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Introduction

La richesse de la flore Algérienne revient a sa situation géographique et sa diversité
climatique. Les conditions favorables a la croissance des plantes aromatiques et médicinales
dans ce pays permettent 1’apparition d’un grand nombre d’espéces appartenant aux différentes
familles botaniques. Cette énorme végétation reste tres peu étudiée tant sur le plan

phytochimique que sur le plan pharmacologique (Merzoug, 2009).

L’antibiorésistance s’est progressivement développée et concerne aujourd’hui
I’ensemble des bactéries pathogenes a cause de I’administration répétée d’antibiotiques, c’est
pourquoi, I’exploitation des principes actifs des plantes aromatiques et médicinales contenant
dans les huiles essentielles et les hydrolats a actuellement attiré 1’attention des chercheurs

(Essawi et Srour, 2000).

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié
(électrons célibataires). Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de
cet électron a se ré-apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi
transformées deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en
chaine. C’est typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique. Ces radicaux
libres constituent des espéces extrémement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre
considérable de maladies, tout en étant des especes indispensables a la vie (Dahmani et
Dahmani, 2018).

Dans ce domaine, les huiles essentielles (HE) sont largement étudiées en raison de
leurs multiples et diverses applications. D’autre part, malgré que les hydrolats (HD) des
plantes possedent des propriétés thérapeutiques intéressantes, ils sont peu étudiés et ne se

considérent que comme des déchets de 1’hydrodistillation (Ovidi et al., 2021).

En Algérie, Salvia officinalis « la sauge » est I’un des espéces les plus répondues.
C’est une plante annuelle et biannuelle d’origine méditerranéenne de la famille des Lamiacées
(Djerroumi et Nacef, 2012), les especes qui ont été identifiées sont environ d’une trentaine
(Maksimovic et al., 2007). Cette espece est reconnue par ses multiples vertus dans la
médecine traditionnelle grace a sa richesse en composes phénoliques notamment les

flavonoides et les acides phénoliques (Kelen et Tepe, 2008).

Parmi les huiles essentielles les plus étudiées est celle de la sauge gréce a leurs
différentes propriétés connues en différents domaines. Par contre, peu d’études ont été

effectuées sur les hydrolats de cette plante a cause de 1’inconscience de leurs importances. A



Introduction

cet effet et dans le cadre de la valorisation de la flore Algérienne, particulierement la région
de Tiaret, cette plante est choisie dans la présente étude par le fait qu’elle est parmi les plantes
aromatiques les plus populaires utilisées, disponible, trés peu étudiée malgré qu’elle soit

connue par ses vertus thérapeutiques.

Dans ce cadre, cette recherche est axée vers 1’extraction de I’HE et de I’HD de la
plante étudiée par hydrodistillation et 1’évaluation in vitro des activités antibactérienne et
antioxydante afin de déterminer les composés responsables de l'activité globale de I'HE et de

I’HD. A I’opportunité, une étude comparative est menée.



Premiere partie
Synthese bibliographique
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1.1. Définition

Une huile essentielle (HE) est définie comme le produit obtenu d’une plante ou
certaines parties de celle-ci par hydrodistillation, distillation a la vapeur, distillation séche ou
par un procédé mécanique approprié sans chauffage (e.g. pour les agrumes) (Rubiolo et al.,
2010). Selon la Pharmacopée Européenne (2020) une HE est un produit de composition

complexe renfermant des principes volatiles contenus dans les végétaux.

Selon AFNOR (2000) et ISO (1997), I’HE est le produit obtenu a partir d’une
maticre premicre d’origine végétale, soit par entralnement a la vapeur, soit par des procédés
mécaniques a partir de 1’épicarpe frais de certains agrumes ou soit par distillation. Elle est

ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques.

I.2. Composition chimique

Sur le plan chimique, les HE sont des mélanges de structure extrémement complexe,
pouvant contenir plus de 300 composés différents (Hallel, 2011). La plupart du temps, elles
comportent un ou deux composants majoritaires qui vont jouer un role central dans leurs
propriétés thérapeutiques, ces composants appartiennent principalement a deux types
chimiques. Les plus rencontrés sont les composés terpéniques (hydrocarbures) : monoterpénes
(C10), sesquiterpénes (Css), diterpénes (Cxo), triterpénes (Cso) qui peuvent étre des alcools, des
esters, des aldéhydes, des cétones, des éthers oxydes mono et des sesquiterpéniques. L’autre
groupe correspond aux composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Acide, aldéhyde
cinnamiques, eugéniol et anéthole...) (Laurent, 2017).

La sauge (salvia officinalis) contient essentiellement de nombreux polyphénols :
flavonoides et acides-phénols (acide caféique, acide chlorogénique, acide rosmariniqu etc.).
Elle contient également un acide diterpénique (la salvine) qui lui donne ses vertus
bactéricides, un principe amer (la picrosalvine) et une cétone terpénique (la thuyone) (Gilly,
2005). La sauge s’est révélée tres riche en substances volatiles avec un rendement de 1’ordre
de 1.52% et un chémotype formé de dix-neuf composés terpéniques dont le plus abondant est

la thujone (mélange a- et B- thujone) (Benkherara et al., 2011).

1.3. Activités biologiques

Les HE sont connus par diverses activités antimicrobiennes et certaines sont classées
comme des substances slres et pourraient donc étre employées pour empécher la croissance

des microorganismes pathogenes et contaminants (Gachkar et al., 2007 ; Rasooli et al.,
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2008). L’HE de sauge est appliquée dans le traitement de certaines maladies grace a son
activité antibactérienne (Bouaziz et al., 2009), antifongique (Lina et al., 2005) et

antioxydante (Grzegorczyk et al., 2007).
1.3.1. Activité antibactérienne

Selon I’OMS, vers la fin des années 1970, plus de 22000 espéces végétales ont été
inventoriées comme plantes médicinales. L’activité antibactérienne des principes actifs entre
autres celle des HE est liée a leur chémotype c'est-a-dire la ou les molécules biologiquement
actives et majoritairement présentes, a leurs compositions ou les groupes fonctionnels des
composés majoritaires (alcool, phénols, composés terpéniques et cétoniques) et a leurs effets
synergiques car une HE contient souvent 50 a 100 molécules biochimiques différentes. Le
plus souvent, 1’action des HE est assimilée a un effet bactériostatique cependant certains de
leurs constituants chimiques semblent avoir des propriétés bactéricides (Benkherara et al.,
2011).

Les HE les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes appartenant aux
Lamiaceae : origan, thym, sauge, romarin, clou de girofle sont d’autant de plantes
aromatiques a HE riches en composés phénoliques comme I’eugénol, le thymol et le
carvacrol. Ces composés possedent une forte activité antibactérienne contre un large spectre
de bactéries : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria

monocytogenes, Clostridium spp et Helicobacter pylori (Pauli, 2001).

L’étude de Annane et Boualili (2014) a montré que I’HE de la sauge inhibe I’activité
des bactéries Gram® (Staphylococcus aureus, Streptococcus spp) a une concentration de

0.25%, et des bactéries a Gram™ (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis

et Pseudomonas aeruginosa) a une concentration qui varie entre 0.125 et 0.25%

Selon Ait Gueni Said et Elharani (2008), Staphylococcus aureus s’est avéré la plus

sensible a I’action des HE de cette plante parmi les bactéries Gram™ et Klebsiella pneumoniae
est la plus sensible parmi les bactéries Gram™. Une autre étude a montré que ces HE possedent

une forte efficacité antimicrobienne vis-a-vis des différentes souches bactériennes testées et

qui ont méme dépassé ’efficacité de la pénicilline (Bozin et al., 2007).
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1.3.2. Activité antifongique

Les HE les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés antifongiques
appartiennent a la famille des lamiacées comme I’HE de Thymus vulgaris testée contre
Candida albicans (Giordani et al., 2008), Lavandula stoechas contre Rhizopus stolonifer et
Mucor spp. (Mohammedi et Atik, 2011) et Thymus schimperi contre Rhizopus officinalis
(Mekonnen et al., 2016).

Selon Drider et Kada (2019), I’HE de Salvia officinalis a donné des taux d’inhibition
de 82.6% pour Aspergillus fumigatus. Une autre étude sur la méme espéce a montré une forte
activité antifongique contre deux champignons phytopathogenes (Botrytis cinerea et

Fusarium sambucinum) (Rguez et al., 2013).

Il a été démontré que I’activité antifongique de I’HE de la sauge augmente selon le
type de fonction chimique : Phénols> Alcools> Aldéhydes> Cétones> Ethers>
Hydrocarbures. Parmi les aldéhydes, le cinnamaldéhyde s’est révélé le plus actif (Yen et

Chang, 2008).

1.3.3. Activité antioxydante

Un antioxydant est défini comme une substance qui, a de faibles concentrations
comparées a celles des substrats oxydables, prévient significativement ou retarde I'initiation

du processus d'oxydation (Beirdo et Bernardo-Gil, 2006).

