dans des intervalles comparables aux
travaux antérieurs ainsi aux normes internationales reconnues. Ces parametres different

suivant I’origine des especes étudiées.

Les valeurs obtenues, témoignent I’influence de la technique d’extraction sur les
caractéristiques des huiles essentielles, ces parametres étant influencées aussi par les
conditions édaphiques et climatiques ainsi que les conditions de cultures des plantes, il est

logique que leurs valeurs different d’un endroit a I’autre [96].
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I11.4. Extraction des polyphénols de Salvia officinalis L.

Dans cette étude, I'extraction des polyphénols de Salvia officinalis L. été réalisée par Soxhlet

en utilisant de solvant organique (Ethanol 96%).

Figure 111.4 : L’extrait Ethanoique

Les résultats de rendements d'extraction sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau I11.5 : Rendement d’extraction des extraits de Salvia officinalis L.

Plante de Salvia Partie collectrice Poids des extraits Rendement
officinalis L (9) d’extraction R (%)
Fleurs et feuilles Ethanol 10g 20.4 %

111.5.Dosage des composes phénoliques, flavonoidiques et tannins :

a. Dosage des phénols totaux
Les polyphénols sont des molécules bioactives tres recherchées parce qu’elles sont réputées

pour leurs excellentes propriétés antioxydant et antimicrobiennes. Pour ces raisons, un dosage
de ces composes a été effectué pour L’extrait Ethanoique par la méthode spectrophotométrie
au reactif de Folin- Ciocalteu. Les teneurs obtenues sont exprimées en milligramme
équivalent acide gallique par gramme de matiere végétale seche (mg EAG/g) (Tableau II1.5),
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en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide

gallique.
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Figure 111.5 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
Tableau I11.6 : Résultats du dosage des polyphénols
absorbance de I'échantillon Quantité des polyphénols

A=0,285 nm 5,7 mg EAG/g

Apres la lecture 1’absorbance de notre échantillon A= 0,285 nm, on rapporte cette valeur sur
la courbe d’étalonnage pour déterminons la concentration correspondante d’acide gallique.

La teneur en polyphénols totaux est 5,7 mg EAG/g, pour notre extrait. Par contre, un
travail antérieur montre que la teneur en polyphénols I'extrait éthanol de Salvia officinalis L.
contient 22,1 mg EAG / g [106], est largement supérieures a notre résultat car, La distribution
des métabolites secondaires peut changer pendant la croissance de la plante. Ceci peut étre lié
aux conditions climatiques (la température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité), qui

stimulent la biosynthese des métabolites secondaires tels que les polyphénols [107].
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g. Dosage des tannins totaux

La linéarité de la droite de régression de la courbe d'étalonnage a été évaluée en préparant des
solutions standards de catéchine a des gammes de concentration connue. Pour la teneur totale
en tannins. L'équation obtenue a partir de la courbe d'étalonnage linéaire des concentrations
étudiées y = 3.4797x + 0.1033 (R2 = 0.9998).

1.4

1.2

1 =

0.8

0.6

¥

AT
Ra

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
concetration de la catéchine en mg/ml

Absorbance (500 nm)

y = 3.4797x + 0.1033
R? = 0.9998

Figure 111.6 : Courbe d’étalonnage de la catéchine.

Tableau I11.7 : Résultats du dosage des tannins

absorbance de I'échantillon Quantité des tannins

0,476 nm 1,10 mg EC/g

Apres la lecture, ’absorbance de notre échantillon A= 0,476 nm, on rapporte cette valeur sur

la courbe d’étalonnage pour déterminons la concentration corresponde la catéchine.

Les teneurs en tannins condenses est de 1,10 mg EC/g, ce dosage révéle que I’échantillon
est enregistré une teneur importante par rapport la catéchine. La présence des tannins suggere

la capacité de notre plante a jouer un role en tant qu’agent antimicrobien et antioxydant [96].
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C. Dosage des flavonoides totaux :

La linéarité de la droite de régression de la courbe d'étalonnage a été évaluée en préparant des
solutions standards de quercétine dans I'éthanol pour la teneur totale en flavonoides.
L'équation obtenue a partir du graphique d'étalonnage linéaire des concentrations étudiées

Y = 1,8982X+0,0434(R2 = 0,9702) ou y représente la valeur de I'absorbance et X est la valeur
de la concentration de quercétine.

