Q) Akl jaapall 4y il jall 4y ) seenl)
République Algérienne Démocratique Et Populaire
alall Cnll g lall sl 5 3 5

Ministére De L’enseignement Supérieur Et De La Recherche Scientifique

Université Constantine 1 Fréres Mentouri Gosiia B AY) 1 Aiaind daaly
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie 3Liadl g dagdal) o gle 4,1

Département : Biochimie et Biologie Cellulaire et Moléculaire 4ija 545l La glonl) g A ga plual: anid

Mémoire présenté en vue de I’obtention du Diplome de Master
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiére : Sciences Biologiques

Spécialité : Biochimie appliquée

N° d’ordre :
N° de série :

Intitulé :

Etude phytochimique et évaluation du potentiel antioxydant et

antimicrobien de I’extrait brut de Salvia officinalis L.

Présenté par : Mezli Roumaissa Le : 23/06/2025
Naidja Malak

Jury d’évaluation :
Présidente : Dr. MOUSSAOUI S. (MCB- U Constantine 1 Fréres Mentouri).
Encadrante : Dr. KASSA LAOUAR M. (MCB- U Constantine 1 Fréres Mentouri).

Examinatrice: Dr. BIOUD K. (MCB - U Constantine 1 Fréres Mentourt).

Année universitaire
2024 - 2025



@mm@mzt

Avant tout, nous remercions sincerement Dieu Tout-Puissant pour nous avoir guidés, soutenus et
accordé la force, la patience et la persévérance nécessaires a l'accomplissement de ce mémoire. Sans

Sa grace, cette réalisation n’aurait pas été possible.

Nous adressons en premier lieu toute notre gratitude et nos remerciements les plus profonds a
Madame KASSA LAOUAR M., pour son encadrement exemplaire, sa disponibilité constante, ainsi
que ses conseils scientifiques avisés. Son accompagnement bienveillant, sa rigueur et son
engagement ont été des piliers essentiels tout au long de notre travail. Grace a sa précieuse

implication, nous avons pu progresser avec confiance et clarté.

Nous tenons a exprimer notre profonde gratitude a Madame MOUSSAOUI S., présidente du jury,
pour 'honneur qu’elle nous a fait en acceptant d’évaluer ce travail, ainsi que pour ses remarques

pertinentes et enrichissantes.

Nos sincéres remerciements vont également a Madame BIOUD K., examinatrice, pour le temps
qu’elle a bien voulu consacrer a la lecture et a I’évaluation de ce mémoire, ainsi que pour ses
observations constructives qui ont contribué a I’amélioration de ce travail. Leur implication et leur

rigueur scientifique ont été d’un grand apport a ce travail, et nous leur sommes trés reconnaissantes.

Enfin, nous tenons a exprimer notre reconnaissance a toutes les personnes qui nous ont soutenus de
pres ou de loin, que ce soit par leurs encouragements, leurs conseils ou leur appui tout au long de

cette aventure académique.



Oetioaces

Je dédie ce modeste travail, fruit de tant d’efforts et de persévérance, a vous, mes

précieux piliers de vie.

A ma chére mére, Diabi Nadira, source de tendresse infinie et de force silencieuse. Tu m’as
offert la vie et I’as embellie de ton amour, de ton attention et de ton dévouement. Tes
sacrifices, ta patience et ton soutien inconditionnel ont toujours été pour moi un repére, une
lumiére dans les moments d’incertitude. Grdce a ton amour et a ta présence rassurante, j’ai

trouvé le courage d’avancer. Que Dieu te protége et t’accorde santé, bonheur et longue vie.

Je dédie ce travail a mon pére bien-aimé, Naidja Mohamed El-Hadi (Que Dieu lui fasse
miséricorde), qui a été et restera a jamais mon exemple de sagesse, de courage et de
persévérance. Ton amour et tes sacrifices m’ont faconné et ont fait de moi la personne que je
suis aujourd'hui. Bien que tu ne sois plus parmi nous, ta présence demeure vivante dans
chaque moment de ma vie. Tes conseils et ta bienveillance continuent de m’accompagner et

ton souvenir est une source de force et de détermination pour continuer a avancer.

Que Dieu t’accorde Sa miséricorde infinie et t’éléve parmi les justes. Tu resteras a jamais

dans mon ceeur, et ce travail est un humble hommage a tout ce que tu m’as donné.

A mes chers freres, Atef et Lotfi, je vous remercie du fond du ceeur pour votre aide, votre
patience et vos encouragements continus. Votre présence fraternelle est une source de
motivation et de stabilité inestimable. Que Dieu vous garde et renforce toujours les liens qui

nous unissent.

Je tiens a exprimer ma profonde gratitude a mon binéome, Mezli Roumissa, pour sa
collaboration exemplaire, son engagement constant, ainsi que son esprit d’équipe tout au long

de ce travail.

Sa rigueur, sa disponibilité et sa bonne humeur ont grandement contribué a la réussite de ce

projet, et ont fait de cette expérience un réel plaisir partagé.

Malak



Cettioces

Je dédie ce mémoire a toutes les personnes qui m'ont soutenue et Inspirée tout au long de

ce parcours académique.

A mes parents, Omar et Fatima — qu’Allah les garde comme une couronne sur ma téte
pour leur amour inconditionnel, leur soutien constant et leurs encouragements
permanents. Vous m’avez toujours poussée a donner le meilleur de moi-méme et a ne
jamais baisser les bras. Merci d’avoir toujours été a mes cotés, de m’avoir donné les

moyens de réaliser mes projets et d’avoir éclairé mon chemin vers la réussite.

A mes fréres Abdelhamid et Bilal, a mes chéres seeurs Khadidja, Assia, Sarah et Salima, a
mon beau-frére Azzedine, @ mon neveu Taki Eddine et a mes niéces Alaa et Israa, pour leur
soutien moral et leurs paroles encourageantes qui ont été une source d’inspiration et de

motivation constante.

A mes amis, pour leur amitié, leur soutien et leurs conseils précieux. Vos encouragements

et votre patience ont été indispensables pour surmonter les moments difficiles

Je dédie ce travail avec toute ma gratitude et mon estime a mon cher binome Naidja Malak
pour son engagement, sa patience, son sérieux et sa précieuse collaboration tout au long de

cette aventure académique.

Travailler a ses cotés a été une réelle chance et une belle expérience humaine et

professionnelle.

Merci pour les moments de partage, de persévérance, et pour avoir transformé les

difficultés en défis relevés a deux.

Roumissa



1

Table de matieres

Liste des abréviations

Liste des figures

Liste des tableaux

Introduction

Salvia officinalis L.

Chapitre 01 : Synthése bibliographique

1.1 Historique......ccceeeescneeecsccnnnnees

1.2 Description

1.3 Classification taxonomique

14 Nomenclature

1.5 Description morphologique

1.6 Répartition géographique

1.7 Composition chimique et propriétés de la sauge
Huiles essentielles .........c.cccevueeruereunnnnes

2.1 Définition des huiles essentielles

2.2 Identification des huiles essentielles

23 Fonction des huiles essentielles

24 Activités biologiques des huiles essentielles

Métabolites des plantes médicinales
3.1 Métabolites primaires
3.2 Métabolites secondaires
3.3 Fonction des métabolites secondaires
3.4 Classifications de métabolites secondaires

3.4.1 Composés phénoliques




3.4.2 FIAVOMNOTAES «.eeeeeennerrreereereeeneeeessocseressssssssssscssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 10

3.4.3 Tanins .....coeeevveecseeccnecsnnnes .12
3.4.4 TerPENOIAES....ccueeicrvericrsnricssnrisssnnicssansssssnsssssnssssssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 13
3.4.5 ALCALOTAES ..ccouuereuneisueiinncsunissnensnisssncsnnssaesssnesssecssnssssnssssssssessssssssssssassssessssssssnssssssssasssssssaases 13
SEress OXYAAtIf....uuueieivriiirriensnicssnicssnniossnnissssnsssssnessssnsssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 14
4. 1 RAdIiCAUX LIDIES cuuverennriiniiisniiistincineinsnnessnncssnticsssnicssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssns 14
4.2.1 Maladies liées aux stress OXYdatif....ccccceervererssercsssnicssnicssnicsssnessssnsssssnssssssssssssssssasssssassses 15
Activité antimiCroDIENNE........couiieiiiuiiiiiitiiniiniicntnnnicntenntsstsssstessssssssssssssssssssssssssssssssssssse 15
5.1 Principales substances antimicrobiennes d’origine naturelle et synthétique................. 16
5.1.1 ADCIDIOTIQUES .cuveiiiiirrnnricsssreniicssssnnicsssssssessssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 16
5.1.2 Composés PhENOlIQUES .....ueeerrueierranicssaricssanicssanesssanesssasesssassssssssssssssssasssssssssssssssssssessasssssans 16

Chapitre 02 : Matériel et méthodes

ODbjectif du travail......ceeiceiciniinnnnicnsninnniinnsnissssisssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssases 17
ECRANIIONNAZE. .....cecveeerecrnrererenscrnsesscsessessssessessssessessssessssessessssessessssessessssesssssssessssessssessessssessese 17
LAVAZE ccceurieeinrenisneenisnnensnnenssnnesssssesssnnesssssessssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssnns 17
SECRAGE...ccieeeirennininenrtenntennntentessseestesssnssssesssnssssssssnssssssssassssessssssssesssssssassssassssssssssssassssassssessasss 17
BIOYAZE couueeeeinnienineeniniensnienssnnenssnnesssnnessssnesssssessssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssnns 17
Extraction des molécules DIOACTIVES ....ueieevericiniiisniissiicssnicssnicssnnicsssnissssnesssssecssssssssssesssssessnns 18
6.1 Principe 1a MacCration .......eeeiiiieinennsensennsnensnnnsnessessssesssessssesssessssssssessssessssssssssssssssssss 18
6.2 Extraction par macération dans le méthanol aqueuX.........cueeeveeiseecsenssnenseensseecsaensnennne 18
6.3 Détermination du rendement d’eXtraction .........ceeeeenseecsenssnensenssnecsaenssnessseesnecssesssnesses 18
HyYydrodiStillation......ccoceeiiciiisnieniisnricsssssnicssssssnssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 20
7.1 Extraction d’huile eSSENtIiClle .....coeeeeiveeeeisuiiiineiissneiisneiisnenssneessnecssnecsssnecsssnecsssescsssnscssns 20
7.2 Procédé d’eXtraction ......c.cccveeeveeiiseecsuenssenssuecsssissunsssnnsssnsssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssasssasnns 20
7.3 Calcul du rendement........cceeeeiieeeisnecsseecssnecsssnccssseessseesssseessssesssssessssssssssssssssssssssssssssassssas 20
Mise en évidence des métabolites SECONAAIreS ........cccueevuerisuensersseicseissninsenssencsenssansseccssecsaene 21

8.1 Mise en évIidence des AlCALOTIES.....ccccevreeeeeeeerreeeereeeeereeesecssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 21