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation.
Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), 1’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques (les coumarines,
les flavonoides, les tanins). Ces composés, notamment les flavonoides et les acides
phénoliques interviennent comme agents préventifs contre de nombreuses maladies grace a

leur capacité antioxydante (Idouchen, 2014).

Hussain et al. (2010) ont rapporté que certaines HE sont plus efficaces que quelques
antioxydants synthétiques. L’étude menée par Campanellal et al. (2003) a montré que la
capacité antioxydante de I’HE la sauge a été estimée comme étant la plus élevée parmi six
fines herbes (Baume de champ, Marjolaine, Persil, Romarin, Sauge, Basilic doux), 1’acide
carnosique et 1’acide rosmarinique seraient les composés antioxydants retrouvés dans la

sauge.
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Une autre étude effectuée chez des rongeurs a démontré que la consommation
d’infusions de sauge séchée pendant deux semaines par ces animaux augmentait de fagon
significative ’activité de I’enzyme glutathion S-transférase (GST) produite par le foie (Lina
et al., 2005).

Les méthodes les plus utilisées pour I’évaluation de cette activité sont celles de la
réduction du 2.2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH") (DZami¢ et al.,2010), de blanchiment
du S-caroténe dans I’acide linoléique (Hussain, 2009), de I’inhibition de la peroxydation de

I’acide linoléique (Dongmo et al., 2010), et de la chélation des métaux (Wang et al., 2010).
1.4. Extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs techniques d’extraction des HE qui se différent selon la partie traitée
de la plante et selon ces caractéristiques botaniques. Le choix de la méthode se fait en

fonction du rendement, de la qualité de HE et du colt de la méthode.

1.4.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Le principe de cette méthode est de faire passer un courant de vapeur d’eau dans une
cuve contenant les plantes. Durant le passage de la vapeur a travers le matériel et sous
I’action de I’humidité et de la chaleur, les cellules éclatent et liberent I’'HE. Ensuite, cette
vapeur d’eau et d’HE passe dans un serpentin refroidi par 1’eau, ou elle se condense, et se
retourne a I’état liquide. Ce liquide, mélange d’eau et d’HE est recueilli dans un essencier qui
sépare les deux éléments par différence de densité. En effet, I’HE est non miscible a 1’eau et
plus légere, donc elle se retrouve dans la partie supérieure de 1’essencier. L’absence de
contact direct entre I'eau et la matiere végétale, puis entre I'eau et les molécules aromatiques
évite certains phénomeénes d'’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I'HE
(Neffati, 2010).

1.4.2. Extraction par hydrodiffusion

C’est le passage de la vapeur d'eau a travers la matrice végétale du haut vers le bas
(perdescendum) et a pression réduite. L’HE obtenue avec ce procédé contient des composés
non volatiles ce qui lui vaut une appellation spéciale « essence de percolation » (Piochon,
2008).
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1.4.3. Extraction par expression a froid

Elle est utilisée le plus souvent pour extraire les HE des agrumes (citron, mandarine,
orange, pamplemousse). Il s’agit d’un traitement mécanique qui consiste a déchirer les
péricarpes riches en cellules sécrétrices (Basil et al., 1998). Le principe de ce procédé
mécanique consiste a éclater les poches oléiferes localisées au niveau de 1’écorce ou du

péricarpe du fruit pour en recueillir le contenu (Elhaib, 2011).

L’HE recueillie porte le nom d’essence. En effet, contrairement aux HE uniquement
constituées de molécules volatiles, les essences, quant a elles, renferment des composés non
volatiles comme des flavonoides ou encore des stéroides (Lacoste, 2014). L’intérét de cette
technique réside dans I’obtention d’essence n’ayant pas subi de modification chimique li¢e a
la chaleur. De méme, elle est couplée avec la production du jus de fruit (Baser et Buchbauer,
2010 ; Wilson, 2010).

1.4.4. Extraction au CO2 supercritique

Cette technique est aujourd'hui considérée comme la plus prometteuse car elle fournit
des extraits volatiles de trés haute qualité et qui respecterait intégralement I'essence originelle
de la plante (Wenqgtang et al., 2007). Son principe c’est I’utilisation d’un gaz liquéfié¢ ou un
fluide a 1’état supercritique qui est généralement le dioxyde de carbone (Aghel et al., 2004),
car il présente différents avantages tels que la disponibilité, la sélectivité, I’innocuité, I’inertie,
et 'inflammabilité (Lagunez, 2006) et aussi un bon pouvoir d’extraction car il posséde les
propriétés intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz au-dela du point critique
(P=73.8 bars, T°= 31.1°C) (Piochon, 2008).

1.4.5. Extraction aux solvants organiques

L’extraction par solvant organique volatile reste la méthode la plus pratiquée. Les
solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont I’hexane, le cyclohexane, 1’éthanol, le

méthanol, le dichlorométhane et I’acétone (Kim et Lee, 2002).

Le mateériel est chargé dans un extracteur spécialement construit contenant un solvant
hautement purifié. Le solvant peut circuler a travers le matériel végétal pour extraire les
constituants d’ardme ainsi que d’autres substances liposolubles. Le solvant est éliminé par

évaporation et une HE concrete est obtenue (Belaiche, 1979 ; Bruneton, 1999).

Le solvant choisi, en plus d’étre autorisé devra posséder une certaine stabilité face a la

chaleur, la lumiére ou I’oxygene. Sa température d’ébullition sera de préférence basse afin de
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faciliter son élimination, et il ne devra pas réagir chimiquement avec I’extrait (Wan et al.,

1995).
1.4.6. Hydrodistillation par micro-ondes

Le procédé de cette technique est basé sur 1’absorption de 1’énergie de la micro-onde
par les composantes du matériel végétal et qui sont mesurées par une constante diélectrique.
Cette absorption dépend aussi de la fréquence de ’onde et de la température du matériel
végétal (Benayad, 2008).

Le matériel végétal est placé dans un réacteur micro-ondes sans aucune addition d’eau
ou d’un solvant. Une augmentation rapide et soudaine de la température est due a la
conversion des ondes absorbées par les parties végétales les plus riches en eau qui provoque
leurs éclatements sous la pression régnant dans I’extracteur, libérant ainsi les molécules
olfactives. Puis les vapeurs d’eau entrainent ’HE. Un systéme de refroidissement a I’extérieur
du four micro-ondes permet la condensation de facon continue du distillat, composé d’eau et
d’HE, et le retour de I’excés d’eau a D’intérieur du ballon permet de maintenir le taux
d’humidité propre au matériel végétal (Hessas et Simoud, 2018). Pour les plantes
aromatiques, aprés seulement 30 min d’extraction, les rendements en HE obtenus sont

identiques a ceux obtenus apres 6 h d’hydrodistillation (Grunwald, 2006).
1.4.7. Extraction par enfleurage

C’est une technique ancienne qui consiste a mettre les fleurs en contact avec un corps
gras inodore. Le mélange est ensuite épuisé par un solvant organique, puis ce dernier est
évapore (Iserin, 2001). Elle peut étre employée soit a froid pour traiter des fleurs fragiles qui
ne supportent pas la chaleur ou encore a chaud qui consiste a faire infuser les fleurs dans des

graisses pures a une température de 60°C environ (Benkherara, 2011).
1.4.8. Extraction par hydrodistillation

Le principe consiste a immerger directement la matiére végétale a traiter dans un
ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs hétérogénes vont se
condenser sur une surface froide et ’HE sera alors séparée par différence de densité
(Bruneton, 1993). La chaleur permet I’éclatement des cellules végétales et la libération des
molécules odorantes qui y sont contenues. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur
d’eau un mélange azéotropique. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les HE se
séparent de I’eau par différence de densité. Au laboratoire, le systéme équipé d’une cohobe

généralement utilisé pour D’extraction des HE est le Clevenger (Lucchesi, 2005).
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11.1. Définition

Hydrolat (HD), eau florale, eau de plante, ou en anglais hydrosol sont toutes des
termes utilisés dans le domaine de 1’aromathérapie pour nommer le distillant aqueux qui
subsiste aprés 1’entrainement a la vapeur d’eau, une fois séparé de I’HE (Adelon, 1835). HD
est I’eau chargée de principes volatiles hydrophiles, incolore d’une odeur puissante,
aromatique, herbacée et d’une saveur rafraichissante (Bouissy, 2004), les chercheurs ne s’y
intéressent que trés peu d’HD. Il existe donc un réel manque de données scientifiques dans ce
domaine. Pourtant la faible toxicité et la nature chimique en font un produit original,
intéressant a étudier comme en témoignent les rares publications parures a leur sujet (Jeannot
et al., 2003).