0.5

0.45
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0.35 /
0.3

0.25 *
0.2

0.15 *
0.1

Absorbance(430 nm)

0.05

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

concentration de la quercétine en mg/ml = 1.8982x + 0.0434

R?=0.9702

Figure 111.7 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Tableau 111.8 : Résultats du dosage des flavonoides totaux

absorbance de I'échantillon Quantité des flavonoides

0,226 nm 9,5 mg EQ/g

Les résultats présentés dans le Tableau I11.7 montrent que les teneurs en flavonoides

totaux, I’extrait éthanoique enregistre (95 mg EQ/Q).

Apres la lecture ’absorbance de notre échantillon A= 0,226 nm, on rapporte cette valeur sur

la courbe d’étalonnage pour déterminons la concentration correspondante la quercétine.
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Les teneurs en flavonoides totaux est 9,5 mg EQ/g. Par contre, un travail antérieur montre
que la teneur en polyphénols l'extrait éthanol de Salvia officinalis L. contient 8,5 mg EQ / g
[106]. Ces dosages réveles que les échantillons ont enregistrés une teneur importante par

rapport la quercétine.

La teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs tels que, les
conditions climatiques, le moment de la récolte, le solvant d’extraction, les conditions de
stockage ces dosages réveles que la fraction éthanol est enregistrée une teneur importante par

rapport d’acide gallique [107].
111.6. Détermination de la composition chimique de I’huile essentielle par CPG

L’analyse de chromatographique du gaz (CPG) de L’huile essentielle de S.Officinalis nous

a permis d’identifier 11 composés majoritaires illustrés Sur le chromatogramme.

Figure 111.8 : Chromatogramme de I’huile essentielle de S.Officinalis L.
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Le tableau I11.9 regroupe les résultats obtenus illustrant la composition chimique de 1’huile
essentielle de S.Officinalis L.

Tableau I11.9 : Composition chimique de I’huile essenticlle de S.Officinalis L.

Composés en % de I’huile essentielle de salvia officinalis L.
N° de Pic Nom des composés Temps de rétention Echantillon
Teneur(%)

01 a-thujene 11.63 mn 0.67 %
02 a-pinéne 12.01 mn 2.15%
03 camphéne 12.83 mn 2.88%
04 Sabinene 14.30 mn 0.16 %
05 B-pinéne 14.57mn 4.75 %
06 Myrcene 15.47 mn 2.54 %
07 a.phellarene 16.57 mn 0.86 %
08 3-terpinéne 17.01 mn 0.33%
09 Para-cymene 17.58 mn 0.17 %
10 limonéne 17.93----18.29 mn 13.10 %
11 1.8 Cineol 18.29----18.38 mn 14 %

12 Cis-Ocimene 19.89 mn 1.70 %
13 Terpinolene 21.90 mn 0.63 %
14 a- thujone 23.42---23.64 mn 22.20 %
15 B-thujone 24.24 mn 6.38 %
16 Camphre 26.11 mn 14.48 %
17 Borneol 27.59 mn 1.15%
18 Acetate de 28.38 mn 0.63 %

Bonyle

19 alpha terpinéol 29.33 mn 0.23%
20 Nerol 33.00 mn 0.11%
21 Citral 36.02 mn 0.90 %
22 Thymol 40.22 mn 0.06 %
23 Béta.Cariophyllene 45.08 mn 4.74 %
24 Alpha-Humulene 47.24 mn 3.18%
25 Oxyde de Cariophyllene 51.54 mn 0.19 %
26 Viridi-Florol 55.93 mn 1.86 %
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Parmi les composés identifiés de notre H.E, le constituant majeur qui est le a-thujone avec
une teneur de 22,20% suivi de Camphre (14,48%), 1.8Cinol (14%), limonéne (13,10%), B-
thujone (6,38%), B-pinéne ( 4,75%), B-cariophyllene (4,74%), et (3,18%) de a-humulene,
camphene (2,88%), myrcene (2,54%) pinéne, (2,15%) qui pourrait expliquer les activités
antifongiques, antioxydants et antimicrobienne.