10

11

=

8.2 Mise en évidence des POLYPHENOIS ........uueievvuiiirvuriiisnriiisnninsnncssnicssnicssssnsssssssssssssssssssasssssnns 21
8.3 Mise en évidence des tanins .21
8.4 Mise en évidence des flaVonoides ........cceeerueeireeisenssninsenssnensnnsssecsseesssecssessssesssnssssecssasssaseses 21
Dosage des composés bioactifs w22
9.1 Dosage de polyphénols tOtAUX .....ueeeueeiieeiseisseensnnisnensnnssnecsnssssecssessssecssnssssesssessssesssasssseses 22
0.1.1 PYINCIPE cuuvereeercrnnrncssssanrecssssnssecssssssscsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss 22
9.1.2 Protocole eXperimental ........cccceeveicssenicssanicssanesssanessasssssassssssssssasssssassssssssssssssssssssssnasssssns 22
9.2 Dosage des flavonoides......cceeeeveeeesirecssnicssnicssnnicsssnecsssncssssncssssnessssscssssssssssssssssesssssessssssssnss 22
0.2.1 PIINCIPE cocvereecssraniicssssnnrecsssssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss 22
9.2.2 Protocole eXperimental ........cccceiveicssnicssanicssanesssanesssasesssassssssssssssssssnssssssssssssssssssssssasssssans 22
Evaluation de I’activité antioXydante .........ccueeveeeiiiiviinsiissinsinnsennsnisssncsensssnessssssssesssssssesssens 23
10.1 Test du DPPH ....uuiiiiiiiiiiniinnenntecnninnissesssicsssssssssssssssesssssssssssssssssesssssssssssssssssasssse 23
10.1.1 PriNCIPE ceeeecrvuercssunicssancsssanesssnnessssnesssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasss 23
10.1.2 PrOCEAUIE ....uueeeneiieeinecnticstnisneissenssseessnssssnsssesssseesssssssssssassssesssssssssssssssssasssssssssssssssssasssss 23
10.2 Test de PABTS...uiiiiiiiiicneinniineinticsnissnssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssse 24
10.2.1 PriNCIPE ceveeerruercssunicssancsssanesssanssssasesssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssasssssasss 24
10.2.2 PrOCEAUIE ...cuueeeneiiniinecsnicsseisneissensssecssnssssnsssassssessssssssssssassssassssssssssssassssasssssssssssssssssasssse 24
Evaluation de P’activité antimiCrobienne ...........coueeveieseiiseiisensseicseinsnensecsssecssessssnsseesssesssne 25
11,1 ProCOAUIE .....cuueeeeneeicnricnnricintecsnnicssscsssncsssssssssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 25
Chapitre 03 : Résultats et discussion
ODbjectif AU travail .....coeeiiiciiiniiiiiiiiniiiiensiicnsticssniisssstessssnesssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26
Rendement de PPeXtraction .......ceececeeceisnicssnnecssnnccsssncssssnesssscssssncssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssses 26
Rendement d’huiles essentielles 26
Criblage des métabolites SECONAAITES ....ccueerreenreiiseeisenssnensnesseensesssaensnesssesssnssssnssssssssesssssesasses 27
4.1 Mise en évidence des alcaloides........cueieueiseiiseniseissniiseisseicsenssnncsecsssecsssnsssesssnsssessssesnens 28
4.2. Mise en évidence des taANINS .......cccveevveiirniieiiseicssennssnissensssecsssisssnssssssssesssssssssssssssssssssssssssns 29
4.3 Mise en évidence des POLYPhENOIS ......ccovveieereieiseiesseicssnicssnicssanscsssnsssssssssssssssssssssssssssassses 29
4.4. Mise en évidence des flaVonoides ........cccucevueecrercseissniisnnssencseissancssessssnessssssssssssnsssesssssesesns 30




5 Teneur en POLYPRENOIS .....uuciueeiuiiieiisiiiiintinntinneinnecneectesssnssssesssessssessssssssesssassssessssssssasssassne 31

5.1. Teneur en polypheénols totaUX .......cuueeiveireiisensenssnensnnssnecsnssssecssessssncssnssssesssnssssesssssssasses 31
5.2. Teneur en flavonoides .......ceecueinveeisennseensnnsseecsnnssnessnssssecssnssssesssessssssssesssssssssssssssssssssssssss 32
6 Evaluation de I’activité antioXydante .......cuceveeereiisecsnniseensennsenseccssesssnssssesssscssessssesssssssasssns 33
6.1 Activité anti radicalaire DPPH .........couiiiiiiiiviinnsnninssnncnssnncsssnncsssncssssnsssssssssssssssssssssssssans 33
6.2 Activité du piégeage du cation radical ABTSe+ 34
7 Evaluation de I’activité antimicCrobienne ............cceeevuerieiisinsseinsenssninseissnecsensssecssensssncssnenne 35
CONCIUSION . ucccnneiiiinriiinticinteninteninnicisntessstessseessssnessssssssssesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssnsses 37
Références biblioGraphiqUeES .........ccoeieviiiiiisiiieiiiinsiinnninniissnisseisssisssssssssssssssssssssssssessssssssesssssnns 39

AATIIICXES eueeereereeeeresveeccrsssesccssssessasessssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssesssssssssssssssssssssssssssane 50




Liste des abreviations

% : Pourcentage

pg /mL : Microgrammes par millilitre

ABTS : (azino-bis (3 éthylbenzothiazoline -6-sulfonique Acide)
CPG : Chromatographie en phase gazeuse

DPPH : (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl)

HPLC : Chromatographie Liquide a Haute Performance

IC50 : Concentration inhibitrice 50 %

Méch : La masse seche la plante exprimée en g

Mext : La masse de I’extrait apres évaporation du solvant exprimée en g
mg EAG/g : Milligrammes équivalent d'acide gallique par gramme
mg EQ/g : Milligrammes équivalent de quercétine par gramme
MHE : Poids de I’huile extraite exprimé en (mg)

MS : Poids de la matiere végétale seche (mg)

R : Le rendement exprimé en %

RHE: Rendement en huile essentielle

8. officinalis L. : Salvia officinalis Linné

SM : Spectrométrie de masse

TPC : Teneur en polyphénols totaux



Figure 01
Figure 02

Figure 03

Figure 04 :
Figure 05 :
Figure 06 :
Figure 07 :
Figure 08 :
Figure 09 :
Figure 10 :
Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :
Figure 17 :

Figure 18:

Liste des figures

: Feuilles de Salvia officinalis L. . .........coooiioiiiiiiiieeiieeeeee ettt ettt 3
: Fleurs de Salvia officinalis L. .......c.ccoooviiiiiiiiiiiiceeeee ettt sttt 4
: Graines de Salvia officinalis L. . .......ccoooioiieiiiiiiiiceeee ettt 4

Répartition géographique de Salvia officinalis L. ...........cccooveevveiiieciieiiiieiieeieecieeeie e 5
Structure de 1’acide PhENOIIQUE .......cccvieiiiiiiieiieeieeeeee et eenes 9
Structure de I’acide hydroXybenzoiques . ..........cocuereeiiriiniiiiiniieeeeeee e 9
Structure de I’acide hydroXyCinNamiqUe ..........ccceecuereerieriieniinenieneeieneesetete et 10
Structure des flavonOoTAES . .....cc.eiiiiiiiiiiiiee et 10
Classification des flavonoTdes . ........ccccocieriiiiiriiriiiiieeeeet e 11
Biosynthese des flavonoides . .......c.coceeiiriiiiniiiie e 12
Structure des tanins hydrolysable (a) et tanins condensés (B) .......cccceviiiiiiniiiniieniiieieee, 12
Structure de base des alcaloTdes . .......coceevuiiiiriiiiiiiic e 14
Schéma générale des différentes étapes de la procédure expérimentale ...........ccccceeeverieneennens 19
Structure chimique du radical DPPH et de sa forme réduite ............ccocoviniiiiniiiniiincnicneenne 24
Formation et piégeage du radical ABTS®" par un antioxydant donneur de H®.............ccco......... 25
Valeurs des ICs0 du test DPPH. .....cc.ooiiiiiiiiee e 34
Valeurs des ICso du test ABTS. ..o 35

Résultats du test antimicrobien contre Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

QUITEUS €1 ASPETZIIIUS TEZOT . .....eoieieeeeeeee ettt ettt ettt e st e et esateeabeesaseenseesaseenseenaseenseennseenne 36



Tableau 1 :

Tableau 2 :

Tableau 3 :

Tableau 4 :

Tableau 5 :

Liste des tableaux

Résultats du criblage des métabolites secondaires dans 1’extrait brut de Salvia officinalis L. ...27
Mise en évidence des alcaloides dans 1’extrait brut de Salvia officinalis L..............cccccveevennnn. 28
Mise en évidence des tanins dans 1’extrait brut de Salvia officinalis L. ......c..cccccvvveveevvennanen. 29
Mise en évidence des flavonoides dans 1’extrait brut de Salvia officinalis L. ............................ 30

Teneur en polyphénols dans I’extrait brut de Salvia officinalis L. .........cccooovvvvveveiiinciiiiiennnn. 31



Fntroduction



Introduction

Depuis toujours, les plantes sont utilisées a des fins médicinales a travers le monde. Comparés
aux médicaments pharmaceutiques, les remedes a base de plantes sont souvent pergus comme plus
doux et moins toxiques. Face a cet intérét croissant, 1’industrie pharmaceutique s’investit de plus en

plus dans 1’étude ethnobotanique des plantes (Didier ez al., 2011).

Salvia officinalis L., ou la sauge de Dalmatie, est une plante vivace qui fait partie de la famille
des Lamiacées. Cet arbrisseau vivace est originaire du bassin méditerranéen et cultivé dans
plusieurs pays (Behradmanesh ef al., 2013). C’est une plante a la fois aromatique et médicinale,
largement utilisée aussi bien a 1’état brut qu'en extraits ou en huiles essentielles. Elle renferme
divers métabolites secondaires, notamment des terpénoides, des composés phénoliques et des
flavonoides, reconnus pour leurs nombreuses propriétés pharmacologiques et biologiques

(Ghorbanpour, 2015).

Grace a ses propriétés aromatisantes et assaisonnantes, Salvia officinalis L. est largement
employée dans la préparation de nombreux aliments. Dans la médecine populaire d’Asie et
d’Amérique latine, elle est utilisée pour traiter divers troubles tels que les crises d’épilepsie, les
ulceres, la goutte, les rhumatismes, les vertiges, la paralysie, la diarrhée et 1’hyperglycémie
(Ghorbani et al., 2017). En médecine traditionnelle européenne, S. officinalis L. est employée pour
soulager les troubles digestifs légers, comme les brllures d'estomac et les ballonnements, la
transpiration excessive, les troubles cognitifs liés a 1'age ainsi que les inflammations de la gorge et

de la peau (Ghorbani et al., 2017).

Dans ce contexte, cette étude vise a analyser la composition phytochimique et les activités
biologiques de la plante Salvia officinalis L., en mettant particuli¢rement 1’accent sur ses propriétés
antioxydantes et antimicrobiennes. Pour ce faire, des tests pour identifier les métabolites
secondaires comme les alcaloides, les flavonoides et les tanins sont réalisés dans 1’extrait brut de
Salvia officinalis L. Par ailleurs, les teneurs de certains composés bioactifs, a savoir les polyphénols
totaux et les flavonoides, sont mesurées dans le méme extrait, ainsi, son activit¢ antioxydante et

antibactérienne est évaluée.

Le manuscrit est structuré en trois chapitres. Le premier rassemble les données
bibliographiques sur les plantes médicinales, la description de Salvia officinalis L. ainsi que les
huiles essentielles et les métabolites des plantes médicinales. Le deuxieme chapitre détaille le
matériel biologique utilisé ainsi que les méthodes employées. Enfin, le troisieme présente les
résultats obtenus et leur interprétation. L’étude se conclut par une synthése des principales

observations et des perspectives de recherche futures.
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Chapitre 01 Syntheses bibliographique

1  Salvia officinalis L.

1.1 Historique

Salvia officinalis L., connue sous le nom de sauge, est une plante de type vivace qui fait partie
de la famille des Lamiacées. Selon les récits historiques : les Mexicains, les Grecs, les Romains et
les Arabes ont été connus pour cultiver une variété de sauge appelée Chia. Ils 1'ont utilisée en tant
que tonique et en cataplasme pour traiter les morsures de serpent. Depuis le VIII® siecle, ses feuilles
¢taient roulées et fumées a la manicre des cigarettes pour soulager l'asthme, en particulier au
printemps. Depuis le moyen age, la sauge était employée en infusion pour faciliter la digestion. Elle
est également appréciée pour ses vertus antiseptiques, tonifiantes et méme bénéfiques pour la

mémoire (Nouri et Mezoued, 2024).