11.2. Composition chimique

Les HD contiennent en petite quantite des composés volatiles semblables a ceux
présentes dans I’HE, ainsi que des composés solubles dans 1’eau non retrouvés dans 1’huile.
Les molécules d’oxygeéne hydrophiles s’y trouvent en grandes quantités (géraniol, oxyde de
linalool), alors que les composés lipophiles tels que les hydrocarbures terpéniques sont la

plupart du temps quasi absents (Price et al., 2005).

Les résultats de la composition chimique de l'eau aromatique du Pelargonium
graveolens par CG-SM montrent que la majorité des composes de cette eau appartiennent a la

famille des alcools et aucun mono ou sesquiterpene n'a été détecté (Boukhatem et al., 2012).

Une autre étude réalisée sur 44 HD et leurs HE, montre que le composé majoritaire
dans ’HE n’est pas systématiquement celui qui est présent dans I’HD. C’est le cas par
exemple d’Eucalyptus citriodora dont le composé majoritaire dans I’HE est le citronellal alors
que dans I’HD c’est le cis-p-menthane-3,8-diol. La méme observation est réalisée pour

Chamaecyparis obtusa (Inouye et al., 2008).
11.3. Utilisations

Certains HD sont utilisés depuis des siécles dans des préparations cosmétiques,
thérapeutiques et culinaires, par exemple : les HD de rose, de fleurs d’orange, de lavande, de

fleurs de bleuets sauvages, et également de Salvia officinalis (Bremness, 1996).
11.3.1 En cosmétologie

L HD est utilisé comme base des cosmétiques naturels. Il est tres doux pour la peau et

discretement parfumé et convient aux peaux sensibles. En usage externe, il est appliqué
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directement par vaporisation, ou sous forme de compresse pour le visage et le corps. En usage
interne, il est tres utile dans la simulation de systéme immunitaire. Il n’y a pas une précaution

d’emploi particuliére, ces eaux peuvent étre utilisées sous forme diluée ou pure (Watt, 1999).
11.3.2 En médecine

Malgré sa faible concentration en principes actifs, ’'HD présente certaines activités
pharmacologiques intéressantes (Bosson et al., 2005). Il existe plusieurs cas d’utilisation de
I’HD de Salvia officinalis dans ce domaine surtout dans les cas des insuffisances biliaires et
hépatiques, les bouffées de chaleur, les troubles circulatoires liés au systéme hormonal,
asthme, bronchite, toux, cholestérol, et infections buccales. Il joue aussi un role trés important
dans la régulation de la flore intestinale et dans le soulagement des maux de la bouche
(Baudoux, 2000).

11.3.3 En cuisine

Les HD sont réputés pour leurs vertus culinaires (Cupillard, 2006). lls peuvent
apporter une touche de fraicheur d’originalité aux plats. Ainsi ’addition de quelques gouttes
de I’HD de Salvia officinalis a la soupe permet de lui donner un gout plus raffiné (Bouissy,
2004).

11.4 Activités biologiques

Les études concernant la bio-activité des HD sont peu hombreuses en comparaison de
celles réalisées sur les HE, malgré la ressemblance directe entre les HD et les HE

correspondantes d’un point de vue chimique (Carlini et al., 1983).

Les quelques rares publications recensees dans la littérature, montrent un intérét récent
pour les HD. Par exemple HD d’Aniba duckei a 25%, inhibe la croissance des larves de
Artemia franciscana a 100% (Souza et al., 2007). L’HD de Thymus vulgaris a
présenté une activité microbicide avec des CMB et CMF de 250 pLL/m contre tous les éspeces
microbiennes (Candida albicans, Aspergillus niger, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa) (Yann-Olivier, 2015).
11.4.1. Activité antibactérienne

Les HD représentent une activité antibactérienne grace a la présence de certaines
molécules (géraniol, linalool, alcool un décylique) (Boukhatem et al., 2010). L'activité
antibactérienne in vitro d’HD de Thymbra capitata contre des souches a Gram (-) et & Gram
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(+), montre des valeurs de CMI dans la gamme de 0.031 v/v et 0.015 v/v respectivement
(Moukhles et al., 2020).

L’¢tude réalisée sur d’HD de Salvia officinalis contre 13 souches bactériennes
pathogénes dont 07 bactéries a Gram (+) (Listeria monocytogenes ATCC 15313,
Enterococcus faecalis ATCC 49452, Bacillus subtilis ATCC 663313, Bacillus cereus ATCC
10876, Staphylococcus aureus ATCC 25923, et Enterococcus faecali spp. 962), et 07
bactéries a Gram (-) (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Escherichia coli spp L+ 966, Escherichia coli sp.L-
966, Pseudomonas spp. 989 et Klebsiella sp. 970) testées, montre que HD possede une
moindre efficacité sur les bactéries a Gram (-) (DZI = 17.9 mm) alors que sur les bactéries a
Gram + il ne représente aucune réaction (DZI = 6 mm). Contrairement aux HE, ayant une

grande sensibilité sur les bactéries quel que soit positif ou négatif (Chrigni et al., 2014).
11.4.2. Activité antioxydante

Les HD de graines de noix de muscade (Myristica fragrans) a une concentration de
0.1g/ml et 0.5g/ml avaient une activité antioxydante de 31.43 % et 56.42% respectivement
(Inga et al., 2020). Les HD préparés a partir d'autres sources végétales ont des propriétés
antioxydantes différentes, alors que la Salvia officinalis (0.1g/ml) avait une activité de
piégeage des radicaux d'environ 30%. La méme concentration de I’HD de Rosmarinus

officinalis avait une activité d'environ 50% (Aazza et al., 2011).

La sauge possede un fort pouvoir antioxydant a efficacité comparable a celle du
romarin lorsqu'il est testé contre l'oxydation du linoléate de méthyle en milieu apolaire
(Cuvelier et al., 1991).

La teneur la plus élevée en polyphénols totaux, les flavonoides et les acides
phénolcarboxyliques (AFC) étant observés pour HD des feuilles de la sauge collectées en
juillet, qui sont considérées donc comme une source de composes phénoliques (Cerasela et
al., 2014). La teneur en polyphénols est de 0.595-1.36 mg EAG /ml (Roby et al., 2013).

11.4.3. Activité antifongique

Certains HD peuvent inhiber la prolifération des champignons, cela montre bien que
ces eaux pourraient étre exploitées dans certains secteurs comme l'agro-alimentaire ou la

cosmétique comme agents antifongiques naturels (Piochon, 2008).

11
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L'HD de Satureja hortensis a montré une activité antifongique plus intéressante sur
I'ensemble des champignons testés ; Rhizoctonia solani (96.5%), Fusarium oxysporum f.sp
tulipae (38.58%), Botrytis cinerea (100%) et Alternaria citri (82.2%) testés suivi de I'HD
d'Echinophora tenuifolia (87.07%, 55.52%, 49%, 48.26% respectivement), puis de Cuminum
cyminum (36.11%, 37.34%, 15.38%, 0% respectivement). Alors que I’HD de Satureja
hortensis, exerce un effet inhibiteur uniquement sur Alternaria mali (10%) et Botrytis cinerea
(15%) (Boyraz et al., 2006).
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I.1. Objectifs

L’intérét de ce travail consiste a I’extraction des HE et HD des feuilles de la
sauge (Salvia officinalis L.) dont le but est la valorisation et I’évaluation de quelques
activités biologiques.

Dans ce contexte, notre présente étude s’est axée autour des objectifs suivants :
- Valorisation de la flore de la région de Tiaret ;
- Extraction des HE et HD par hydrodistillation ;

- Détermination des composés phénoliques, flavonoides, tanins condensés et

hydrolysables ;

- Evaluation de I’activit¢ antioxydante des HE et HD extraits par la

méthode de DPPH ;

- Détermination du pouvoir antibactérien des HE et HD contre certains
souches pathogenes a savoir Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis et Pseudomonas aeruginosa.

1.2. Lieu et période de travail

Ce travail a été effectué au sein du laboratoire de Biochimie et de
Microbiologie, de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université de

Tiaret, durant la période allant du 11 avril jusqu’a 26 mai 2021.

1.3. Matériel
1.3.1. Matériel végétal
1.3.1.1. Généralités

Le matériel végétal utilisé dans notre étude est les feuilles de la sauge officinale (Salvia
officinalis L.) qui est une plante connue sous le nom de Thé d’Europe, de Grande sauge
ou encore Herbe sacrée (Debuigne, 2013). La sauge tire son nom du latin « salvare »
(guérir) qui traduit son réle ancestral en phytothérapie (Hippolyte et al., 1904). Elle était
une des plantes salvatrices du moyen age reconnue par les Chinois. Ces derniers
n'hésitaient pas a échanger leurs feuilles de thé les plus précieuses contre des feuilles de
sauge. D’aprés I’histoire, une variété de sauge appelait « Chia » était cultivée par les

mexicains (Madi, 2010).
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Les Grecs, les Romains et les Arabes I'employaient communément comme
tonique, et en compresse contre les morsures de serpents. En Egypte, les femmes en
buvaient pour étre fertiles (Charles, 1809). Au 18°™ sigcle, les feuilles de la sauge ont
été roulées comme des cigarettes pour les fumer contre I'asthme et surtout au printemps
(Bouachria, 2018).