D’autre étude réalisée sur Salvia officinalis a traver le bassin méditerranéen est rapporté la
composition chimique suivante : L’étude menée en Alger, sur Salvia officinalis, a montré que
les principaux composés sont Camphre (20,4%), le a-thujone avec une teneur de 19,6%,
1.8Cinol (12,3%), B-thujone (8%), B-cariophyllene (4,5%), (3,1%) de a-humulene, B-pinéne
(1,4%) [108].

Cette déférence dépend d'un certain nombre de facteurs tels que, les conditions climatiques, le
moment et la zone de la récolte, la méthode d’extraction, les conditions de stockage.

I11.7. Détermination de I’activité antioxydante

I1 existe plusieurs méthodes pour déterminer 1’activité antioxydante des plantes [100].

Le DPPH* est un radicale libre synthétique de couleur violée foncée. C’est le radicale le plus
utiliser dans I’analyse de I’activité anti-radicalaire des substances bioactives contenus dans les
extraits des plants médicinales [100] pour :

Leur absorbance maximale a 517 nm, ce qui permet donc 1’évaluer 1’activité anti radicalaire,
par spectrophotométrie, en mesurant toute diminution d’absorbance de DPPH*.

A partir de ces courbes nous pouvons déterminer les pourcentages d‘inhibition obtenus en

fonction des concentrations utilisées ainsi que la valeur de 1‘1Cso pour H.E et 1’extrait.

Plus la valeur de 1°ICsp est petite, plus I’extrait posséde une bonne activité antioxydant.
L'activité est considérée comme une diminution de lI'absorbance de I'échantillon par rapport a
la solution standard de DPPH*.

La Figure I11.9 représente la concentration d’acide ascorbique pg /ml en fonction de

pourcentage d’inhibition.
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Figure 111.9 : Pourcentage d’inhibition de 1’acide ascorbique

Les figures (111.10), (111 .11), sont représentés les courbes de pourcentage d’inhibition de HE
(Salvia officinalis.) et d’extrait (Ethanol) par différente méthode d’extraction (Soxhlet,

Clevenger).
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Figure 111.10 : courbe de pourcentage d’inhibition d’huile essentielle.
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Figure 111.11 : Courbe de pourcentage d’inhibition d’extrait éthanoique

Les concentrations d’H.E, de I’extrait, et de ’acide ascorbique qui inhibent 50% du DPPH*

(1Cs0) déterminés graphiquement (figures 111.10- 111.11). Les résultats calculés des I1Cso sont

représentes dans le tableau 111.10.

Tableau 111.10 : Concentration d’inhibition a 50% (pg/ml) de I’extrait et d’HE

IC50 (ng/ml) Puissance anti
radicalaire (ml/ng)
L’H.E de Salvia officinalis L. 18,11 0,0552
Extrait éthanoique 31,90 0.0031
Acide ascorbique 27,07 0.0369

D'apres les résultats obtenus, nous remarquons que (I’antioxydant de référence) posseéde une

forte activité antioxydant par le pourcentage élevé d’inhibition de radical DPPH* de 1’ordre

27,071 (ug/mL). Le pouvoir réductrice de L’extrait de I’ordre 31,90 (ug/mL) est largement

supérieure par rapport I'H.E 18,11 (pug/mL) et I’'HE est largement inférieure a celle d’acide

ascorbique. Ce qui explique le forte d’activité anti radicalaire de I’H.E par rapport d’extrait et
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I’acide ascorbique (IC50 plus bas donc I’activité plus haut). Si on parle de la puissance anti

radicalaire, plus P augmente I’activité anti oxydant augment.

Ramdan et al, ont montré que ’extrait éthanolique capable de réduire le fer et leur résultat est
exprimés en 1C50 (262 pg / mL). Mekhaldi et al. Ont obtenu pour I'huile essentielle de
S.officinalis I, (IC50 = 62.65 pug / mL) en Algérie [109]. On peut dire que notre H.E, ainsi

notre extrait ont des propriétés anti radicalaire mieux que ces résultats.
111.8.Résultats d’étude de I'effet antimicrobien de 1'huile essentielle de Salvia officinalis :

111.8.1.Evaluation qualitative de I'activité antimicrobienne :

Le pouvoir antimicrobien de notre huile essentielle est obtenu par la mesure des diamétres des

zones d'inhibition en millimétre.