1.2 Description

La sauge officinale (Salvia officinalis L.) est un arbuste de petite taille dont les feuilles fines
et duveteuses, dégageant une odeur camphrée caractéristique. C’est une plante a la fois aromatique
et médicinale, largement utilisée aussi bien a 1’état brut qu'en extraits ou en huiles essentielles. Elle
peut étre se développée de 1800 metres et s’adapte a une vaste gamme de climats et de types de
sols, avec un pH qui peut varier entre 5 a 9. A 1’age adulte, elle peut tolérer des températures allant
jusqu'a -10°C (Guezgouz et Ramdani, 2018 ; Nouri et Mezoued, 2024). Outre son utilisation
traditionnelle, notamment en cuisine et en médecine, la sauge et ses huiles essentielles sont
intégrées dans plusieurs secteurs industries, a savoir la parfumerie, la cosmétologie,

I’agroalimentaire et la pharmacie (Nouri et Mezoued, 2024).

1.3 Classification taxonomique

La classification botanique de la sauge est conforme a celle proposée par (Khenfer et

Khinech, 2020) :

Embranchement : Magnoliophyta (plantes a fleurs)
Sous-embranchement : Angiospermae
Classe : Magnoliopsida (dicotylédones)
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Salvia

Espece : Salvia officinalis L.
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1.4 Nomenclature

Divers noms lui ont été attribués au fil du temps : d'aprés Ibn El Beytar, elle portait le nom
d’Essalma en Andalousie et était désignée sous le nom de Salbia par les botanistes espagnols. En

Algérie, elle est connue sous 1’appellation Souek Ennebi (Nouri et Mezoued, 2024).

Comme le soulignent Annane et Boualili (2014), Salvia officinalis L. est communément
désignée sous le nom de sauge officinale, elle a plusieurs synonymes tels que 1’Herbe sacrée, le thé
d’Europe, le thé de Gréce, le thé de France, le thé de Provence, la grande sauge et la sauge franche.
Elle est désignée en arabe par les appellations vernaculaires suivantes : Souak Ennebi,
Houdbiquesessedr, Salma et Kheyatdjouhat. En berbére ou targuie, elle se retrouve sous les
appellations : Tazzourt, Agourim et Imeksaouen. En allemand, elle est désignée par : Salbei,

Garten-salbei et Edl-salbei. En anglais, elle est appelée Common sage ou Garden sage.

1.5 Description morphologique

La sauge officinale, est une plante vivace dont la hauteur peut aller de 30 a 60 cm. Ses tiges
ligneuses sont dotées de rameaux quadrangulaires, dressés et teintées d'un vert blanchi. Ses feuilles
sont relativement grandes, ovales et allongées, posées en oppositionnels dotés de pétioles (fig. 1).
Leur texture est rugueuse, avec des bords dentelés et une surface réticulée. Elles sont de teinte gris
verdatre, elles présentent sur leur face inférieure une pubescence cotonneuse, ce qui leur donne une

odeur aromatique caractéristique.

La floraison a lieu en juin et juillet, donnant de petites fleurs pédicellées de 3 a 4 cm de
longueur, a corolle bleu violacé clair (fig. 2). Apres la floraison, la plante génére des fruits de
couleur brune en forme de tétrakenes (fig. 3). Enfin, ses racines présentent une couleur brunatre et

une texture fibreuse (Chabni et Belabbas, 2022).

Figure 01: Feuilles de Salvia officinalis L. (Délices, 2025).
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Figure 03 : Graines de Salvia officinalis L. (Wikimedia, 2024).

1.6 Répartition géographique

Salvia officinalis L. est une espéce végétale native des régions orientales du bassin
méditerranéen. Elle s’épanouit principalement sur des sols chauds et riches en calcaire. Elle peut
étre trouvée a 1’état spontané ainsi qu’en culture tout autour de la Méditerranée, de I’Espagne, a la

Turquie, et aussi en Afrique du Nord (fig. 4).

La sauge est abondante sur les versants calcaires ensoleillés de la cote Dalmate. Elle est

également présente en Albanie, Hongrie, Allemagne et France (Chergui, 2014).
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Figure 04 : Répartition géographique de Salvia officinalis L.
https://images.app.goo.gl/ikhgNe8R6prWgZr66

1.7 Composition chimique et propriétés de la sauge

Des ¢études effectuées sur les composés bioactifs de la sauge ont révélé une riche diversité de
terpénoides, d’acides phénoliques et de glycosides de flavones (Dent et al., 2013). Plusieurs
techniques d’extraction ainsi que des méthodes chromatographiques ont été élaborées pour analyser
la teneur en biomolécules actives dans différentes herbes aromatiques, notamment la sauge. Ces
¢tudes ont permis d’identifier divers polyphénols, parmi lesquels les acides phénoliques, les acides
salvianoliques K et I, le méthyl rosmarinate, I’acide rosmarinique, 1’acide caféique libre, les
flavones, ainsi que plusieurs dérivés de la lutéoline (lutéoline-7- glucoside, lutéoline-7-glucuronide,

6-hydroxylutéoline-7-glucoside et lutéoline- 3-glucuronide) (Dent et al., 2013).

Les propriétés antioxydantes de la sauge sont principalement attribuées a sa forte teneur en
composés phénoliques, en particulier I’acide rosmarinique, un dimere de I’acide caféique, et aux
glycosides de flavones. En outre, ces composés sont reconnus pour leurs activités antimicrobienne
et antimutagéne avérées, ce qui leur attribue un intérét particulier en pharmacologie et en

cosmétique (Dent et al., 2013).

2  Huiles essentielles

L'utilisation des huiles essentielles pour se soigner est une pratique connue sous le nom
d'aromathérapie (Ranoarisoa et al., 2012). Elle remonte a I'Antiquité et est actuellement

largement répandue.


https://images.app.goo.gl/ikhqNe8R6prWgZr66
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2.1 Définition des huiles essentielles

Une huile essentielle est un extrait aromatique, généralement constitué¢ de divers composés
complexes, provenant d'une matiére premiére végétale précisément identifiée. Elle est obtenue soit
par entrailnement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, ou encore par une méthode
mécanique sans recours a la chaleur. Elle est habituellement séparée de 1’eau par un procédé

physique qui préserve sa composition intacte (Vigan et Besancon, 2009).

2.2 Identification des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composés dénature volatile d'origine végétale. Elles sont
reconnues pour leurs multiples bienfaits thérapeutiques (Tchoumbougnang et al., 2009).
Généralement, elles sont composées d'un mélange complexe de composés dont les proportions
peuvent varies. L'identification de ces constituants s’effectue par combinaison d’une des méthode
chromatographique, telle que la chromatographie en phase gazeuse (CPG) avec une technique
spectroscopique, telle que la spectrométrie de masse (SM). Cette approche est souvent complétée
par l'utilisation d’indices de rétention sur deux colonnes de polarité distincte (polaire et apolaire)

(Tomi et Casanova, 2000).

2.3 Fonction des huiles essentielles

Les huiles essentielles, extraites des plantes aromatiques et médicinales, sont utilisées pour
diverses applications. Du fait de leur caractére volatil, elles contribuent aussi a la défense des
plantes et des foréts face aux agressions extérieures et jouent un réle dans la régulation climatique
en favorisant la formation des précipitations. Les huiles essentielles sont connues pour leurs
propriétés thérapeutiques, notamment leurs effets anti-infectieux, sont fréquemment employées en

tant que produits non médicamenteux (Soualeh et Soulimani, 2016).

2.4 Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont réputées pour leurs propriétés antiseptiques et antimicrobiennes.
De nombreuses entre elles possédent également des effets antitoxiques, antivenimeux, antiviraux,
antioxydants et antiparasitaires. Leur potentiel anti-cancéreux a également été mis en évidence.
L’efficacité¢ d’une huile essentielle est fortement liée a sa composition chimique et aux interactions

synergiques entre ses constituants.
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Face a I'accroissement de la résistance microbienne aux antibiotiques, la quéte d’alternatives
s'impose désormais comme une exigence. Grace a leur fort pouvoir antimicrobien, les huiles
essentielles se présentent comme une alternative prometteuse pour le traitement des infections. En
effet, les phénols, les aldéhydes, les alcools et les cétones terpéniques sont parmi les plus
performants a large spectre contre les bactéries et les champignons (Haddouchi et Benmansour,

2008).
3 Métabolites des plantes médicinales

3.1 Métabolites primaires

Le métabolisme primaire est un processus essentiel commun a la plupart des organismes
vivants et a leurs organes. Il englobe I'ensemble des mécanismes impliqués dans la synthese et dans
la dégradation des acides nucléiques, des protéines, des lipides, des glucides, des sucres

phosphorylés, des acides organiques et des acides aminés (Roch, 2018).

Les protéines sont indispensables a la nutrition des humains et des animaux. Elles se trouvent
dans les produits d’origine unicellulaire, animale et végétale. Elles jouent un role fondamental dans

la structure et le fonctionnement des plantes, tout comme dans leur protection.

Les lipides sont des substances constituées d’acides gras et de polyols. Ils sont principalement
stockés dans les fruits et les feuilles des plantes, mais également dans les tiges et le mésocarpe de
certains fruits tels que 1’olive et le palmier a huile. Leur concentration fluctue en fonction des

conditions géographiques, saisonnicres et génétiques (Roch, 2018).

Les biomolécules les plus répandues dans la matiére organique sont les glucides, Ils
constituent approximativement 70 % de la masse seche des plantes. Ils se trouvent sous forme de
sucres simples ou de polymeres, comme 1’amidon et la cellulose. Ces glucides sont principalement
utilisés pour le stockage de 1’énergie, en particulier dans les racines des plantes (Maouel et

Mahfouf, 2016).

3.2 Métabolites secondaires

Les meétabolites secondaires des plantes sont des composés naturels qui jouent un rdle
primordial dans leur adaptation a I’environnement. Certains d’entre eux posseédent des propriétés
pharmacologiques exceptionnelles, faisant d’eux des médicaments de grande importance

(Bourgoud et al., 2013).
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Depuis toujours, les plantes sont utilisées tant pour 1’alimentation que pour leurs propriétés
médicinales et thérapeutiques, en raison de leur richesse en métabolites secondaires. Ces derniers
jouent un role clé dans ’adaptation des plantes a leur environnement, contribuant de manicre
efficace a leur tolérance face a différents types de stress, tels que les attaques de pathogenes et des
insectes, la sécheresse ou encore 1’exposition aux UV. L’étude de leur potentiel curatif fait I’objet
de nombreuses recherches, permettant ainsi la découverte de nouveaux principes actifs

(Andriamasinoro, 2018).

3.3 Fonction des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires jouent un rdle important dans les interactions entre la plante et
son environnement : ils assurent, par exemple, une défense contre les compétiteurs, les agents
pathogenes ou les herbivores, et peuvent aussi attirer les pollinisateurs en influencant la coloration
des pétales. Les fonctions physiologiques de ces métabolites restent toutefois largement débattues.
On leur attribue des roles dans ’attraction des pollinisateurs, la défense contre les pathogénes, les
prédateurs, ainsi que dans la résistance aux contraintes environnementales telles que la température

ou les rayons UV (Souaadi, 2022).

3.4 Classifications de métabolites secondaires

3.4.1 Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des substances naturellement présentes dans tous les végétaux
et qui se répartissent a travers I’ensemble de leurs organes. Ils se distinguent par la présence d’un
noyau aromatique li¢ a un ou plusieurs groupements hydroxyles. Le terme "composés phénoliques
des végétaux" désigne diverses catégories de molécules, notamment les phénols simples, les acides
phénoliques, les coumarines, les flavonoides et les tannins. Ces composés jouent un rdle
fondamental dans la protection des plantes. Chez 1’étre humain, ils contribuent a la prévention de
maladies liées au stress oxydatif, telles que certains cancers, ainsi que les affections

cardiovasculaires et neurodégénératives (Lehout et Laib, 2015).