Salvia officinalis est une plante annuelle et biannuelle d’origine
méditerranéenne de la famille des labiées (Khirddine, 2013). Il existe environ 900
espéces identifiées autour du monde (Maksimovic et al., 2007).

En Algérie, les especes qui ont été déterminées sont dans 1’ordre d’une
trentaine. Plusieurs appellations ont été données a la sauge. Selon lbn Al Baytar, les
andalous la nomment « essalma » qui ajoute qu’elle est appelée « salbia » par les
botanistes en Espagne. El Djazairi indique ’expression « souek ennebi » comme

synonyme de Saleme (Kharchouche et al., 2019).

1.3.1.2. Description botanique
La sauge est un sous- arbrisseau buissonnant et persistant, formant une touffe
ligneuse pouvant atteindre jusqu’a 80 cm de haut et dont les tiges émettent de
nombreux rameaux dressés, quadrangulaires et laineux, présentant des nceuds saillants
sur lesquels sont inserées les feuilles (Teuscher et al., 2005). La tige est ligneuse a la
base, formant un buisson dépassant parfois 60 cm, vert blanchatre quadrangulaire et
velue (Verbois, 2003).

Les feuilles sont opposées, elliptiques, inférieures pétiolées, ovales, rugueuses,
épaisses, a bord dentelées, réticulées, pubescentes-grisatres ou vertes, a dessus
blanchatre, et finement crénelées. Elles persistent en I’hiver grice au revétement de

poils laineux qui les protege (Hans et al., 2007).

Les fleurs de la sauge officinale sont bleu-violacées en épis terminaux laches,
disposées par 3 a 6 en verticilles espaces et visibles de mai a ao(t. Elles sont grandes,

groupées a la base des feuilles supérieures (Busser, 1997).

Le fruit est en forme de tétrakéne brunatre, ¢’est-a-dire qu’il se compose de
quatre petites coques indéhiscentes, renferment chacune une graine, et environnées par
le calice persistant (Cuvier et al., 1835). Les graines sont presque sphériques, d'un

brun noir, avec une durée de germination de trois ans (Abedini, 2014).
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1.3.1.3. Systématique
Selon Quzel et al. (1963), la sauge appartient au :

e Regne : Plantae
e Embranchement : Spermaphyte
e Sous-Embranchement : Angiospermes
e Classe : Dicotylédone
e Sous-classe : Asteridae
e Ordre : Lamiales
e Famille : Lamiaceae
e Genre : Salvia
e Espece : Salvia officinalis L.
1.3.1.4. Répartition géographique
Cette plante vivace est originaire des régions méditerranéennes orientales. Elle
préfere les terrains chauds et calcaires. Elle croit de maniére spontanée sur tout le
bassin méditerranéen, depuis I’Espagne jusqu'a la Turquie, et dans le nord de 1’ Afrique.
C’est une espéce euro-méditerranéenne, assez commune en Algérie (cultivee) (Baba,
2000). La récolte de la plante est faite habituellement de Mai a Juillet pendant la
floraison (Hoefler, 1994).

1.3.1.5. Propriéteés

La plante de Salvia officinalis est une panacée toujours tres appréciée, elle reste
utilisée dans la pharmacopée moderne non seulement en médecine, en cuisine mais

aussi en cosmétologie (Annane et Boualili, 2014).

> Propriétés thérapeutiques

La sauge est considérée comme une plante presque magique, capable de guérir
tous les maux (Debuigne, 2013). Elle a des propriétés antioxydantes et un pouvoir
antiseptique d’ou son efficacit¢ dans le développement des agents infectieux, cette
admirable plante est utilisée en gargarisme comme un reméde contre les maux de gorge
(Iserin, 2001). Elle a une activité antispasmodique qui joue un réle important dans le
cas de troubles digestifs : digestion difficile, renvois d’air et ballonnements (gaz
intestinaux). Elle a une action relaxante sur les muscles de I’estomac et des intestins,

cholérétique, en agissant sur la sécrétion de la bile, elle facilite la digestion des aliments
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gras (Bogrow, 2009). Elle a une activité tranquillisante qui peut calmer les crises de la
maladie d’Alzheimer en luttant contre la baisse de taux d’acétylcholine. Elle est utilisée
dans la fatigue nerveuse, I’anxiété accompagnée de la perte de mémoire, dans les états
dépressifs, et soulage des sueurs nerveuses, lorsqu’il y a transpiration excessive. Elle

favorise la longévité (Funiel, 2002).

La sauge était traditionnellement utilisée pour soigner 1’asthme sous forme de
préparation de feuilles séchées a fumer (Boulard, 2001). Salvia officinalis L. a une
action antimicrobienne, soigne les lésions bénignes de la peau (coupures, acné) et
favorise aussi I’hygiéne buccale en limitant le développement des bactéries

responsables de la formation de la plaque dentaire (Verbois, 2003).
» Propriétés culinaires

Seules les feuilles sont utilisées en aromate, leur gout légérement amers,
puissants et camphrés, accommodent parfaitement les viandes blanches, les plats lourds
et gras (Goutier, 2009), alors que les fleurs sont utilisées dans 1’industrie alimentaire
pour la confection de confitures, en vinaigre comme odorants, et dans la fabrication de

la biere aromatisée (Bhar et al., 2011).
> Propriéetés en cosmétologie

L’extrait de Salvia officinalis L. est largement introduit dans les produits de
beauté et les parfums (Radulescu et al., 2004). Il est également utilisé pour la
fabrication des savons, des dentifrices, et d’autres produits cosmétiques tels que les

soins pour le visage, shampoing et bain de pieds (Gotz et al., 2007).
1.3.1.6. Préparation de I’échantillon

L’étude est menée sur les feuilles séchées et broyées d’une plante de la famille
des Lamiaceae « Salvia officinalis L. ». Ces feuilles sont récoltées dans la région de
Tiaret en Mars 2021, a partir de la Faculté des Sciences Appliquées, Université de
Tiaret ». L’identification est effectuée par Dr. Ait Hammou botaniste au niveau de la

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université de Tiaret.

La préparation de notre échantillon est passée par les étapes suivantes (Fig. n °01) :
1. Récolte;

2. Triage;
3. Lavage;
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4. Séparation des feuilles ;

5. Séchage : séchées a I’aire libre et a I’abri de la lumiere et de I’humidité ;
6. Broyage des feuilles séchées par un broyeur domestique ;

7. Tamisage de la matiére broyée (tamis 250 um de diamétre) ;

8. Stockage de la poudre tamisée dans des bocaux secs en verre

hermétiqguement fermés, couverts en aluminium.

1. Récolte

8. Stockage 2. Triage

3. Lavage

6. Broyage .’ 4 4. Séparation des feuilles

\o mw

5. Séchage

Figure n°01 : Préparation de la matiere végétale

1.3.2. Matériel biologique

L’activité antibactérienne d’HE et d’HD des feuilles de Salvia officinalis L. a
été évaluée sur quatre souches bactériennes opportunistes pathogenes. Il s'agit de deux
bactéries a Gram- ; Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, et deux bactéries a

Gram+ ; Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis. Ces souches sont des
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isolats cliniques fournis gracieusement par le laboratoire de Microbiologie de I'Institut

des Sciences Vétérinaires-Tiaret.

A-

Tout d’abord, les souches bactériennes choisies ont été revivifié ; a partir de chaque
bactérie conservée, une culture a été prélevée et déposée dans un tube contenant le
bouillon MH pour redémarrer leur croissance et leur capacité métabolique. Les tubes
ont éteé par la suite incubés a 37°C / 24-48 h.

Puis, les bactéries ont subi des séries de purification (isolement et repiquage sur milieu
sélectif ; E. coli sur milieu Mac Conkey, S. aureus et S. epidermidis sur milieu
Chapman et P. aeruginosa sur gélose nutritive), suivi par des observations de 1’aspect
macroscopique, microscopique (la coloration de Gram), plus la réalisation des tests

biochimiques clés (catalase et oxydase) afin de les confirmer.

C- Ensuite, les souches ont été identifiées biochimiquement par galerie Api 20 E et Api
staph.
D- Les bactéries ont été repiquées et incubées a 37°C pendant 18h afin de les utiliser

(Annexe n°03).

i.3.2.1. Escherichia coli

> Description

Escherichia coli est sans doute 1’organisme vivant le plus étudié a ce jour. En

effet, I’ancienneté de sa découverte et sa culture facile (division toutes les 20 minutes)

en font un outil d’étude de choix (Laukiadis, 2007).