Suivant le diametre de la zone d’inhibition autour de chaque disque, la lecture des résultats est

faite comme suit [110] :

- Résistante : Diamétre < 8 mm.

- Modérément sensible : Diamétre compris entre 8 et 14 mm.
- Sensible : Diametre compris entre 14 et 20 mm.

- Extrémement sensible : Diamétre > 20 mm.

Les diametres des zones d'inhibition observées autour des disques imprégnés d'HE pure,
apres 24 heures d'incubation a 37°C pour les déférentes souches sont resumés dans le tableau
11.11.

Tableau I11. 11 : Valeur des diametres en millimétre de la zone d’inhibition de I’H.E pure.

souches testées Diamétre d’inhibition Diameétres
enmm d'inhibition
(Ampicilline)
Gram Enterococcus 12 -
+
Staphylococcus aureus - -
Staphylococcus saprophyticus - 14
Gram Escherichia coli 7 -

Klebsiella pneumoniae 7 10
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Proteus spp 8 22

Pseudomonas aeruginosa - -

Levure Condida albicans 10 -

Les résultats précédents obtenus sont présentés sous forme du diagramme suivant:
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Figure 111.12 : Effet inhibiteur des huiles essentielles pures de Salvia officinalis contre les

bactéries ciblent par rapport a I'antibiotique ampicilline.
Selon I'échelle citée par [110] :

L'HE de salvia officinalis pure a une forte activité sur certaines souches microbiennes testées,
sauf sur Klebsciella pneumoniae et Escherichia coli elle est Résistante (Diamétre < 8 mm).
Les diamétres d’inhibitions obtenues pour les différentes souches, varient de (8mm) a
(12mm).

Pour les bactéries, le plus grand diametre est obtenu avec Enterococcus (12 mm) et le plus
petit avec Proteus spp (8 mm). Donc, les résultats obtenus montrent que I'HE de salvia
officinalis posséde un large spectre d'activité antibactérienne sur les bactéries Gram (+) :

I'exemple d'Enterococcus que les Gram (-) : I'exemple des autres bactéries.

L'huile essentielle de Salvia officinalis possede également une activité Modérément sensible
(Diamétre compris entre (8 et 14 mm) sur la levure utilisée Condida albicans par rapport aux

autres bactéries utilisées, dont la zone d'inhibition est de (10mm) de diamétre. (Figure 111.13.)
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Figure 111.13. : Activité antibactérienne de I'HE pure de Salvia officinalis

Cette étude qualitative de l'activité antimicrobienne de I'HE testée s'est avéreée tres intéressant,
du fait qu'il a obtenu des résultats satisfaisants. D'apres résultats obtenus, il faut dire que
I'huile essentielle de Salvia officinalis L. possede une activité antibactérienne et antifongique
trés importante. Aussi certaines souches semblent se distinguer par une sensibilité elevée par

rapport aux autres.

Ce test préliminaire n'est qu'un criblage des activités antimicrobiennes de notre produit. Les
résultats de cette étude qualitative méritent une étude quantitative plus approfondie pour

déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) de notre HE.
111.8.2.Evaluation quantitative de I'activité antimicrobienne :

Les résultats de l'activité antibactérienne et antifongique des déférentes dilutions d'huile

essentielle de Salvia officinalis L. sont consignés dans le tableau suivant :
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Tableau 111.12: Valeurs des diametres des zones d'inhibition pour déférentes concentrations
d’H.E.

Diamétre d’inhibition en mm
souches testées
1/2 1/4 1/8 1/16
DMSO
(M) (1) (2) (3)
Enterococcus - - 8 - -
Gram
Staphylococcus aureus - - - - -
+
Staphylococcus saprophyticus - - - - -
Escherichia coli - - 8 6 -
Gram
Klebsiella pneumoniae - - 9 6 8
Proteus spp - 7 8 - -
Pseudomonas aeruginosa 7 - - - -
Levure Condida albicans - 7 10 9 -

(M): Solution mére (1/2).
(-): lecture impossible.

Dans ce tableau on a teste quantitativement ’activité antimicrobienne des déférent dose de
H.E par déférent souches, on observe que dans la Gram+ le seule diamétre marqué est 8mm

pour la Enterococcus (1/4) qui signifie la résistance de cette souche.