3.4.1.1 Acides phénoliques (C6-C1 ou C6-C3)

Les acides phénoliques (fig. 5) se divisent en deux principales catégories : les dérivés de
I’acide benzoique et ceux de l’acide cinnamique. L’acide hydroxy-benzoique est généralement

présent en trés faible concentration dans les végétaux comestibles. Ces dérivés sont rarement
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présents dans 1’alimentation humaine, contrairement aux acides hydroxy-cinnamiques, qui y sont

abondamment répartis (Aissaoui, 2022).

Les acides phénoliques (fig. 5) peuvent étre classés en deux principales catégories : les
dérivés de l'acide benzoique et ceux de l'acide cinnamique. On trouve généralement l'acide
hydroxy-benzoique en concentration minime dans les plantes comestibles. Ces dérivés sont
rarement présents dans l'alimentation humaine, a l'inverse des acides hydroxy-cinnamiques, qui y

sont abondamment répartis.

OH

Figure 05 : Structure de I’acide phénolique (Sobiesiak et Magdalena, 2017).

3.4.1.2 Acides hydroxybenzoiques (C6-C1)

Les acides possédent une structure C6-C1, définie par un noyau benzénique auquel est fixée

une chaine aliphatique d’un seul carbone (fig. 6) (Aissaoui, 2022).

coon R,=R,=Ry=H acide cinnamique (non phénolique)
R.]g\/ R,=R,=H,R,=0H acide p-coumarique
R,=R,=0Ol,R,=H acide caféique
Ry R,=OCHy,R,=0OH,R,=H acide férulique
Ry R, =R,=OCH,, R,=OH acide sinapique

Figure 06 : Structure de 1’acide hydroxybenzoiques (Sabiha, 2013).

3.4.1.3 Acide hydroxycinnamique (C6-C3)

Les acides hydroxy-cinnamiques ont une structure C6-C3. Ils résultent de la désamination de
la phénylalanine, une réaction catalysée par la phénylalanine ammonia-lyase. Leur structure de base

est constituée d’un noyau benzénique li¢ a une chaine aliphatique de trois atomes de carbone

portant un ou plusieurs groupements hydroxyles (fig. 7), qui sont fréquemment estérifiés en

esters d’alcools aliphatiques (Aissaoui, 2022).
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R2 R1
R1=R2=R3=R4=H: acide benzoique (non phénolique)
R1=R2=R4 =H, R3=0H : acide p-hydroxybenzoique
R3
COCH R1=R4 =H, R2=R3=OH: acide protocatéchique
R1=R4 =H, R2 =0CH3, R3 = OH : acide vanillique
R4 R1=H,R2=R3=R4 = OH: acide gallique

Figure 07 : Structure de 1’acide hydroxycinnamique (Laguerre et al., 2007).

3.4.2 Flavonoides

Les flavonoides ont été découverts en 1936 par Albert Szent-Gyorgyi, qu’était extrait du
citron, une substance capable de traiter les affections liées a la fragilité des capillaires sanguins.
D'abord appelée « vitamine P », cette appellation a rapidement été abandonnée au profit de «

flavonoides », car ces composés ne sont pas essentiels a la vie (Bouhadjer et Zabar, 2023).

Les flavonoides constituent 1'un des groupes les plus diversifiés. Ils appartiennent aux
métabolites secondaires des plantes. Plus de 9 000 flavonoides sont déja identifiés et classifiés,
tandis que de nombreux autres restent encore a découvrir. Leur structure de base est composée de
10 atomes de carbone qui peut étre modifiée par divers groupements tels que hydroxy, méthoxy,

méthyl, benzyl et isoprényl, contribuant ainsi a leur grande diversit¢ (Mellas, 2015).

3.4.2.1 Structure des flavonoides

Tous les flavonoides partagent une structure de base composée de quinze atomes de carbone.

OH

Figure 08 : Structure des flavonoides (Coste et al., 2015).

Cette structure comprend deux cycles aromatiques de six carbones (A et B), reliés par un

hétérocycle central nommé C (fig. 8) (Tayeb et al., 2016).

10
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3.4.2.2 Classification des flavonoides

Les flavonoides se divisent en plusieurs classes de molécules, telles que les flavones, flavonols,
flavanones, dihydroflavonols, isoflavones, isoflavanones, chalcones, aurones, anthocyanes et les
tanins (fig. 9). Ces composés peuvent exister soit en forme libre, soit sous forme de glycosides. Ils se
retrouvent de maniere générale dans toutes les plantes vasculaires, ou ils sont présents dans divers

organes, tels que les racines, les tiges, le bois, les feuilles, les fleurs et les fruits (Marfak, 2003).
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Figure 09 : Classification des flavonoides (Rousserie et Pauline, 2019).

3.4.2.3 Biosynthése des flavonoides

Les flavonoides proviennent de la désamination de la phénylalanine. Cette réaction, catalysée
par l'enzyme phénylammonia-lyase (PAL), aboutit a la formation de cinnamate qui est par la
suiteconverti en acide coumarique, puis en 4-coumaroyl-coenzyme A sous l'action de la cinnamate-4-

hydroxylase (C4H) et de 1a CoA-ligase (4CL) (fig. 10).

Cette étape marque le début de la biosynthése des flavonoides, ainsi que d'autres composés
issus de la voie des phénylpropanoides, indispensables a la vie des végétaux. Le coumaroyl-CoA est
ensuite transformé, grace a l'intervention du malonyl-CoA et de la chalconesynthase, chalcone le

précurseur fondamental des différentes classes de flavonoides (Fiorucci, 2006).

11
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3.4.3 Tanins
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Figure 10 : Biosynthése des flavonoides (Kebieche et Meraihi, 2009).

Les tanins sont des composés naturels présents dans de nombreuses plantes, ils jouent un role

essentiel dans la défense contre les herbivores et autres prédateurs. Toutefois, leur impact sur la

nutrition animale est complexe et varie selon les espéces et les quantités ingérées (Jean, 1998).

Figure 11 :

Structure des tanins hydrolysable (a) et tanins
condensés (b) (Bayarte, 2019).

12
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3.4.3.1 Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables (TH) sont des oligo- ou polyesters constitués d’un sucre, le plus
souvent le glucose, et d’un nombre variable de molécules d’acides phénoliques. Selon la nature de
I’acide phénolique impliqué, on distingue les tanins galliques, contenant de I’acide gallique, et les

tanins ellagiques, formés a partir d’acide hexahydroxy-diphénolique (fig. 11) (Bourkache, 2016).
3.4.3.2 Tanins condensés

Les tanins condensés (TC) forment principalement des liaisons avec protéines. Ils sont
considérés comme des substances anti nutritionnelles, car ils réduisent la digestibilité des protéines.
Leur structure chimique et leur capacité a se lier aux protéines, varie en fonction de 1'espece

végétale et de son stade de croissance (fig. 11) (McMahon ez al., 2000).

3.4.4 Terpénoides

Les terpénes constituent une famille de composés naturels extrémement large et diverse sur le
plan structural. Ils sont présents chez les plantes, les champignons et méme chez ’homme. Ils sont
utilisés comme parfums depuis plus de deux millénaires. Ils représentent souvent le principal

¢lément volatil des huiles essentielles (Wijesekera et Dissanayke, 2022).

Certains terpénes et leurs dérivés, appelés terpénoides, sont utilisés en médecine occidentale
pour traiter diverses maladies. Par exemple, le paclitaxel, un médicament anticancéreux, est issu

d’un diterpéne extrait de I’if du Pacifique (Taxusbrevifolia) (Wijesekera et Dissanayke, 2022).

Le terme « terpene » tire son origine de I’hydrocarbure aromatique contenu dans la
térébenthine, dont 1’a-pinene est le principal composant. Ce nom souligne la présence de doubles
liaisons, signalée par le suffixe « -éne ». Selon la régle de I’isoprene, les terpénes sont parfois
qualifiés d’isoprénes en raison de leur unité de base, I’isopréne (C5). Par définition, les terpenes
sont des hydrocarbures purs qui répondent a la formule générale (CsHg)n. Lorsqu’ils comportent des
groupes fonctionnels supplémentaires, ils sont appelés terpénoides ou isoprénoides (Wijesekera et

Dissanayke, 2022).

3.4.5 Alcaloides

Un alcaloide est un composé organique naturel, généralement d'origine végétale, de structure

hétérocyclique qui intégre un atome d’azote (fig. 12). Il posséde une structure moléculaire

13
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complexe, souvent de nature basique et présente des effets physiologiques marqués méme a faible

concentration (Bondu, 2009).

Figure 12 : Structure de base des alcaloides (Vasquez-Ocmine, 2018).

4 Stress oxydatif

Le stress oxydatif, ou stress oxydant, est causé par un déséquilibre entre les pro-oxydants et
les antioxydants, au profit des premiers. Il peut résulter d’une production excessive d’especes
réactives de I’oxygene et/ou d’une diminution de 1’efficacité des systémes de défense antioxydants
Ce déséquilibre entraine des dommages oxydatifs touchant I’ensemble des constituants cellulaires :
les lipides, avec une altération des membranes ; les protéines, avec une perturbation des récepteurs
et des enzymes ; et les acides nucléiques, avec un risque accru de mutations et de développement de

cancers (Fenghour, 2016).

4. 1 Radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques, atomiques ou moléculaires, neutres ou
chargées, qui possédent au moins un électron non apparié sur leur orbite externe, ce qui leur confere
une grande réactivité. Ils peuvent etre générés par des sources internes telles que les mitochondries,
le réticulum endoplasmique ou certaines cellules immunitaires, mais aussi par des facteurs externes

comme la pollution, 1’alcool, la fumée de tabac, les solvants, les pesticides ou les rayonnements.

L’oxygene, bien qu’essentiel a la vie des organismes aérobies, peut ainsi devenir une source
de stress oxydatif (Ekoumou, 2003), notamment par la formation de dérivés réactifs lors de
réactions enzymatiques ou sous l’effet des rayons UV (Cavina, 1999). Parmi ces dérivés, on
distingue les radicaux issus de I’oxygeéne par réduction monoélectronique, tels que le radical
superoxyde (O2¢1), le radical hydroxyle (OHe¢), les peroxyles (ROQe¢) et les alkoxyles (RO¢), ainsi
que des especes non radicalaires mais tout aussi réactives, comme 1’oxygene singulet ('O2), le

peroxyde d’hydrogéne (H202) ou 1’ozone (O3), qui peuvent également &tre des précurseurs de

14
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radicaux (Sharma et al., 2012). Lorsque leur production dépasse la capacité des systemes de

défense antioxydants a les neutraliser, un stress oxydatif peut survenir (Reffas et Slimani, 2019).

Le terme "antioxydant" est utilisé pour caractériser des substances ou des composés de nature
diverse, capables de lutter ou de contrdler 1'accumulation des radicaux libres dans la cellule. Cette
propriété leur permet d'agir en tant que moyen de défense contre les dérivés actifs de 1'oxygene Les
systémes antioxydants sont multiples et peuvent étre enzymatiques ou non enzymatiques (Halliwell

et Whitemen, 2004).

Les antioxydants sont capables de neutraliser, de limiter ou d’empécher la formation des
especes réactives de ’oxygene. Ils agissent en les réduisant, en les dismutant, en formant des

composés stables (Favier, 2003).

4.2.1 Maladies liées aux stress oxydatif

Le stress oxydatif est a 1’origine de plusieurs altérations biochimiques au sein des cellules,

notamment 1’oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides et du glucose (Loft et al., 2008).
5 Activité antimicrobienne

Dés la naissance, 1’étre humain est expos€¢ a divers micro-organismes qui colonisent
progressivement son corps. Pour s’en défendre, I’organisme mobilise trois types de mécanismes :
les barrieres anatomiques, les défenses naturelles (innées) et 'immunité acquise (Kaufmann,

1997).

Le traitement des infections bactériennes repose principalement sur les antibiotiques.
Cependant, leur usage excessif et parfois inadapté favorise 1’émergence de souches bactériennes
multirésistantes. Cela souligne la nécessité de développer de nouvelles approches thérapeutiques,

notamment a partir des plantes médicinales (Billing et Sherman, 1998).