E.coli fait partie de la famille des Enterobacteriaceae. Les souches bactérienne

constituant cette famille sont des bacilles a Gram-, aéro-anaérobies facultatifs,
mesurant 0.3 a Ium de diamétre sur 1 & 6 um de long. Ils sont non sporulés, parfois

capsulés et possedent une ciliature péritriche pour les espéces mobiles (Vimont, 2007).
» Classification
Selon Prescott et al. (2003), la taxonomie d’E.coli est représentée comme suit :
e Reégne : Bacteria
e Embranchement : Proteobacteria
e Classe : Gammaproteobacteria

e Ordre : Enterobacteriales

e Famille : Enterobacteriaceae
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e Genre : Escherichia

e Espece : Escherichia coli
> Habitat

E. coli a été décrite pour la premiéere fois en 1885 dans des selles des
nourrissons par 1’Allemand Theodor Escherich. Elle colonise de fagon asymptomatique
le tractus gastro- intestinal de I’'Homme, dés les premieres heures de la naissance et
persiste dans le coélon pratiquement toute la vie (Montel, 2009). C’est un
microorganisme qui représente prés de 80% de la microflore commensale intestinale de
I’homme et des animaux a sang chaud (mammiféres et oiseaux) (Laukiadis, 2007).

> Pouvoir pathogéne

Certaines souches d’E.coli appartiennent a la flore commensale, et peuvent étre
responsables d’infections opportunistes variées, surtout chez les sujets aux défenses

immunitaires affaiblies (Dahmani et al., 2018).

E.coli, et plus largement les coliformes thermotolérants, sont recherchés dans
les aliments et dans 1’eau comme indicateurs de contamination fécale ; leur présence
fournit ainsi une indication sur une éventuelle contamination de I’aliment et de I’eau
par des bactéries opportunistes pathogénes d’origine digestive par exemple : E.coli
0157:H7 (Montel, 2009). Cette bactérie peut causer une infection gastro-intestinale
ainsi que d’autres maladies chez les humains ; elle est donc dite « pathogene ». Elle
provoque principalement des infections du tractus digestif, elle est aussi a 1’origine
d’infection pulmonaire chez les personnes gravement malades. E. coli est également le

genre préférentiel des infections urinaires (Kechkar, 2008).

» Résistance aux antibiotiques

Les E.coli sont généralement sensibles a la plupart des antibiotiques actifs sur
les Gram (-), ceci dit, ces bactéries développent des résistances engendrées par les
antibiothérapies, 40% des souches sont résistantes aux amino et aux carboxy-
pénicillines, mais aussi a I’association amoxicilline—acide clavulanique par production
de peénicillinases (Kouche, 2009).

1.3.2.2. Pseudomonas aeruginosa

» Description

Le genre Pseudomonas est un aérobie de type Gram (-) appartenant a la famille

des Pseudomonaceae. Il s’agit de bacilles droits ou incurvés. Ces bactéries sont
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mobiles par flagellation polaires, ou immobiles. Leur croissance est possible dans une
large gamme de temperatures de 4°C a 43°C, avec de nombreuses souches

psychrophiles (Berche et al., 1989).

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est un mésophile (30 a 37°C)
oxydatif, mais capable a croitre en milieu anaérobie, mesure de 1 a Sum de long et de
0.5 a 1um de large, mobile par un flagelle monotriche polaire. Cette bactérie est
catalase et oxydase positive, pouvant utiliser une variété de sucres simples et
complexes, d’alcools et d’acides aminés comme seule source de carbone. Les colonies
de P. aeruginosa sont pigmentées en bleu-vert du fait de la production de deux

pigments : la pyocyanine et pyoverdine (Benabid , 2009).
» Classification

La taxonomie de P. aeruginosa selon Pillet et al. (1986), est présentée comme

suit :

e Reégne : Bacteria

e Division : Proteobacteria

e Classe : Gammaproteobacteria

e Ordre : Pseudomonadales

e Famille : Pseudomonadaceaae

e Genre : Pseudomonas

e Espéce : Pseudomonas aeruginosa

» Habitat
P. aeruginosa est une bactérie saprophyte de I’air, de 1’eau, et du sol

commensales des téguments et des muqueuses de I’homme et des animaux. Elle se
trouve aussi dans le tube digestif de I’homme et rarement dans la salive (Fauchere et
al., 2002). Sa capacité a résister a de nombreux antibiotiques et antiseptiques explique

sa présence en milieu hospitalier (Hallel, 2011).

» Pouvoir pathogéne
Le bacille pyocyanique est essentiellement une bactérie pyogéne qui provoque
chez I’homme et chez 1’animal des suppurations (Pillel et al., 1986). D’une fagon
générale, cette bactérie n’est pas pathogéne pour le sujet normal, mais elle peut
provoquer des infections parfois séveéres chez les sujets sensibles. Elle peut provoquer

des infections urinaires, bronchiques, pulmonaires, oculaires, et ostéo — articulaires.
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Elle peut aussi infecter des lésions cutanées (brulures), des plaies traumatiques ou
postopératoires, et provoquer des otites externes (pouvant évoluer d’une maniere
invasive chez les sujet agés et les diabétiques), des septicémies, et des endocardites
(Nauciel et al., 2005).

1.3.2.3. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des bactéries Gram (+) aérobies ou anaérobies
facultatifs, ubiquistes sphériques, regroupées sous forme des amas réguliers ou
irréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom (en grec staphylins). Ils sont immobiles et
se cultivent sur des milieux contenant 5 a 15% de NaCl (Benzeggouta et al., 2005). Le
genre Staphylococcus regroupe 36 especes, dont 18 especes ont été retrouvées chez
I’Homme (Gras, 2006).

» Description

Staphylococcus aureus (S. aureus) fait partie de la famille des Micrococcaceae,
de 0.5 a Ium de diamétre, non sporulé, et catalase positive. Son optimum de croissance
est atteint a 37°C (Hallel, 2011). S. aureus est I'espece prédominante chez I'hnomme et
autres mammiféres dont la cavité nasale de I'homme est sa niche préférentielle

(Benzeggouta et al., 2005).

» Classification
S. aureus peut étre classée selon Baudry et al. (2006), comme suit :

e Regne : Bacteria
e Embranchement : Procaryotae
e Division : Proteobacteria
o Classe : Schizomycetes
e Ordre : Micrococcales
e Famille : Micococcaceae
e Genre : Staphylococcus
e Espéce : Staphylococcus aureus
» Habitat
S. aureus est une bactérie ubiquiste largement distribué dans I'environnement
naturel de I'nomme. Le principal réservoir et habitat est constitué par un commensal de

la peau et des muqueuses de I’homme et des animaux (rhino-pharynx, intestin) (Hallel,
2011).
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» Pouvoir pathogene
S. aureus est I’espéce la plus pathogene du genre Staphylococcus, impliqué dans
les infections respiratoires communautaires et nosocomiales. Il est la principale cause
d’ostéomy¢élites, de méningites, d’endocardites infectieuses et d’arthrites septiques. 1l
est également responsable d’infections superficielles cutanées, sous-cutanées et
mugqueuses telles que les furoncles, panaris impétigo, abces, cellulites ou lymphangites
(Baudry et al., 2006).

S. aureus provoque deux types de syndromes :

1. Les toxemies staphylococciques : Les toxémies sont dues a des toxines
produites par la souche in vivo une fois installée chez 1’h6te TSST1 (toxine du
choc staphylococcique) et exfoliatines ou des toxines produites par la souche
dans un environnement autre que I’héte puis ingérées par 1’organisme
(entérotoxines dans les aliments) (Hennekinne, 2009) ;

2. Les infections suppuratives : impliquent la prolifération bactérienne, 1’invasion,
la destruction des tissus de 1’hote et la réponse inflammatoire locale et

systémique (Baudry et al., 2006).
1.3.2.4. Staphylococcus epidermidis (S. blanc)
» Description

Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), est un Cocci a Gram (+) non
mobile, non sporulé, anaérobie facultatif, et a coagulase négative. Elle est caractérisée
par un pourcentage de virulence élevé, capable de former des biofilms et a coloniser
différentes surfaces. Au cours des derniéres années, l'importance clinique et
I'émergence de souches de S. epidermidis résistantes a la méticilline ont créé de

nombreux défis dans le processus de traitement (Bastarahang et al., 2014).

> Classification

L’étude de Baudry et al. (2006), a permis de classer S. epidermidis comme suit :

e Regne : Bacteria
e Embranchement : Procaryotae

e Division : Proteobacteria
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e Classe : Schizomyctes

e Ordre : Micrococcales

e Famille : Micrococcaceae

e Genre : Staphylococcus

e Espéce : Staphylococcus epidermidis

> Habitat

S. epidermidis, ou le staphylocoque a coagulase négative, est I'un des cing
principaux micro-organismes qui se trouvent sur la peau humaine et les surfaces
muqueuses (Von Eiff et al., 2002).