Pour les Gram — on observe un diamétre de 8 et 6 pour les doses 1/4 et 1/8 d’E.Coli qui
signifie la sensibilité d’E.Coli, on marque le méme diamétre pour Klebsiella pneumoniae

pour les doses 1/16 et 1/8 et un diametre de 9 mm pour 1/4.

Pour Pseudomonas aeriginosa on n’observe aucune trace et pour proteus spp on marque 7 et

8 mm pour les doses 1/2 et 1/4 qui signifie la sensibilité de cette souche sur ces diamétres.
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Pour la Levure on observe des diametre de 7 mm a (1/2) ce qui signifie ca résistance et 9 et
10 mm pour (1/8 et 1/4) ce qui signifie que cette souche est modérément sensible a ces

diamétres.

Nous rapportons dans le tableau.ll1.13 les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de

notre HE, obtenues pour chaque souche.

Tableau 111.13 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) d'HE de Salvia officinalis

relatives aux souches testées.

souches testées Diameétre des zones en
CMI % (V/V)
mm

Gram

Enterococcus 1/4 8
+

Escherichia coli 1/8 6

Gram
Klebsiella pneumoniae 1/8 6
Proteus spp 1/2 7
Levure Condida albicans 1/2 7

(CMI): concentration minimale d'inhibition.

Ce tableau reprisant les concentrations minimales inhibitrices (CMI) d'HE de Salvia

officinalis relatives aux souches testées

Pour les Gram + la seule valeur CMI marqué est 1/4 pour un diamétre de 8mm est pour

Enterococcus.

Pour les Gram — on marque un méme CMI (1/8) pour un méme diamétre 6mm pour E,Coli

et Klebsiella pnumoniae, pour Proteus spp on marque 1/2 pour 7 mm de diamétre.

Pour la Levure onaun CMI de 1/2 pour 7 mm de diametre.
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Figure. 111.14: Activité antibactérienne des différentes dilutions de I'HE de Salvia officinalis

Tableau Il1. 14 : Valeur des diamétres en millimétre de la zone d’inhibition de 1’extrait

éthanol pure.

souches testées Diameétre d’inhibition I?.Iamej[r.es
d'inhibition
en mm (Ampicilline)
Enterococcus 17 48
Gram
Staphylococcus aureus 8 -
+
Staphylococcus saprophyticus 15 10
Escherichia coli 8 -
Gram
Klebsiella pneumoniae - 11
Proteus spp 10 24
Pseudomonas aeruginosa 8 -
Levure Condida albicans 9 -
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Figurelll.14: Effet inhibiteur d’extrait éthanol pure de Salvia officinalis contre les bactéries

cibles par rapport a I'antibiotique ampicilline.

L’extrait de salvia officinalis pure a une forte activité sur certaines souches microbiennes
testées, sauf sur Klebsciella pneumoniae, Escherichia coli et condida albicans elle est

Résistante (Diamétre < 8 mm).

Les diamétres d’inhibitions obtenues pour les différentes souches, varient de (8mm) a
(27mm).

Pour les bactéries, le plus grand diametre est obtenu avec Enterococcus (17 mm) et le plus
petit avec Proteus spp, E,Coli et Pseudpmpnas (8 mm). Donc, les résultats obtenus montrent
que I’extrait de salvia officinalis possede un large spectre d'activité antibactérienne sur les
bactéries Gram (+) : I'exemple d'Enterococcus que les Gram (-) : lI'exemple des autres

bactéries.

L'extrait de Salvia officinalis possede également une activité sensible (Diamétre compris
entre 14 et 20mm) sur la Gram+ par rapport aux Gram- et Levure utilisées, dont la zone

d'inhibition est (<10mm) de diametre.
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Figure 111.15: Activité antibactérienne de I’extrait éthanol pure de Salvia officinalis

Tableau. I11. 15: Valeurs des diametres des zones d'inhibition de I’extrait éthanol pour

déférentes concentrations.