Parmi les composés végétaux, les polyphénols en particulier les flavonoides et les tanins sont
connus pour leur activité antimicrobienne. Leur action passe notamment par 1’inhibition d’enzymes
hydrolytiques (protéases, carbohydrolases) ou par I'interférence avec des structures microbiennes
clés, comme les adhésines, les protéines de transport ou les composants de la membrane cellulaire

(Cowan, 1999).
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5.1 Principales substances antimicrobiennes d’origine naturelle et synthétique

5.1.1 Antibiotiques

Les antibiotiques sont, a 1’origine, des substances produites par des microorganismes, mais ce
terme englobe aujourd’hui également les dérivés semi-synthétiques et les molécules entierement
synthétiques. Ils constituent le principal traitement des infections bactériennes en ciblant
spécifiquement certaines voies métaboliques des bactéries, sans nuire aux organismes supérieurs.

Cette sélectivité les distingue des antiseptiques (Bergogne-Berezin et Dellamonica, 1995).
5.1.2 Composés phénoliques

De nombreuses études in vitro et in vivo ont confirmé [’activité antimicrobienne des
polyphénols. Les flavonoides, en particulier, présentent un fort pouvoir inhibiteur sur la croissance
de diverses bactéries. Des composés comme 1’apigénine et le kaempférol ont montré une efficacité
notable contre des souches a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa) et Gram positif

(Staphylococcus aureus) (Ulanowska et al., 2007).
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Chapitre 02 Matériel et méthodes

1  Objectif du travail

Ce travail a pour objectif la mise en évidence des composés bioactifs dans les feuilles de
Salvia officinalis L. notamment les polyphénols totaux, les flavonoides, les alcaloides et les huiles
essentielles. De plus, la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides est quantifiée dans un extrait
de feuilles de Salvia officinalis L. Le travail est complété en étudiant ses propriétés antioxydantes
via le test antiradicalaire DPPH et ABTS, et I’activité antimicrobienne vis -a-vis des souches

bactériennes et fongiques.

Les expériences sont réalisées au niveau du laboratoire de Biochimie, le laboratoire
d’enzymologie et le laboratoire de Microbiologie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la
Vie (SNV) de I’Universit¢ Constantine 1 Fréres Mentouri (UMC1), ainsi qu'au laboratoire de
Biochimie du Centre de Recherche en Biotechnologie de Constantine (CRB).

2 Echantillonnage

Les feuilles matures et saines de Salvia officinalis L. Ont été achetées aupres d’un herboriste
local a Constantine. Elles sont sélectionnées en veillant a I’absence de taches, de moisissures ou de
signes de détérioration. Les feuilles sont ensuite transportées dans des sacs en papier pour éviter

toute humidité ou contamination.

3 Lavage

Les échantillons sont soigneusement nettoyés et rincés a l'eau distillée afin d'éliminer toute

trace de poussicre et d’impuretés.
4 Séchage

Apres le lavage, les échantillons sont séchés a température ambiante, dans un espace bien airé
et a I'abri de la lumiere. Cette méthode permet de préserver leurs activités biologiques et en assurant

un broyage optimal et une humidité résiduelle standardisée.
5 Broyage

Une fois séchées, les feuilles sont broyées a 1'aide d'un broyeur électrique afin d'obtenir une
poudre fine. Celle-ci est ensuite conservée dans un récipient hermétique et opaque, garantissant
ainsi une protection optimale contre la lumiére et I'humidité, et prévenant ainsi la photooxydation

des composés bioactifs.
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6 Extraction des molécules bioactives

6.1 Principe la macération

La macération est une méthode d’extraction consistant a laisser tremper une substance
végétale (comme des feuilles, fleurs ou racines) dans un solvant (généralement de 1’eau, de 1’alcool
ou un mélange des deux) a température ambiante pendant une période donnée, afin d’en extraire les

composés actifs.

6.2 Extraction par macération dans le méthanol aqueux

Selon le protocole d'extraction de Ciulei (1983), une quantité de 100 g de feuilles est utilisée
: 50 g pour D’extrait brut et 50 g pour I’extrait méthanoique. L’extraction est réalisée a une

température ambiante.

L’extraction méthanoique est effectuée avec 520 mL de solvant (méthanol/eau, 70/30 v/v),
tandis que I’extrait brut est obtenu avec 500 mL de solvant (méthanol/eau, 80/20 v/v), et sous

agitation intermittente.

La filtration est effectuée sur papier filtre Whatman N°6, elle est répétée trois fois sur une
durée de 72 h, avec renouvellement du solvant chaque 24 heures. Les filtrats ainsi obtenus sont
concentrés a ’aide d’un Rotavapeur (BUCHIR) a 40 °C avec une vitesse de rotation 3pendant 45

minutes.

6.3 Détermination du rendement d’extraction

Le rendement de I’extrait brut est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’extrait sec
obtenue et la masse du matériel végétal utilisée (Dahmani et Dahmani, 2018). Ce rendement est

calculé via I’équation :

R (%) = Mext/Méch.100

Dont :

R : le rendement exprimé en %.
Mext : la masse de 1’extrait apres évaporation du solvant exprimée en g.

Méch : la masse seche la plante exprimée en g.
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Figure 13 : Schéma générale des différentes étapes de la procédure expérimentale (Par ’auteur).
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7 Hydrodistillation

7.1 Extraction d’huile essentielle

L’hydrodistillation, ou distillation a I’eau, est la méthode la plus ancienne et la plus simple
pour I’extraction des huiles essentielles. Elle consiste a immerger directement le matériel végétal

dans un alambic rempli d’eau, puis a chauffer I’ensemble jusqu’a ébullition.

L’extraction des huiles essentielles est réalisée par hydrodistillation en utilisant le Clevenger.
Cet appareil comprend un chauffe-ballon, assurant une répartition homogeéne de la chaleur dans un
ballon en verre Pyrex, ou sont placés le matériel végétal séché et I’eau distillée. Il est également
équipé d’une colonne de condensation (réfrigérant) pour refroidir la vapeur issue de 1’ébullition, et

d’un collecteur ou s’accumulent les produits distillés (Dahmani et Dahmani, 2018).

7.2 Procédé d’extraction

L’extraction des huiles essentielles est réalisée par hydrodistillation a 1’aide d’un appareil de
type Clevenger. Avant son utilisation, I’appareil est nettoyé a I’acétone puis rincé a I’eau distillée
afin d’éviter toute contamination. Pour I’extraction, 100 g des feuilles sont mélangés a 1000 mL
d’eau distillée dans le ballon. Le mélange a été porté a 1’ébullition pendant 3h, permettant a 1’huile
essentielle d’étre entrainée par la vapeur d’eau. Apres condensation, le distillat obtenu présente une
fine couche d’huile essentielle en surface, qui est ensuite séparée apres un temps de repos

(Dahmani et Dahmani, 2018).

7.3 Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1'huile extraite et le poids de

la plante a traiter. Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

RHE (%) = (MHE / MS) x 100

RHE : Rendement en huile essentielle.
MHE : Poids de I’huile extraite exprimé en mg.

MS : Poids de la matiere végétale s€che mg.

20



Chapitre 02 Matériel et méthodes

8 Mise en évidence des métabolites secondaires

8.1 Mise en évidence des alcaloides

Pour la détection des alcaloides, 1 mL de ’extrait brut est prélevé dans trois tubes a essai,
avec trois répétitions. A chacun des tubes, cinq gouttes des réactifs suivants sont ajoutées

séparément :

Réactif de Mayer : préparé avec 1,36 g de chlorure de mercure et 5 g d’iodure de potassium

dissous dans 100 mL d’eau distillée. Il donne un précipité blanc-jaunatre en présence d’alcaloides.

Réactif de Wagner : composé de 1,27 g d’iode et 2 g d’iodure de potassium dans 100 mL d’eau

distillée. Il forme un précipité rouge brique foncé en cas de présence d’alcaloides.

Réactif de Hager : contient 1,5 g d’acide picrique dans 100 mL d’eau distillée et révele la présence

des alcaloides par un précipité jaune.

La présence d’alcaloides est confirmée par la formation d’un précipité dans chaque tube :
blanc-jaunatre avec le réactif de Mayer, rouge brique foncé avec celui de Wagner, et jaune avec le

réactif de Hager (Bramki et Nekia, 2016).
8.2 Mise en évidence des polyphénols

2 ml de I’extrait brut sont mélangés avec quelques gouttes d’une solution de FeCl; (2%).
L’apparition d’une couleur bleue noiratre ou verte intense indique la présence de polyphénols

(Salhi et Larkeche, 2019).
8.3 Mise en évidence des tanins

A 1mL de Dextrait brut est ajouté 200 uL d’une solution de FeCls (2%). Une coloration verte

ou bleu-noir indique la présence des tanins (Salhi et Larkeche, 2019).
8.4 Mise en évidence des flavonoides

A un volume de 2 mL de I’extrait brut, des fragments de ruban de magnésium sont ajoutés,
ensuite un volume de HCI concentré est ajouté a cette solution. L'apparition d'une coloration rose ou
rouge magneta a aprés quelques minutes révelé la présence des flavonoides (Salhi et Larkeche,

2019).
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9 Dosage des composés bioactifs
9.1 Dosage de polyphénols totaux
9.1.1 Principe

La teneur en composés phénoliques totaux (CPT) est déterminée selon la méthode de
Singleton et Rossi (1965), en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, lui-méme constitué d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Ces acides peuvent
étre réduits par les composés phénoliques, en milieu alcalin, en oxydes bleus de tungsténe (WgO23)
et de molybdene (MogO»3). L’intensité de la couleur est proportionnelle a la teneur en composés

phénoliques totaux.

9.1.2 Protocole expérimental

Un volume de 500 pL d’extrait brut et du standard est mélangé avec 1000 pL du réactif de
Folin-Ciocalteu (1/10°™) et 800 pL de carbonate de sodium (7,5%). Aprés 2 heures d’incubation a
I’obscurité, I’absorbance est mesurée a 765 nm. La teneur en composés phénoliques est déterminée
en se référant a la courbe d’étalonnage réalisée avec 1’acide gallique (Annexe 1 a). Les résultats
sont exprimés en milligramme d’équivalent de 1’acide gallique par milligramme de la maticre

végétal seche (mg EAG/mg).

9.2 Dosage des flavonoides

9.2.1 Principe

La quantification des flavonoides est réalisée en utilisant le trichlorure d’aluminium (AICl3),
selon la méthode décrite par Boudiaf (2006). Ce réactif forme un complexe stable avec les
groupements hydroxyles (-OH) des phénols, donnant une coloration jaune dont 1’absorbance est

mesurée a 430 nm.
9.2.2 Protocole expérimental

Un volume de 1 mL de I’extrait brut et du standard, dissous dans le méthanol est mélangé
avec 1 mL d’une solution d’AICI3 (2 % dans le méthanol). Apres agitation, le mélange est incubé

pendant 10 minutes, puis I’absorbance est mesurée a 430 nm.

La quantification des flavonoides est réalisée a 1’aide d’une courbe d’étalonnage de la

quercétine (Annexe 1 b).
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Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de la quercétine par milligramme de

matiere végétale seche (mg EQ/mg).

10 Evaluation de I’activité antioxydante
10.1 Test du DPPH
10.1.1 Principe

La méthode du radical DPPH repose sur I’évaluation de [D’activité antioxydante d’un
¢échantillon a travers la diminution de la coloration de la solution de DPPH. Lorsqu’il entre en
réaction avec une substance capable de lui céder un atome d’hydrogene, le radical DPPH est réduit,
entrainant ainsi la perte progressive de sa couleur violette au profit d'une teinte jaunatre (fig. 14).
Cette réduction, proportionnelle au nombre de protons transférés, est quantifiée par mesure de
l'absorbance a 517 nm, permettant par la suite d'estimer le pouvoir antioxydant de I'extrait (Gul¢in

et al.,, 2010).

10.1.2 Procédure

Le test est réalis¢ selon la méthode décrite par Blois (1958). Une solution de DPPH est
préparée en dissolvant 6 mg de DPPH dans 100 mL de méthanol, puis agitée pendant 30 minutes a

’abri de la lumiére 20°C.