» Pouvoir pathogene

Jusqu'en 1980, S. epidermidis était considérée comme un micro-organisme
opportuniste, mais a cause de l'augmentation de diverses infections telles que les
infections cardiovasculaires, les shunts du SNC (Systéeme Nerveux Central), les
articulations, et les infections de la circulation sanguine. Cette bactérie est considérée
donc comme l'une des principales causes d'infections nosocomiales en raison de

I'utilisation répandue d'implants et de dispositifs médicaux (Von Eiff et al., 2002).

Des recherches ultérieures ont montré que l'activité de I'enzyme lipase de S.
epidermidis peut produire différents types d'esters tels que des esters de géranyle,
insaturés et a chaine moyenne sans solvants organiques ; cette capacité peut donc étre
considérée comme un avantage dans le domaine des études biotechnologiques (Chang
et al., 2001).

Il a été prouvé que lorsque S. epidermidis a été traitée avec du n-propanol,
éthanol, chlorhexidine et des alcools, cette bactérie n'est plus vivante dans les biofilms.
Ainsi une incubation de 5 min dans une solution de peroxyde d'hydrogéne (3% ou 5%)
est I'une des methodes les plus efficaces pour éliminer I'accumulation de S. epidermidis

des surfaces en réduisant la quantité de biofilms (Presterl et al., 2007).
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1.3.3. Matériel du laboratoire

Le matériel et les produits de laboratoire utilisés dans cette étude sont présentés

dans le tableau n°01.

Tableau n°01 : Matériels et produits de laboratoire

Verreries et appareillages

Balance de précision (KERN)
Broyeur domestique Autoclave
Bain Marie
Etuve (Memmert)
Hydrodistillateur
Agitateur (Janke & KunKel)
Bec bunsen
Spectrophotomeétre (Jenway)
Entonnoir
Réfrigérateur
Tubes a essai
Pipettes Pasteur
Micropipette
Tamis 250um
Anse a platine
Boites de Pétri
Bécher
Erlenmeyer
Verre de montre

Pince métallique

Milieux de culture

Gélose Mueller Hinton
Bouillon Muller Hinton
Bouillon nutritif
Mac Conkey
Chapman
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Produits et autres

Chlorure d’aluminium
Vanilline
Acide sulfurique
Chlorure ferrique
Acide chlorhydrique
Folin Ciocalteu
DPPH
NaNO-

NaOH
Papier Whatman n°1 (@
=6mm)

Eau distillée
Ethanol
Méthanol
DMSO
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1.4. Méthodes

Le protocole expérimental suivi dans cette étude est présenté dans la figure n°02.

Matériel vegétal: feullles séchées de Salvia Officiaalisl. B

( Tharet; Mars 2021)

'

HE (Extraction par h_\‘drodis!ilhtion)' HD

{ !
( Analyse photochimique ) ( Activités biologiques )
(Acli\'i(é anlioxydanle)

( Activité antibactérienne )

P UEscherichia coli
d Polyphénol ( DPPH ) Souches  UStaphylococcus aureus
d Flavonoides e Bacteriennes QSraphylococcus epidermidis
d Tanins condenses U Pseudomonas aeruginosa
U Tanins hydrolysables I

M Aromatogramme Technique
(mlllﬂl gélosé) d'incorporation

Dlﬂuuon sur
disque \ohde quulde

(\ll/( MB

Figure n°02 : Organigramme général du plan de travail

1.4.1. Méthode d’extraction

Les HE et les HD des feuilles séchées broyées de la sauge officinale ont été
extraits par un hydrodistillateur de type Clevenger (Fig. n°03).

L’opération consiste a introduire une masse végétale de 150 g dans un ballon en
verre en ajoutant 1500 ml d’eau distillée. Le mélange est porté a 1’ébullition pendant 3h
(Ciulei, 1983).

L HE est alors entrainée par la vapeur d’eau dans la colonne de refroidissement,
ou il y aura lieu la condensation. Le distillat (HE et HD) est récupéré dans 1’ampoule a

décanter, ou elle se fait la séparation par différence de densité. Aprés le repos du
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liquide (décantation), ’HE est récupérée, puis conservée dans des flacons en verre
opaques et hermétiqguement fermés a une température de 4°C au réfrigérateur
(Lucchesi, 2005).

(1) Chauf ballon
(2) Ballon

(3) Coude

(4) Réfrigérant

(5) Bécher
Figure n°03 : Hydrodistillateur de type Clevenger

> Rendement en huile essentielle
Le rendement en HE exprimé en (%) est le rapport entre la masse de I’HE apres
I’extraction et la masse de la maticre végétale utilisée. Ce rapport est donné par la

formule suivante (Mehalaine, 2018) :

R, =100 x
dt = xmo

Rdt : Rendement en HE (%) ;
m : Masse d’HE récupérée (g) ;
Mo : Masse de la matiere végétale utilisée (g).

1.4.2. Analyses phytochimiques

v Polyphénols totaux
Les polyphénols sont des alcools aromatiques et proviennent des vegétaux. Ils

sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, et les feuilles de tous les
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vegétaux. Les phénols simples, déchets du métabolisme végétal, sont assemblés en
polyphénols comme la lignine. Les composés phénoliques définissent un ensemble de
substances que I’on a appelées pendant longtemps les matiéres tanniques, d’une fagon
générale et imprécise parce qu’on ne connaissait pas, avec suffisamment de précision,
la nature de ces substances. Il y a quatre principales familles de composés phénoliques :

les acides phénols, les flavones, les anthocyanes et les tanins (Bruneton et al., 1987).

Les composés phénoliques sont constitués des acides phénoliques. Cette vaste
famille regroupe des composés présentant des cycles aromatiques le plus souvent
solubles dans I’eau et présents sous forme de glycoconjugués (Gavot, 2009). Ils sont
contenus dans de nombreux plantes médicinales. Parmi les acides phénoliques on cite :
(1) acide chlorogénique, (2) acide caféique, (3) acide protocathéchique, (4) acide
vanillique et (5) acide gallique (Fig. n°04) (Hale, 2003).

OH

Matériel et Méthodes

(1) Acide chlorogénique
(2) Acide caféique

(3) Acide protocathéchique
(4) Acide vanillique

(5) Acide gallique

Figure n°04 : Structure de quelques composes phénoliques

» Propriétés

Leurs nombreuses propriétés pharmacologiques in vitro sont genéralement liées

a leur affinité pour les protéines et a leurs propriétés antioxydantes (CIRAD, 2005 ;
Suja et al., 2005 ; Lucrecia et Nazareno, 2006 ; Pereira et al., 2006). De plus, méme
complexés avec les protéines ou les carbohydrates, ces composés phénoliques

conservent leurs propriétés antioxydantes (Riedl et Hagerman, 2001). En outre, des
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études épidémiologiques montrent qu'une alimentation riche en polyphénols est
correlée a un faible risque de développer des maladies cardio-vasculaires et des
cancers, ce qui suggere une activité antioxydante in vivo pour les polyphénols. Lors de
leur action antioxydante, les polyphénols sont simultanément convertis en des dérivés
stables (Krisa et al., 1999).

Les composés phénoliques sont également des molécules susceptibles de
complexer certains ions, en particulier le fer et le cuivre, qui induisent des oxydations
d'acides gras. Des polyphénols auraient un effet important sur des pathologies comme
le cancer ou les maladies cardio-vasculaires. D’aprés certaines études, ils réduisent les
phénomenes d’oxydation des tissus, et bloquent également I’action d’une protéine qui
protége les parties cancéreuses ou malignes lors des traitements de chimiothérapie
(Krisa et al., 1999). Ils ont également un effet antivieillissement et sont utilisés a ce
titre dans des crémes de soin pour la peau. Les acides phénols et polyphénols ont une
action vasoprotectrice et antifongique ; en présence du cuivre, ils sont trés actifs contre
les Candida et les autres microbes (propriétés antiseptique et bactéricide) (Idouchen,
2014).

v Flavonoides
Les flavonoides présentent un squelette de base a 15 atomes de carbone, fait de
deux cycles en Cg reliés par une chaine en Cz (Fig. n°05). Le pont a 3 carbones entre
les deux phényles forme généralement un troisiéme cycle pyrone. Tous les flavonoides
environ 300 ont une origine biosynthétique commune, a savoir les flavones, les
flavonols et les flavanones. Ils peuvent étre regroupés en une dizaine de classes selon le

degré d’oxydation du noyau pyranique central (Bruneton, 1987).