souches testées

Diamétre d’inhibition en mm

1/2 1/4 1/8 1/16
DMSO
(M) (1) (2) (3)
Enterococcus - 16 17 13 11
Gram
Staphylococcus aureus - - - - -
+
Staphylococcus saprophyticus - 14 13 12 7
Escherichia coli - - - - -
Gram
Klebsiella pneumoniae - - - 7 -
Proteus spp - 8 9 9 -
Pseudomonas aeruginosa - 7 - 6 -
Levure Condida albicans - 7 - - -
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Dans ce tableau on a teste quantitativement 1’activité antimicrobienne des déférent dose de
I’extrait par déférent souches, on observe que dans la Gram+ on a un diamétre de <8<14 mm
pour Enterococcus (1/8 et 1/16) et Staphylococcus saprophyticus (1/4 et 1/8) ce qui signifie
que ces souches sont modéréement sensible a ces doses. Et ont un diamétre entre 14 et 17 pour
(1/2 1/4) qui signifie la sensibilité, par contre on n’observe aucun trace pour Staphylococcus

auerus.

Pour les Gram — on n’observe aucune trace d’E.Coli et un seule diametre Klebsiella
pneumoniae (7mm) on marque le méme diametre (9mm) pour proteus spp pour les doses 1/4

et 1/8 et un diametre de 8 mm pour 1/2.

Pour Pseudomonas aeriginosa on n’observe aucune trace et pour proteus spp on marque 7 et

6mm pour les doses 1/2 et 1/8 qui signifie la résistance de cette souche sur ces diametres.
Pour la Levure on observe des diametre de 7 mm a (1/2) ce qui signifie ca résistance.

Tableau.111.16: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) d’extrait éthanol de Salvia

officinalis relatives aux souches testées.

souches testées Diamétre des zones en
“ CMI % (V/V) ' z
mm
Enterococcus 1/16 11
Staphylococcus saprophyticus 1/8 12
Gram
+
Klebsiella pneumoniae 1/8 7
Proteus spp 1/2 8
Pseudomonas aeruginosa 1/8 6
Levure Condida albicans 1/2 7

Ce tableau reprisant les concentrations minimales inhibitrices (CMI) d'extrait de Salvia

officinalis relatives aux souches testées

Pour les Gram + on marque deux valeur de CMI 1/6 et 1/8 pour un diamétre de 11 et 12mm

respectivement est pour Enterococcus et Staphylococcus saprophyticus,
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Pour les Gram — on marque un méme CMI (1/8) pour un diamétre de 7 et 6mm pour
Klebsiella pnumoniae et pseudomonas aeruginosa, et pour Proteus spp on marque 1/2 pour 8

mm de diametre.

Pour la Levure onaun CMI de 1/2 pour 7 mm de diamétre.

Figure.l11.16.: Activité antibactérienne des différentes dilutions d’extrait éthanol de Salvia

officinalis.

L’évaluation de Dactivité antibactérienne de l'huile essentielle et de I'extrait de Salvia
officinalis face aux différentes souches bactériennes étudiées a travers les tests, a montré une

énorme hétérogénéité dans les résultats obtenus.

Daprés les résultats représentée dans les tableaux (III.11-II1.14) nous remarquons que
L’huile essentielle pure de salvia officinalis présente une activité légeére sur Enterococcus
dont la zone d’inhibition atteint des diametres de 12mm et 8mm (Modérément sensible ) pour
Proteus spp Par rapport a l'extrait éthanol brut qui présentait une bonne activité contre les
souches bactériennes Enterococcus et Staphylococcus saprophyticus et Proteus spp dont les

diametres des zones d’inhibition sont 17,15, 10 mm (sensible et Modérément sensible ).

De cette comparaison, nous concluons que I'extrait éthanol brut de salvia a un bon effet contre

les souches bactériennes, mieux que I'huile essentielle pure.

Concernant la levure Candida albicans ont réagi bien selon L’huile essentielle pure (10mm)

par rapport a l'extrait éthanol brut (9mm).

Parmi toutes les concentrations utilisées, les HE diluées au 1/4 semblent plus efficientes par
rapport aux autres concentrations vis-a-vis des germes étudiés avec des zones d’inhibition
comprises entre 8 et 10 mm de diametre. Quant a I'extrait éthanolique, les concentrations 1/2,

1/4 et 1/8 représentent une bonne activité contre les souches Enterococcus et Staphylococcus
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saprophyticus, Proteus spp avec des zones d’inhibition comprises entre 8 et 17 mm .En
conclusion, les concentrations d’extrait d’éthanol ont donné les meilleurs résultats par rapport

aux concentrations d’huile essentielle.