Sur une microplaque a 96 puits, 160 pL de cette solution de DPPH sont mélangés avec 40 puL.
de l'extrait a tester. Le mélange est ensuite incubé a température ambiante pendant 30 minutes.
L'absorbance est mesurée a 517 nm (fig. 14). L’acide ascorbique et le trolox sont utilisés comme

standards. Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH est calculé selon la formule suivante :

Inhibition du DPPH (%) = [(Abs contréle — Abs échantillon) / Abs controle] x 100

Ou Abs représente 1'absorbance mesurée a 517 nm.
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Figure 14 : Structure chimique du radical DPPH et de sa forme réduite (Singh et al., 2022).

10.2 Test de ’ABTS
10.2.1 Principe

Ce test repose sur la capacité d'un antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTSe+ (sel
d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)), de couleur bleu-
verdatre. Ce radical est généré par oxydation de I'ABTS, initialement incolore, a 1'aide de composés
oxydants tels que le phosphate de potassium (KH2POs) et le 2,2°-azo-bis(2-amidinopropane)
dihydrochloride (AAPH). La réaction se déroule en deux étapes : d'abord, la formation du radical
ABTS'" par arrachement d’un électron a un atome d’azote de 'ABTS ; ensuite, en présence d'un
antioxydant donneur d’hydrogéne (He), le radical piége cet atome pour former I'ABTSH”,

entrainant ainsi une décoloration de la solution (fig. 15) (Ghnimi, 2015).

10.2.2 Procédure

L’activité antioxydant est évaluée selon la méthode modifiée de Re et al. (1999). Pour cela,
19,2 mg d'ABTS (7 mM) et 3,3 mg (2,45mM) de persulfate de potassium (K2S>0Og) sont dissous
dans 10 mL d'eau distillée. Apreés agitation et homogénéisation, la solution est laissée au repos a

l'abri de la lumiére pendant 12 a 16 heures afin de permettre la formation du radical ABTSe+.

Apres le repos, 'absorbance de la solution ajustée a 734 nm a 1'aide du méthanol ou de 'eau

distillée.

Pour l'essai, 160 puL du réactif ABTS dilué sont mélangés avec 40 uL de l'extrait Salvia
officinalis L. . Le mélange est incubé pendant 10 minutes a température ambiante, puis I’absorbance

est mesurée a 734 nm.
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Figure 15 : Formation et piégeage du radical ABTS®" par un antioxydant donneur de

H* (Xiao et al., 2020).

11 Evaluation de ’activité antimicrobienne

L’évaluation de I’activité antibactérienne de I’extrait de Salvia officinalis L. est réalisée par la
méthode de diffusion sur disque contre des bactéries et des champignons de référence. Les
microorganismes testés incluent une bactérie a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa), deux
bactéries a Gram positif (Bacillus sp. et Staphylococcus aureus), et une moisissure (Aspergillus

niger). Toutes ces souches sont fournies par le Laboratoire de 1’Institut Passeur de Constantine.

11.1 Procédure

La méthode de diffusion sur disque est largement utilisée pour évaluer [’activité
antimicrobienne. Elle consiste a ensemencer par inondation une préculture bactérienne sur des
boites de Pétri contenant de la gélose Mueller-Hinton. Pour la moisissure Aspergillus niger, un

fragment de mycélium est déposé au centre de la boite contenant la gélose Sabouraud.

Trois disques stériles sont ensuite placés sur la surface : I’'un imprégné de 20 pL d’extrait
brut, un autre de 20 pL d’une dilution 1/2 de I’extrait, et un dernier imbibé de 20 uL. de méthanol
servant de témoin. Pendant I’incubation, a 30 °C pour les bactéries et a 28 °C pour les
champignons, la substance diffuse dans la gélose, formant un ainsi un gradient de concentration.
L’efficacité antimicrobienne est évaluée par la mesure du diamétre des zones d’inhibition autour

des disques apres 24 h et 48h d’incubation.
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Chapitre 03 Résultats et discussion

1 Objectif du travail

Le présent travail s’inscrit dans le cadre d’un projet de fin d’études. Il a pour objectif la mise en
¢vidence de certains métabolites secondaires tels quels les alcaloides, les polyphénols, les
flavonoides et les tanins ainsi que les huiles essentielles. Il vise aussi a estimer la teneur en
polyphénols totaux et en flavonoides et 1’évaluation de 1’activité antioxydante et antimicrobienne

dans I’extrait brut des feuilles de Salvia officinalis L.

2 Rendement de I’extraction

Dans le cadre de notre étude, l'extraction des composés bioactifs de Salvia officinalis L. est
réalisée par la méthode de macération par le méthanol aqueux, une technique douce et largement

utilisée pour extraire les métabolites secondaires a partir des maticres végétales.

Les deux solvants, le méthanol a 80 % (extrait brut) et le méthanol a 70 % (extrait
méthanoique), ont permis d’obtenir des rendements d’extraction trés proches, avec des valeurs
respectives de 14,18 % et 14,17 %. Ces valeurs proches indiquent une efficacité comparable entre les
deux solvants. En raison de cette équivalence, 1’extrait brut est retenu pour la suite des expériences,

pour poursuivre les analyses.

D'apres les sources bibliographiques consultées le rendement d'extraction varie non seulement
d'une plante a une autre, mais aussi selon plusieurs facteurs liés a D’extraction des métabolites
secondaires, notamment la polarité du solvant, I’espece végétale étudiée, le type du matériel utilisé et
la méthode d’extraction (Stojanovi et Veljkovi, 2007). Cette derniere constitue une étape cruciale
qui nécessite une attention particuliere. De plus, des facteurs comme la collecte, le séchage et le
stockage directement liés a I’extraction influencent fortement tant le rendement que la qualité des
extraits (Benjilali, 2005). Balansard (2007) a souligné également que la période de récolte impacte

considérablement la composition chimique de la plante et donc son activité biologique.

3 Rendement d’huiles essentielles

Dans la présente étude, les huiles essentielles sont extraites des feuilles de Salvia officinalis L.
par hydrodistillation en utilisant de I’appareil de Clevenger. Le rendement d’extraction des huiles
essentielles enregistré est assez faible, il égal a 0,18% en raison de cette faible quantité d’huile
essentielle, qui ne permet pas de réaliser convenablement les tests biologiques, les activités
antioxydante et antimicrobienne ont été évaluées a partir d’extrait brut, plus disponibles en quantité

Ce résultat se démarque clairement des rendements élevés rapportés dans d’autres études.
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Par exemple, Chalchat er al. (1998), qui ont également travaillé sur la plante Salvia
officinalis L. en Europe, ont enregistré des rendements nettement supérieurs : atteignant 2,05% en
France, 2,50% en Hongrie, 2,90% au Portugal et 2,30% en Roumanie. Par ailleurs, Fellah et al.
(2006) ont noté¢ un rendement de 2,55% en Tunisie (Djebel Ouest) en travaillant avec la méme
plante. Cependant, le rendement rapporté par Djeddi ez al. (2012) en Algérie, qui est de 0,08%, est

largement inférieur au rendement obtenu de cette étude.

Les résultats de rendement d’extraction des huiles essentielles de Salvia officinalis L. varient
considérablement d’un auteur a un autre, en raison de plusieurs facteurs. Rodolfo et al. (2006) ont
montré que le rendement en huiles essentielles dépend de ’origine de la plante et de nombreux
parametres, tels que les conditions climatiques (chaleur, froid, stress hydrique), la diversité
interspécifique, le type d’organes utilisés pour I’extraction, la localité de récolte, ainsi que la
température de séchage. D'autres éléments comme la saison de récolte et le stade de développement

de la plante végétal jouent également un role important (Fellah, 2001 ; Laouer, 2004).

4 Criblage des métabolites secondaires

L'extrait brut obtenu des feuilles de Salvia officinalis L., a fait 1'objet d'un screening
phytochimique. Le but de cette étude qualitative est de déterminer les principaux groupes de
composés chimiques dans 1’extrait brut. Les tests ont décelé la présence de polyphénols, tanins et
alcaloides et I’absence des flavonoides. Les réactions impliquées se basent sur des phénomenes de
précipitation ou de coloration induits par des réactifs particuliers. Les résultats de ce criblage sont

résumés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Résultats du criblage des métabolites secondaires dans I’extrait brut de Salvia officinalis L.

Composés phénoliques Résultats
Alcaloides (+++)
Flavonoides (+-)
Tanins (+++)
Polyphénols (+++)

+ : Présences, - : Absence
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Résultats et discussion

4.1 Mise en évidence des alcaloides

L'utilisation des réactifs de Mayer, Wagner et Hager pour détecter les alcaloides, dont les

résultats sont donnés dans le tableau 2, révéle une concentration élevée en alcaloides dans les

feuilles et les tiges de Salvia officinalis L. La confirmation de la présence de ces composés est

apportée par le développement de précipités typiques observés lors des différents tests effectués.

Tableau 2 : Mise en évidence des alcaloides dans 1’extrait brut de Salvia officinalis L.

Test Photos des résultats Coloration | Précipité /Intensité
de la coloration

Réactif Précipite est (=)

de blanc —
Mayer jaunatre
Réactif Précipite est (+++)

de rouge brique
Wagner foncé

Précipite (+++)

Réactif jaune

de
Hager

L'ajout du réactif de Mayer (Iodure de mercure-potassium) a 1’extrait de sauge a conduit a la

formation d’un précipité blanc crémeux, indiquant la présence des alcaloides par la formation d’un

complexe insoluble. Par ailleurs, 1’utilisation du réactif de Wagner (Iodure de potassium) a donné

lieu a un précipité de couleur brune, tandis que le réactif de Hager, qui contient du picrate de

sodium, a interagi avec les alcaloides pour former un précipité jaune distinctif.
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4.2. Mise en évidence des tanins

La mise en évidence des tanins dans I’extrait brut Salvia officinalis L., est effectuée en
utilisant la solution de chlorure ferrique, (FeCls). La réaction a induit une couleur oscillante entre le

vert et le bleu-noir.

Tableau 3 : Mise en évidence des tanins dans I’extrait brut de Salvia officinalis L.

Test Photos des résultats Coloration Précipité/Intensi
té de la
coloration
Verte ou (+++)

Extrait bleu-noir

(brut)+

Quelques
gouttes
(FeCl3 2%)

Cette variation de teinte aide a identifier le type de tanins présents, une coloration verte est
souvent indicative des tanins hydrolysables, alors qu’une coloration bleu-noir suggere plutot la
présence de tanins condensés. La présence simultanée de ces deux nuances indique que I’extrait
pourrait contenir un mélange des deux variétés de tanins, avec une probable prépondérance des

tanins hydrolysables, comme le suggére la couleur verte plus prononcée.

4.3 Mise en évidence des polyphénols

La mise en évidence des polyphénols est réalisée par le biais du test au chlorure ferrique. Les
résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4. Les polyphénols possédent des groupes
hydroxyles (-OH) sur des cycles aromatiques. Lorsqu’ils réagissent avec des ions ferriques (Fe*")
du chlorure ferrique, il se forme des complexes colorés noiratre, ce qui indique la richesse des

feuilles Salvia officinalis L. en polyphénols.
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Tableau4 : Mise en évidence des polyphénols dans ’extrait brut de Salvia officinalis L.

Test Photos des résultats Coloration Précipité
/Intensité de la
coloration
Verte intense ou (+++)
Test au bleu noiratre
chlorure
ferrique (2%)

4.4. Mise en évidence des flavonoides

La caractérisation des flavonoides est effectuée en utilisant une solution de chlorure

d’aluminium (AICl3 a 1 %), comme montrée le tableau 5.

L’apparition de cette coloration jaune, relativement claire, indique la présence de ces

composés phénoliques dans les feuilles de Salvia officinalis L. avec de trés faibles concentrations.