Figure n°05 : Structure chimique des flavonoides (Bruneton, 1999)

Les flavonoides constituent en eux méme une famille de composés

extrémement vaste, jouant des réles physiologiques importants (Gavot, 2009). La
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principale activité attribuée aux flavonoides est une propriété vitaminique P ;
Potentiellement veinoactifs, ils diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et
renforcent leur résistance. Souvent anti-inflammatoires, les flavonoides peuvent étre
antiallergiques, hépatoprotecteurs, antispasmodiques (Chen et al., 1992 ; Karou et al.,
2006). Hypocholestérolémiants, diurétiques, antibactériens, antiviraux et pour un petit
nombre d’entre eux cytostatiques in vitro. Ce sont aussi des piégeurs de radicaux libres
(Bruneton, 1987). En régle générale, les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques
de [Dhistidine décarboxylase, de [I’¢élastase, de la hyaluronidase et de la
phosphodiesterase de I’AMPc (Bruneton, 1987).

v Tanins

Les tanins sont des substances d’origine végétale non azotées, de structure
polyphénolique, solubles dans 1’eau, 1’alcool et 1’acétone et peu soluble dans 1’éther, de
saveur astringente et ayant la propriété commune de tanner la peau en la rendant
imputrescible et imperméable en se fixant sur les protéines. Leur poids moléculaire
varie de 500 a 3000 kDa. Dans les plantes, les tanins existent a I’état de complexe, les
tannoides ; certains combinés a des sucres dénommés tannosides. Les tanins sont
répandus dans le régne végeétal, ou ils sont répartis dans tous les organes a savoir
racine, rhizome, écorce, feuille, fleur, fruits, cynorrhodons, graines et bois (Bruneton,
1999).

Il y a deux types de tanins ; les tanins hydrolysables sont les tanins galliques
(acide gallique (Fig. n°06) et les tanins ellagiques (acide ellagique). Les tanins
condensés (Fig. n°07) ou proanthocyanidols sont non hydrolysables ou tanins
catéchiques résultant de la polymérisation d'unités flavan-3-ols. lls forment dans les
vacuoles des solutions pseudocolloidales et peuvent aussi se fixer au niveau des
lignines, renforgant encore 1'imputrescibilité du bois de cceur. La disparition des tanins,
lorsque les fruits ont atteint leur maturation, montre que comme d'autres composeés

phénoliques, ils peuvent étre réutilisés par la plante (Gavot, 2009).

Les tannins jouent un role tres important dans le tannage des cuirs. Le tanin
gallique raffine et tonifie la peau, il posséde des activités bactéricides et virucides. Le
tanin catéchique est bactéricide et tonique veineux, sert contre les hémorroides, les
varices, et le trouble circulatoire en général (Bruneton, 1999 ; Paris, 1976).
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OH

H

Figure n°06 : Structure de 1’acide gallique

OMH

OH

Figure n°07 : Structure des tanins condenses

1.4.2.1. Dosage des polyphénol totaux
» Principe

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de
Folin- Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Ce réactif est constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo0120).
Il est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de
tungsténe et de molybdene (Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration produite, dont
I’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la
quantité de polyphénols présents dans les extraits vegétaux (Boizot et Charpentier,
2006).

» Préparation des dilutions de ’HE et ’HD
Deux séries de dilutions de I’'HE et de I’HD da la sauge dans le DMSO
(Diméthylsulfoxyde) et dans 1’cau distillé stérile respectivement ont été realisees, en
débutant par une dilution de 1/2 jusqu’a 1/1024 pour I’HE dans des Eppendorfs. Pour
I’HD, SM (1/1), 3/4, 1/2 et 1/4 sont les dilutions réalisées dans des tubes a essai.

D’aprés Hessass et Simoud (2018), dans la premiére série, le premier
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Eppendorf contient 500ul d’HE et 500ul de DMSO. Aprés agitation a 1’aide d’un

vortex 500l de la dilution 1/2 est transférée vers le deuxiéme Eppendorf qui contient

500ul, on obtient une dilution de 1/4. Cette opération est répétée jusqu’a I’obtention de

la dilution 1/1024. La figure n°08 présente un schéma récapitulatif des dilutions

réalisées pour I’HE et I’HD.

500pul de SEN:H,II . 03
s AL s
S s-soou S0l de s

DMSO ( sooplde [t

S00uL g 35y s00pu1 S00p1de 7

1/2 4

08
ng)HEu D“SO DMSO (1/64)+500p1 S00plde o, i do
DMSO (1/128)+500
L . , 1DMSO (1/256) 500pl
500 |
DMSO ’—l

09
5001 de
(vsuysoo.u

1/4
1/8 4
1/16 - .
1/32
1/64 i
1/1
; 1/256
1/51
1/1024
-a-
1000 pi
d'HD 750 pl d'HD
= 250p EDS 500 pl d"HD
- 500 m EDS 250 u] d'HD
+ /50 pl EDS
-b-

(@) : Huile essentielle ; (b) : Hydrolat
Figure n°08 : Préparation des différentes dilutions
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» Mode opératoire

Pour I’HE, 200ul de chaque dilution ont été ajoutés a 1000ul de réactif de
Folin- Ciocalteu dilué 10 fois (5 ml de Folin-Ciocalteu + 50 ml d’cau distillée), puis ils
ont ét¢ agités et incubés pendant 3 min a I’obscurité et a température ambiante. Apres
I’incubation, 800ul de carbonate de sodium (7.5%) a été ajouté, agité puis incubé
pendant 15 min a I’obscurité et a température ambiante. L’absorbance des essais a été
mesurée a I’aide d’un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 765 nm. Pour ’HD,
1 ml de chaque dilution a été ajouté a 2.5 ml de Folin-Ciocalteu et & 1 ml de carbonate

de sodium (Dahmani et Dahmani, 2018).

» Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est déterminée en se référant a une

courbe d’¢talonnage préparée avec de I’acide gallique comme standard et exprimée en

mg EAG/g.

1.4.2.2. Dosage des flavonoides
» Principe
Les groupements hydroxydes OH des phénols forment un complexe avec le tri
chlorure d’aluminium (AIClz). Le complexe est stable avec une couleur jaune peut
absorber la lumiére visible a une longueur d’onde de 430nm (Humadi et Istudor,
2009).

» Mode opératoire

Le dosage a eté réalisé selon Zhishen et al. (1999) pour I’'HE et selon
Djeridane et al. (2006) pour I’HD. Pour I’HE, 500ul de chaque dilution est ajoutée a
1500ul d’eau distillée qui est mélangé avec 300ul de NaNO> a 5% plus agitation. Aprés
5min, 3000ul de AICIs a 10% sont ajoutés plus agitation. Six min plus tard, 1000ul de
NaOH a 4% est additionné. La solution est bien mélangée, 1’absorbance est mesurée a
510nm. D’autre part, pour I’HD, 2 ml de chaque dilution est mélangé avec 2 ml de
AICl3 a 2%. Apreés incubation de 10 min a une température ambiante, 1’absorbance est

mesurée a 430 nm.

» Expression des résultats
La concentration des flavonoides est déterminée en se référant a une courbe
d’étalonnage établie avec le standard étalon Quercétine. Le taux des flavonoides (TF)
est calculé de la méme fagon que les polyphénols.
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1.4.2.3. Dosage des tanins condensés
» Principe
Ce test est basé sur la condensation des composés polyphénoliques avec la

vanilline en milieu acide, il est spécifique des flavones3-ols (Price et al., 1978).

» Mode opératoire
Pour I’HE, nous avons adopté la méthode que Fahima et al. (2018). Un volume
de 100ul de chaque dilution a été ajouté a 3000ul de la solution vanilline/méthanol a
4%, puis mélangé vigoureusement. Ensuite, un volume de 1500ul de [D’acide
chlorhydrique concentré (HCI) a été additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a
une température ambiante pendant 20min. L’absorbance est mesurée a 550 nm contre

un blanc.

Pour ’HD, prendre 1 ml de chaque dilution de I’HD et 2 ml de la solution
vanilline a 1% avec acide sulfurique a 70%. Aprés incubation de 20 min, lire
I’absorbance a 500 nm contre un blanc (1 ml d’ecau distillée + 2 ml de solution

vanilline) (Swain et Hillis, 1959).

» Expression des résultats
La concentration des tanins condensés est exprimee en équivalent de la
Catéchine. Le taux des tanins condensés est calculé de la méme fagon que les dosages

précédents.

1.4.2.4. Dosage des tanins hydrolysables
» Principe
La méthode de Mole et Waterman (1987) dépend de la réaction de chlorure
ferrique avec le mélange de 1’acide tannique, d’ou la formation des ions provoquant

ainsi une coloration rouge violet des complexes.

» Mode opératoire
Pour I’HE, un volume de 500ul de chaque dilution est ajouté a 1750ul de la
solution de chlorure ferrique (FeClz a 0.01 M dans HCI 4 0.001 M). Le mélange obtenu
est laissé réagir a une température ambiante pendant 15 sec. L’absorbance est mesurée
670 nm contre un blanc (500ul d’eau distillée + 1750ul de la solution de chlorure
Ferrique) (Mole et Waterman, 1987).