D’aprés les travaux de [111] on observe grande activité de huile dans la bactérie Protreus
mirabilis avec diamétre 16 mm alors que tres sensible, en suite dans le cas la bactérie
Enterobacterie présente une activité petite c'est-a-dire sensible, et une faible activité dans la

bactérie Escherichia coli.

Des tests de Iactivité antibactérienne évaluée, il ressort que les huiles essentielles de Salvia
officinalis L. sont tres efficaces contre toutes les bactéries testées et plus particulierement a la
concentration 4. Les meilleurs résultats sont constatés envers des souches d“Escherichia coli

que celle de Proteus qui ne joue qu’occasionnellement un réle pathogene [112].

De méme, [113] Ont constaté que 1’huile essentielle de la sauge a exercé une forte inhibition
vis-a-vis d’Escherichia coli avec 13mm de diamétre de la zone D’inhibition comparée a

Pseudomonas aeruginosa qui a manifesté une résistance a cette huile Essentielle.

Klebsiella pneumoniae s’est montré la plus sensible a 1’action des huiles essentielles parmi les
bactéries gram-, cette forte activité des huiles essentielles sur Klebsiella pneumoniae est
confirmée par [114,115,116]. A la fine de ce résultat on résume le pouvoir antibactérien

différent d’un extrait a autre.

Le diamétre de la zone d’inhibition de ’extrait étudié difféere d’une bactérie a une autre Et

d’un extrait a un autre, cette variation de I’activité antimicrobienne des extraits vis-a-Vis

D’une méme bactérie est due principalement a la variation de leurs compositions chimiques

[117,118,119].

De plus, [120] Ont montré que la méthode d’extraction et la nature du solvant peuvent

influencer 1’activité antibactérienne des composés phénoliques des plantes.

L'activité antibactérienne des flavonoides peut étre expliquée par le mécanisme de toxicité
vis-a-vis des microorganismes qui se fait soit par des interactions non spécifiques telles que
L’¢tablissement des ponts hydrogénes avec les protéines des parois cellulaires ou les
enzymes, La chélation des ions meétalliques, inhibition du métabolisme bactérien, la

séquestration de Substances nécessaires a la croissance des bactéries [121].
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Selon [122] la date de récolte de la plante a une grande influence sur sa composition chimique
et par conséquent sur son activité biologique. L’on ces études, on peut dire qu'il est quelque

peu identique a notre étude.
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En conclusion, notre étude approfondie sur l'extrait et I'nuile essentielle de Salvia
officinalis a permis de déterminer leur composition phytochimique ainsi que d'évaluer leurs

propriétés biologiques, en mettant l'accent sur leurs activités antimicrobiennes et antioxydantes

Dans la premiére partie, I’extraction par I’hydrodistillation reste une méthode simple
et efficace pour l'obtention I’huile essentielle de cette plante, a révélé une valeur du rendement de
I’ordre de 0,8% pour H,E de Salvia Officinalis L., et I’extraction par solvant a révélé une valeur

de 20,4%. Ces résultats restent en accord avec celui citées dans la littérature.

La soumission du produit fini a différents tests de qualité (pH, densité, Controle
toxicologique, Controle microbiologique) a montré qu’il est conforme aux normes
pharmaceutiques ; néanmoins, 1’étude de sa stabilité durant la période de conservation pour

autoriser sa commercialisation est indispensable.

Aussi pour la caractérisation de I’H.E de la plante S.officinalis L., on a réealisé une
étude de la composition chimique par la technique analytique CPG, L’analyse de ’'H.E a montré
que I’'H.E est principalement constituée de : a-thujone avec une teneur de (22,20%) suivi de
Camphre (14,48%), 1.8 Cineol (14%), limonéne (13,10%), B-thujone (6,38%), B-pinene (4,75%),
Béta.Cariophyllene avec une teneur (4,74%) et (3,18%) de Alpha-Humulene, camphéne
(2,88%), myrcene (2,54%), pinéne (2,15%). Cette composition est en accord avec celle cités

dans les travaux ultérieurs pour les majorités des composes.