Tableau 4 : Mise en évidence des flavonoides dans I’extrait brut de Salvia officinalis L.

de ruban de

magnésium

Test Photos des résultats Coloration Précipité
/Intensité de
la coloration

Test de Rose ou (+-)
HCL avec rouge
magnéta
quelques
fragments
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Le criblage phytochimique de I’extrait brut des feuilles de Salvia officinalis L. a permis de
mettre en évidence la présence de plusieurs groupes de métabolites secondaires, notamment les
tanins, les polyphénols et les alcaloides, ce qui suggere une richesse chimique intéressante, qui peut
expliquer certaines de ses activités biologiques traditionnelles. Les tanins et les polyphénols sont
bien connus pour leurs propriétés antioxydantes, et antimicrobiennes et leur présence soutient
I’utilisation médicinale de cette plante. Les alcaloides détectés renforcent également 1’intérét

pharmacologique de I’extrait, en raison de leurs effets physiologiques potentiellement marqués.

L’absence de flavonoides dans cet extrait peut s’expliquer soit par la faible teneur dans la
partie végétale utilisée, soit par la méthode d’extraction utilisée qui peut étre moins adaptée. Leur
non-détection ne signifie donc pas leur absence totale, mais plutdt une limite liée aux conditions

expérimentales.

Ces observations confirment que les feuilles Salvia officinalis L. constitue une source de
composés bioactifs pouvant contribuer a diverses activités biologiques, et justifient la poursuite des

recherches pour mieux caractériser son potentiel thérapeutique.

5 Teneur en polyphénols
5.1. Teneur en polyphénols totaux

Les polyphénols sont des molécules bioactives particulierement étudiés en raison de leurs
fortes propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. Ainsi, leur quantification est réalisée dans
I’extrait brut des feuilles de la plante Salvia officinalis L., en utilisant la méthode

spectrophotométrique basée sur le réactif de Folin-Ciocalteu.

Les teneurs obtenues sont exprimées en mg, équivalent acide gallique par milligramme de
maticre végétale seche (tab. 6) en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe

d’¢étalonnage tracée de 1’acide gallique (Annexe 1 a).

Tableau 5 : Teneur en polyphénols dans 1’extrait brut de Salvia officinalis L.

Teneur en flavonoides Teneur en polyphénols
(mg EQ/mg) (mg EAG/mg)
Extrait
1,4+ 0,166 5,24 + 0,299

Les résultats obtenus, dans cette étude, révelent que la teneur totale en polyphénols (TPC)

dans D’extrait brut de Salvia officinalis L. est de 5,24 + 0,299 mg EAG/mg. Cette mesure est
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inferieurs par rapport a celle obtenue par Duletic-Lausevic et al. (2018) qui ont travaillée sur la
plante Salvia officinalis L. qui ont noté des valeurs allant de 42,28 a 124,91mg EAG/g de la maticre

végétale séché en gramme.

Les résultats rapportés par Miliauskas et al. (2004) montrent que la teneur en polyphénols
totaux (TPC) dans leur extrait brut de Salvia officinalis L. est de 9,7 £ 0,4 mg EAG/g. Cette valeur
est supérieure a celle obtenue dans I’actuelle étude. De plus, le résultat obtenu est nettement
inférieur a celui de Baskan et al. (2007), qui ont rapporté une teneur en TPC de 15,6 mg/g de

maticre séche, bien que cette valeur était a I'époque jugée comme élevée.

Plusieurs éléments pourraient justifier cette fluctuation, y compris les conditions climatiques,
la période de récolte, le type de cultivar, ainsi que la méthode de dosage et le solvant utilisé lors de
I’extraction. Par ailleurs, des facteurs tels que la température d’extraction, le nombre de phases
d’extraction, ainsi que I’état de 1’échantillon et son origine géographique, constituent également des

variables non négligeables (Li ef al., 2009 ; Suhaj, 2006).

D'aprés Zapata et al. (2013), la teneur en composés phénoliques totaux varie au fil des
saisons, elle atteigne son pic pendant 1'été et enregistre sa valeur minimale au printemps. Cette
fluctuation pourrait résulter de ’effet des températures ¢€levées, qui stimulent I’accumulation des

composés phénoliques en réponse de la plante au stress environnemental.

5.2. Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides est effectué¢ en suivant la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICl3), a l'aide une courbe d’étalonnage de la quercétine (Annexe 1 b). Les résultats des mesures
des flavonoides est sont exprimés en termes de milligramme équivalent a la quercétine par

milligramme de matiére végétale seche (mg EQ/mg) (tab. 6).

La concentration en flavonoides de 1’extrait brut des feuilles de Salvia officinalis L. est de 1,4
+ 0,166 mg EQ/mg. La valeur obtenue est inférieure a celle rapportée par Abdelkader et al. (2014)
en Algérie (18,46 = 0,13 mg EQ/g) et celle trouvée par Gantner et al. (2018) en Suisse (20,47 mg
EQ/g) qui ont travaillé sur la plante Salvia officinalis L.

Toutefois, la teneur en flavonoides enregistré dans I’extrait brut de Salvia officinalis L. dans
le présent travail reste nettement supérieure aux valeurs trouvées par autres auteurs, qui utilisent la
méme espece végétale mais dans d'autres régions. Par exemple, Hamrouni et al. (2013), en
Tunisie, ont enregistré 0,923 mg EQ/g . Par contre Miliauskas ez al. (2004) en Lituanie, ont trouvé

3,5 £ 1,6 mg EQ/g, une valeur supérieure par rapport au résultat actuel.
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Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces écarts, tels que les conditions pédoclimatiques,
I’origine géographique, le stade de développement de la plante, ainsi que les méthodes d’extraction

utilisées.
6 Evaluation de Dactivité antioxydante

L’activité antioxydante de 1’extrait brut refléte leur capacité a neutraliser les radicaux libres
responsables du stress oxydatif. Cette propriété est largement attribuée a la présence de composés
phénoliques tels que les polyphénols et les tanins. Afin d’évaluer ce potentiel chez Salvia officinalis

L. deux tests complémentaires ont été réalisés : le test DPPH et le test ABTS.

6.1 Activité anti radicalaire DPPH

L’activité antioxydante de I’extrait brut des feuilles de Salvia officinalis L. vis-a-vis le radical
DPPH " est évaluée par spectrophotométrie, en suivant la réduction de ce radical qui se traduit par sa
transition de la couleur violette a la couleur jaune (517 nm). Dans ce test, le Trolox et I’acide

ascorbique sont utilisés comme des standards.

L'évaluation du pouvoir antioxydant de ’extrait brut s’effectue sur la base de la valeur de
I’ICs0, qui représente la concentration d’extrait brut ou des standards nécessaires pour inhiber 50%
des radicaux libres DPPH. Par conséquent, unelCsoplus basse signifie une capacité antioxydante

plus forte, et vis vers ca (Babovic et al., 2010).

Les résultats révelent que D’extrait brut de des feuilles de S. officinalis L. posséde anti
radicalaire plutot faible vis-a-vis le radical DPPH avec unelCso de 313,41 + 3,10ug/mL.
Comparativement aux standards, cette activité est bien moindre que celle du trolox, qui a donné une
ICsode 5,12 £ 0,21 ug/mL, et aussi considérablement plus faible que celle de I’acide ascorbique, qui

a montré une ICsode 4,39 £ 0,01 pg/mL (fig. 16).
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Figure 16 : Valeurs des ICso du test DPPH.

Par rapport a d'autres travaux, la valeur de I’ICso ainsi obtenue est nettement plus élevée. En
effet, Ben Farhat e al. (2013) ont souligné une activité antioxydante trés forte est de 1’extrait brut
de S. officinalis L. originaire de Tunisie, avec une valeur d’ICso de 10,08 pg/mL. De manicre
analogue, Petrova et al. (2015) ont travaillé sur la méme plante, et ils ont noté une ICso de 22,18
pg/mL. Les extraits de S. officinalis L. provenant de Lituanie, étudiés par Miliauskas et al. (2004)
ont donné des valeurs d’ICsp allant de 91,7 a 92,6 pg/mL, alors que celui d’Et-Touys et al. (2016)
ont donné une ICso de de 65,655 pg/mL.

6.2 Activité du piégeage du cation radical ABTSe+

L’ABTS est un composé organique stable utilis¢ pour évaluer l'activité¢ antioxydante. Le
cation ABTS™ subit une réduction et passe de la couleur bleu-vert a un état neutre incolore, dont

I’intensité de la couleur est mesurée a 734 nm.

Les résultats du test ABTS ont révélé que I’extrait brut des feuilles de S. officinalis L.
présente une ICso de 147,09 + 8,32 pg/mL. En effet, cet extrait posséde une activité antioxydante
modérée en la comparant avec les deux standards, le trolox et I’acide ascorbique, qui ont enregistré

des ICsode 3,21 =0, 06 et3,04 &+ 0,05 pg/mL, respectivement (fig. 17).
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Figure 17 : Valeurs des ICso du test ABTS.

Cette comparaison met en évidence une distinction notable entre les deux méthodes utilisées
pour évaluer I’activité antioxydante de 1’extrait brut des feuilles de Salvia officinalis L. Le test
ABTS a révélé une meilleure activité, avec une valeur d’ICsq de 147,09 + 8,32 pug/mL, par rapport
au test DPPH, qui a montré une activité antioxydante trés faible, avec une ICsq de 313,41 £ 3,10

pg/mL.

L’activité antioxydante de Salvia officinalis L. est clairement mieux mise en €vidence par le
test ABTS, confirmant la richesse de ’extrait en composés capables de piéger efficacement ce

radical libre dans ce systéme.

7 Evaluation de I’activité antimicrobienne

L’effet antimicrobien de I’extrait de Salvia officinalis L., est examiné par la méthode de
diffusion sur disques sur la gélose Mueller-Hinton (Annexe 2). Pour cela, une gamme, de bactéries
de Gram positif et négatif ainsi que des champignons, est utilisée. Les diametres des zones
d’inhibition sont mesurés apres 24h et 48h d’incubation a 30°C pour les bactéries et a 28°C pour les
champignons. L’évaluation de I’activité antibactérienne de 1’extrait brut de Salvia officinalis L. n’a
révélé aucun effet inhibiteur vis-a-vis des souches testées, a savoir Bacillus sp., Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus. L’absence de zones d’inhibition indique que 1’extrait, dans
les conditions expérimentales appliquées, ne présente pas d’activité antibactérienne notable contre

ces bactéries.
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Figure 18: Résultats du test antimicrobien contre Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus et Aspergillus niger.

Concernant la souche Pseudomonas aeruginosa, nos résultats sont en accord avec ceux de
(Memnune et al., 2009), qui illustrent que ’extrait méthanoique de F. officinalis L. n’exerce aucun
effet antibactérien sur toutes les espeéces de Pseudomonas. Ces résultats concordent également avec
ceux obtenus dans notre étude pour I’extrait brut de Salvia officinalis L., qui n’a montré aucune
activité inhibitrice vis-a-vis de cette souche. Cette absence d’effet pourrait s’expliquer par la nature
résistante des bactéries a Gram négatif comme Pseudomonas, qui possédent une membrane externe
riche en lipopolysaccharides, formant une barriere contre la pénétration de nombreux composés

bioactifs.

Pour la souche de Staphylococcus aureus, les observations faites vont dans le sens inverse de
ceux obtenus par Memnune ef al. (2009), qui trouvent que le méme extrait de F. officinalis L.
présente un effet inhibiteur avec un diameétre de 15 mm. Néanmoins, pour les autres especes de
Staphylococcus étudiées, 1’extrait n’a présenté aucun effet, ce qui concorde avec nos résultats. Dans
notre cas, Salvia officinalis L. n’a montré aucune activité antibactérienne, y compris contre
Staphylococcus aureus. Cette divergence peut s’expliquer par plusieurs facteurs, notamment la
variabilité de la souche bactérienne utilisée, ainsi que la composition de I’extrait, qui peut varier en

fonction du type de phénols présents et d'autres molécules bioactives.