Dans la deuxieme partie, les polyphénols a été extraite a I'aide d'un appareil Soxhlet en
utilisée 1’éthanol comme solvant, le dosage des composés phenoliques, flavonoidiques et tannins
montre la présence de ces composes dans notre extrait.

L’activité anti-oxydante a été réalisée en employant le test du piégeage du radical libre
DPPH*. Les résultats obtenus montrent que notre huile essentielle et I’extrait de polyphénols
présentent une bonne activité anti oxydante en comparaison a la vitamine C. L’étude qualitative
antimicrobienne de cette huile essentielle et polyphénols s’ont avérées intéressantes, du fait que

nous avons obtenu la majorité des résultats positifs pour la majorité des souches utilisées.

Nos résultats ont également démontré que I'huile essentielle et l'extrait de Salvia

officinalis exhibaient tous deux des activités antimicrobiennes significatives contre un large
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éventail de micro-organismes pathogenes. Ces activités antimicrobiennes pourraient étre
attribuées aux composes spécifiques présents dans I'huile essentielle et I'extrait, tels que le
thujone et les flavonoides, qui ont montré des effets inhibiteurs sur la croissance microbienne
dans d'autres etudes.

En ce qui concerne les propriétés antioxydantes, nos résultats ont révélé que Il'huile
essentielle et l'extrait de Salvia officinalis présentaient une capacité significative a pieger les
radicaux libres et a prévenir les dommages oxydatifs. Ces effets antioxydants sont attribués a la
présence de composes tels que les tanins et les acides phénoliques, qui sont connus pour leur

capacité a neutraliser les espéces réactives de l'oxygene.

En résume, nos résultats soutiennent l'utilisation traditionnelle de Salvia officinalis L.
en tant qu'agent antimicrobien et antioxydant. Les composés présents dans I'huile essentielle et
I'extrait de Salvia officinalis jouent un role crucial dans ces activités biologiques. Cependant, des
études supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes d'action de ces
composes et pour explorer leurs applications potentielles dans d'autres domaines thérapeutiques.

Il serait intéressant de faire des recherches plus approfondies sur cette huile essentielle
et I'extrait, par exemple :

> Etude des mécanismes d'action.
> Etude de la toxicité et de la sécurité.
» Synergie avec d'autres substances.

» Etude de la stabilité et de les formulations médicamenteuse.
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Les annexes

Figure 11.20: Photos représentant le montage d’indice de saponification.



Les annexes

Figure 11.21: Photos représentant Figure 11.22: dosage de saponification.

le dosage d’indice d’acide.



Les annexes

Figure : Activité antibactérienne de I'HE pure de Salvia officinalis sur:
A : Enterococcus , B : Staphylococcus aureus , C: Staphylococcus saprophyticus |,
D: Escherichia coli , E: Klebsiella pneumoniae, F : Proteus vulgaris ,

G : Pseudomonas aeruginosa , H : Condida albicans



Les annexes

Figure : Activité antibactérienne des différentes dilutions de I'HE de Salvia officinalis sur:
A : Enterococcus , B : Staphylococcus aureus , C: Staphylococcus saprophyticus
D: Escherichia coli , E: Klebsiella pneumoniae, F : Proteus vulgaris

G : Pseudomonas aeruginosa, H : Condida albicans.
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Figure : Activité antibactérienne de ’extrait éthanol pure de Salvia officinalis sur:
A : Enterococcus, B : Staphylococcus aureus, C: Staphylococcus saprophyticus,
D: Escherichia coli, E: Klebsiella pneumoniae, F : Proteus vulgaris,

G : Pseudomonas aeruginosa, H : Condida albicans
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Figure : Activité antibactérienne des différentes dilutions d’extrait éthanol de Salvia officinalis
sur: A Enterococcus , B : Staphylococcus aureus , C: Staphylococcus saprophyticus ,D:

Escherichia coli , E: Klebsiella pneumoniae, F : Proteus vulgaris

G : Pseudomonas aeruginosa , H : Condida albicans
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	Les Lamiaceae ou Labiatae est une famille importante appartenant aux angiospermes dicotylédones. Ce sont des arbustes, sous arbrisseaux ou plantes herbacées comprennent dans le monde 258 genres et 6970 espèces. Elles se répartissent sur tout le globe,...
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