Ces différences entre les résultats sont probablement dues a la nature des extraits préparés et
leurs constitutions en phénols et en autres molécules bioactives d’une part, et a la souche
bactérienne étudiée (nature structurale, structure de la paroi cellulaire) d’autre part (Memnune et
al., 2009). Les ¢tudes de Denyer et al. (2002) ont montré que la présence de la couche lipidique

dans la membrane externe des bactéries a Gram négatif les rend plus résistantes par rapport aux
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germes Gram positif, qui sont dépourvus de cette couche. Cette résistance est attribuée au
lipopolysaccharide (LPS), constituant majeur de la membrane externe des bactéries & Gram négatif,
qui empéche la pénétration de certains composés comme les alcaloides et les polyphénols (Meyer et
al., 1999). Nikaido (2003) a rapporté que les porines présentes dans cette membrane excluent les
molécules de haut poids moléculaire, ce qui pourrait également expliquer 1’absence d’effet

antibactérien observé avec 1’extrait brut de Salvia officinalis L.
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Conclusion

Depuis des milliers d'années, les plantes médicinales jouent un role crucial dans la préservation
de la sant¢ humaine. Leur richesse en composés bioactifs, est a 1’origine de nombreux traitements
traditionnels et modernes, offrant ainsi une alternative naturelle souvent moins coliteuse que les

médicaments de synthese.

Au cours de ces dernicres années, 1’intérét croissant pour les antioxydants naturels n'a fait que
grandir, incitant de nombreux chercheurs a se focaliser particuliérement sur des molécules bioactives
extraites des plantes aromatiques. Dans cette étude, nous intéressons a Salvia officinalis L. une plante
médicinale largement employée en médecine traditionnelle pour ses propriétés thérapeutiques. Le
travail actuel vise a caractériser les composés bioactifs majeurs de Salvia officinalis L. et a évaluer

ses propriétés biologiques, dans une optique de valorisation de cette plante.

Pour cela, diverses méthodes analytiques et expérimentales sont utilisées pour explorer les
propriétés chimiques et biologiques de Salvia officinalis L. En effet, ’extraction par macération au
méthanol aqueux a permis d’isoler un large éventail de métabolites secondaires. L’ extrait obtenu est
ensuite concentré par évaporation pour récupérer I’extrait brut. En paralléle, une hydrodistillation a
I’aide d’un appareil de type Clevenger a permis d’extraire les huiles essentielles, composés volatils
bioactifs. Un criblage phytochimique qualitatif a révélé faible présence de flavonoides, polyphénols
et tanins dans 1’extrait brut. La quantification de ces composés est réalisée par deux dosages : celui
des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu avec 1’acide gallique comme standard, et
celui des flavonoides par complexation avec le trichlorure d’aluminium, en utilisant la quercétine
comme ¢étalon. Enfin, les activités antioxydante (tests DPPH et ABTS) et antibactérienne sont

évaluées, permettant de mettre en évidence le potentiel thérapeutique de Salvia officinalis L.

Les résultats obtenus dévoilent que les rendements d’extraction obtenus pour Salvia officinalis
L. sont de 14,18 % pour I’extrait brut et de 14,17 % pour I’extrait méthanoique. Ces résultats

indiquent une efficacité d’extraction similaire, sans aucune différence significative.

L’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation a permis d’obtenir un rendement de
0,18 %. Le criblage phytochimique de Salvia officinalis L. a révél¢é la présence notable de tanins et
d’alcaloides et une quantité importante en composé€s phénoliques connus pour leurs effets

antioxydants. Ces résultats confirment le potentiel antioxydant important de cette plante.

Par la suite, la quantification des composés phénoliques totaux a I’aide du réactif de Folin-

Ciocalteu a mis en évidence concentration modérée en polyphénols, avec une teneur enregistrée de
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5,24 + 0,299 mg EAG/mg. L’évaluation des flavonoides totaux par la méthode au chlorure
d’aluminium (AICl3) a également révélé une concentration relativement faible, environ 1,4 = 0,166

mg EQ/mg.

L’évaluation de I’activité antioxydant de 1’extrait brut, par les tests DPPH et ABTS, a montré
une efficacité plus marquée avec le test ABTS, avec une 1Cso 147,09 + 8,32 ug/mL. En revanche, le
test DPPH a donné une ICso plus élevée de 313,41 + 3,10 ug/mL, indiquant une activité antioxydante
moins importante. Ce résultat suggere que les composés bioactifs présents dans 1’extrait interagissent
plus efficacement avec le radical ABTSe+, ce qui confirme le potentiel antioxydant notable de Salvia

officinalis L.

Les résultats du test antimicrobien de 1'extrait brut de Salvia officinalis L. n’a présenté aucune
activité antibactérienne et antifongique contre les souches utilisées, ce qui suggere une absence

d'effet inhibiteur de croissance significatif dans les conditions expérimentales appliquées.

Pour approfondir les connaissances sur Salvia officinalis L. et exploiter pleinement son

potentiel thérapeutique, plusieurs perspectives de recherche peuvent étre envisagées :

- Etudes in vivo : Compléter les résultats des tests in vitro par des études sur des modéles
animaux ou humains pour évaluer 1’efficacité réelle des composés dans un environnement biologique
complexe.

- Influence des facteurs environnementaux : Etudier I’impact des conditions de culture (sol,
climat, altitude) sur la composition chimique et I’activité biologique de la plante, en vue d’optimiser
sa culture.

- Valorisation en phytothérapie : Explorer les applications possibles de Salvia officinalis L.
dans le développement de compléments alimentaires, cosmétiques naturels ou médicaments a base de
plantes.

- Analyse par HPLC pour identifier la composition chimique et les principes actifs de la

plante.
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Annexe 2
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Résumé

Ce travail s’inscrit dans une démarche de valorisation de Salvia officinalis L., plante
médicinale appartenant a la famille des Lamiacées, largement reconnue en médecine traditionnelle
pour ses nombreuses vertus thérapeutiques. L’objectif principal de cette étude est d’extraire les
huiles essentielles, de réaliser un criblage phytochimique pour identifier les composés bioactifs, de
doser les polyphénols totaux et les flavonoides, et d’évaluer les activités antioxydante et
antibactérienne des composés bioactifs présents dans les feuilles de cette plante. L’étude a
commencé par 1’obtention de deux types d’extraits a partir des feuilles : un extrait brut et un
extrait méthanoique. Les rendements obtenus sont pratiquement identiques (14,18 % pour I’extrait
brut et 14,17 % pour I’extrait méthanoique), ce qui a conduit a privilégier 1’extrait brut pour les
analyses ultérieures. Les huiles essentielles sont extraites par hydrodistillation a 1’aide d’un
appareil de type Clevenger, permettant d’isoler les composés volatils présents dans les feuilles. Le
rendement obtenu (0,18 %) est cohérent avec ceux généralement observés pour les plantes
aromatiques. Le criblage phytochimique de 1’extrait brut a révélé la présence de plusieurs classes
de métabolites secondaires, notamment les alcaloides, les tanins et les polyphénols. Le dosage a
montré une concentration en polyphénols totaux de 5,24 + 0,299 mg EAG/mg et en flavonoides de
1,4 £ 0,166 mg EQ/mg. L’ évaluation de I’activité antioxydante in vitro a ’aide des tests DPPH et
ABTS a mis en évidence une efficacité plus marquée vis-a-vis du radical ABTS (ICso = 147,09 +
8,32 nug/mL), tandis que I’activité contre le DPPH était plus faible (ICso = 313,41 + 3,10 pg/mL).
Enfin, I’activité antimicrobienne testée par la méthode de diffusion sur disque contre trois souches
bactériennes (Bacillus sp., Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa) et une moisissure
(Aspergillus niger) n’a montré aucun effet inhibiteur notable de I’extrait brut, que ce soit

antibactérien ou antifongique.

Les mots clés : Salvia officinalis L. , activités biologiques, polyphénols, flavonoides, huiles

essentielles, criblage phytochimique.
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Summary

This work is part of an effort to valorize Salvia officinalis L., a medicinal plant belonging
to the Lamiaceae family, widely recognized in traditional medicine for its numerous therapeutic
properties. The main objective of this study is to extract essential oils, conduct a phytochemical
screening to identify bioactive compounds, measure the total polyphenols and flavonoids
content, and evaluate the antioxidant and antibacterial activities of the phenolic and flavonoid
compounds present in the leaves of this plant. The study began with the extraction of two types
of extracts from the leaves: a crude extract and a methanoic extract. The yields were very similar
(14.18% for the crude extract and 14.17% for the methanoic extract), leading to the selection of
the crude extract for subsequent analyses. The essential oil was obtained by hydrodistillation
using a Clevenger-type apparatus, which allowed the isolation of volatile compounds present in
the leaves. The yield obtained (0.18%) was consistent with values generally reported for
aromatic plants. Phytochemical screening of the crude extract revealed the presence of several
classes of secondary metabolites, including polyphenols, tannins, and alkaloids. Quantitative
analysis showed a total polyphenol content of 5,24 + 0,299 mg GAE/mg and a flavonoid content
of 1,4 £ 0,166 mg QE/mg. The antioxidant activity was evaluated in vitro using DPPH and
ABTS assays revealed greater efficacy against the ABTS radical (ICso = 147.09 + 8.32 pg/mL),
while the activity against DPPH was comparatively weaker (ICso = 313.41 £+ 3.10 pg/mL).
Finally, the antimicrobial activity tested by the disc diffusion method against three bacterial
strains (Bacillus sp, Staphylococcus aureus, and Pseudomonas aeruginosa) as well as a mold
(Aspergillus niger) showed no significant inhibitory effect of the crude extract, whether

antibacterial or antifungal.

Keywords: Salvia officinalis L., biological activities, polyphenols, flavonoids, essential oils,

phytochemical screening.
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Résumé

Ce travail s’inscrit dans une démarche de valorisation de Salvia officinalis L., plante médicinale
appartenant a la famille des Lamiacées, largement reconnue en médecine traditionnelle pour ses
nombreuses vertus thérapeutiques. L’objectif principal de cette étude est d’extraire les huiles
essentielles, de réaliser un criblage phytochimique pour identifier les composés bioactifs, de doser les
polyphénols totaux et les flavonoides, et d’évaluer les activités antioxydante et antibactérienne des
composés phénoliques et flavonoidiques présents dans les feuilles de cette plante. L’étude a
commencé par 1’obtention de deux types d’extraits a partir des feuilles : un extrait brut et un extrait
méthanoique. Les rendements, treés proches (14,18 % pour I’extrait brut et 14,17 % pour ’extrait
méthanoique), ont conduit a privilégier 1’extrait brut pour les analyses ultérieures. L’ huile essentielle a
été extraite par hydrodistillation a I’aide d’un appareil de type Clevenger, permettant d’isoler les
composés volatils présents dans les feuilles. Le rendement obtenu (0,18 %) est cohérent avec ceux
généralement observés pour les plantes aromatiques. Le criblage phytochimique de 1’extrait brut a
révélé la présence de plusieurs classes de métabolites secondaires, notamment les polyphénols, les
tanins et les alcaloides. Le dosage a montré une concentration en polyphénols totaux de 5,24 + 0,299
mg EAG/mg et en flavonoides de 1,4 £ 0,166 mg EQ/mg. L’évaluation de 1’activité antioxydante in
vitro a P’aide des tests DPPH et ABTS a mis en évidence une efficacité plus marquée vis-a-vis du
radical ABTS (ICso = 147,09 + 8,32 pg/mL), tandis que I’activité contre le DPPH était plus faible
(ICso = 313,41 + 3,10 pg/mL). Enfin, ’activité antimicrobienne testée par la méthode de diffusion sur
disque contre trois souches bactériennes (Bacillus sp, Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa) ainsi qu’une moisissure (4Aspergillus niger) n’a montré aucun effet inhibiteur notable de

I’extrait brut, que ce soit antibactérien ou antifongique.

Mots-clés : Salvia officinalis L. , activités biologiques, polyphénols, flavonoides, huiles essentielles,
criblage phytochimique.
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