Pour I’HD, 1 ml de I’HD est utilisée dans 3.5 ml de la solution de chlorure
ferrique au lieu de 500ul et 1750pl.
33



Chapitre | Matériel et Méthodes

» Expression des résultats

La concentration des tanins hydrolysables est exprimée en équivalent de I’acide
tannique. Le taux des tanins hydrolysables est calculé de la méme facon que les

dosages précédents.

1.4.3. Evaluation du pouvoir antioxydant

Les antioxydants sont des composés capables de minimiser efficacement les
rancissements, et de retarder la peroxydation lipidique, sans aucun effet sur les
propriétés sensorielles et nutritionnelles du produit alimentaire. lls permettent le
maintien de la qualité et d’augmenter la durée de conservation du produit (Miguel,
2010), ils peuvent étre synthétiques, tels que le butylhydroxyanisole (BHA), le
butylhydroxytoluene (BHT), la gallate propylée (PG) ou naturel tels que le
bétacarotene, l'aloumine, l'acide wurique, les cestrogénes, les polyamines, les
flavonoides, I'acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E (Svoboda et
Ampson, 1999 ; Lisu et al., 2003 ; Mohammedi, 2006 ; Hadjila, 2016).

L’organisme génere en permanence des radicaux libres, qui sont des dérivés du
fonctionnement normal du corps mais qui sont aussi produits en plus grand nombre
lorsque le corps est agressé (cigarette, pollution, infections...). A cause de leur
réactivité (ils possedent un ou plusieurs électrons libres), les radicaux libres
endommagent les cellules en les oxydant (stress oxydatif). Les antioxydants sont des
composés réducteurs capables de piéger ces radicaux libres et ainsi d’aider le corps a

prévenir 1’oxydation (Idouchen, 2014).

Bien que le corps soit capable de produire ses propres antioxydants, ils ne
suffisent souvent pas a neutraliser toute la quantité de radicaux libres. Il faut donc que
les antioxydants proviennent de 1’alimentation. De nombreux aliments comme les fruits
et les légumes comportent de grandes quantités d’antioxydants. L’antioxydant
alimentaire idéal, doit étre soluble dans les graisses, efficace a faible dose, non toxique,
n’entraine ni coloration, ni odeur, ni saveur indésirable, résistant aux processus

technologiques et stable dans le produit fini (Poknory et al., 2001).

L’activité antioxydante est souvent évaluée soit par les tests d’inhibition de la
peroxydation des lipides in vitro, soit par le piégeage des radicaux libres d’ABTS ou de
DPPH (Re et al., 1999), soit par la réduction des phosphomolybdates par les oxydants
(Prieto et al., 1999).
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» Principe

L’¢évaluation de I’activité antioxydante des échantillons a été réalisée en
utilisant la méthode du radical stable 2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl (DPPH), le radical
DPPH" présente, en solution alcoolique, une intense coloration violette qui disparait au
contact d’une substance donneuse de protons (Fig. n°09). Cette décoloration met en
¢vidence le pouvoir antioxydant d’un échantillon par sa capacité a piéger le radical
libre et se traduit par une diminution de 1’absorbance a 517 nm (Moon et Shibamoto,
2009).

o,,@g@ o,.@*.g

DPPH’ Hydrazine

Figure n°09 : DPPH" (radical libre) et hydrazine (non radical) (Molyneux, 2004)

» Mode opératoire
Pour I’HE, l’activit¢é du radical DPPH est mesurée selon le protocole de
Archana et al. (2005) et Dong et al. (2008), ou 100 pl de différentes dilutions sont
mélangees avec 2.9 ml de la solution DPPH préparée a 0.04% d’éthanol. L’absorbance
est mesurée a 517 nm, aprés 30 min d’incubation a une température ambiante et a

I’obscurité contre un blanc (100 pul d’eau distillée + 2.9 ml de la solution DPPH).

Pour ’HD, 1 ml de I’HD est utilisé dans 2 ml de la solution DPPH contre un
blanc (1 ml d’eau distillée + 2 ml de la solution DPPH).
» Détermination du pourcentage d’inhibition

L’inhibition des radicaux libres en pourcentage 1(%) est calculée en utilisant la

formule suivante (Khoudali et al., 2014) :

I (%) — Abscontrole - Abstestx 100
Abscontrole

Abstest : Absorbance de I’échantillon

Abscontrdle : Absorbance du contrdle négatif
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L’¢tude de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la
concentration des HE et HD permet de déterminer la concentration qui correspond a
50% d’inhibition (ICsp). Une faible valeur d’ICsg correspondant a une grande efficacité
de I’HE et I’HD (Grzegorczyk et al., 2007).

1.4.4. Activité antibactérienne
Les tests réalisés permettent de mettre en évidence 1’activité antibactérienne
d’HE et d’HD de la sauge officinale et de tester la sensibilité des souches bactériennes
utilisées.
1.4.4.1. Choix des souches bactériennes
Les souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries
potentiellement pathogenes a savoir : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis. Ces souches ont été conservées

au froid a une température de 4°C.

1.4.4.2. Choix des milieux de culture

Afin de mettre en évidence 1’activité antibactérienne de I’HD et de I’'HE de la

sauge officinale, plusieurs milieux de culture ont été utilisés (Tableaux n°02 et 03).

Tableau n°02 : Milieux utilisés pour le repiquage des souches testées

Espéce bactérienne Type de Gram Milieu de culture
Escherichia coli Négatif Mac conkey
Pseudomonas aeruginosa Négatif Gélose nutritive

Staphylococcus aureus Positif Chapman

Staphylococcus epidermidis

Tableau n°03 : Milieux utilisés pour la détermination de 1’activité antibactérienne des
échantillons

Espéce bactérienne Milieu de culture

Muller Hinton gélosé

T | : ilisé . -
outes fes especes utilisees Muller Hinton bouillon

1.4.4.3. Mode opératoire

> Préparation de repiquage
Selon Cherigui et al. (2013), le repiquage des souches testées est réalisé comme suit :

e A l’aide d’une pipette Pasteur stérile, prélever une ou deux colonies de

chaque espéce bactérienne ;
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e Ensemencer chaque bactérie dans son milieu sélectif ;

e Incuber les boites a 37°C pendant 18h afin d’obtenir une culture jeune.

» Préparation de I’inoculum

La préparation de la suspension bactérienne est réalisée en introduisant deux
colonies pures bien isolées de chaque espéce étudiée, dans 9 ml de bouillon de Muller

Hinton. L’inoculum doit étre utilisé dans les 15 min suivant sa préparation (Bouachria

et al., 2018).

» Standardisation de ’inoculum

Pour I’ensemencement ultérieur, une homogénéisation de la suspension
bactérienne par vortex est effectuée, dont 1’opacité doit étre équivalente a une densité
optique (DO) égale a 0.08 a 0.10 MC Farland a 625 nm a I’aide d’un
spectrophotométre. La concentration finale obtenue soit entre 107 a 108 UFC/ml de

suspension bactérienne (Bekhechi et al., 2008).

1.4.4.4. Antibiogramme
» Principe

L’antibiogramme est un test qui permet de mesurer la capacité d’un antibiotique
a inhiber la croissance bactérienne in vitro. Il renseigne, par conséquent, sur la

sensibilité des souches vis-a-vis des agents anti-infectieux (Hallel, 2011).

L’antibiogramme a été évalué a I’aide de la méthode de diffusion par disque.
Les bactéries ont été ensemencées en surface sur gélose Mueller Hinton en utilisant un
¢couvillon. Les disques d’antibiotiques ont été¢ ensuite déposés en surface du milieu

ensemencé et incubé a 37 °C pendant 18 h (Courvallin et al., 1985).

» Choix de ’antibiotique

La Société Francaise de la Microbiologie a créé un Comité de I’ Antibiogramme
(CA- SFM) chargé de déterminer les valeurs critiques qui délimitent les catégories
cliniques et de proposer un guide pour la détermination de la sensibilité des bactéries
aux antibiotiques. Le tableau n°04 résume les critéres de catégorisation selon les

valeurs critiques.
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Tableau n°04 : Criteres de catégorisation selon les valeurs critiques (Madec et al., 2018)

Catégorie Diameétre (&) (mm)
Sensible (S) 0>D
Résistante (R) @ <d
Intermédiaire (1) d<@<D

Dont :

s @ : Diameétre de la zone produite
¢ d: Borne inférieure de la zone d’inhibition
¢ D : Borne supérieure de la zone d’inhibition

On a utilis¢é dans I’antibiogramme quatre types d’antibiotiques; la

Tétracycline, la Colistine, le Métronidazole et la Streptomycine (Tableau n°05).

Tableau n°05 : Diameétres critiques et régles de lecture interprétative pour les souches testées
(Madec et al., 2018)

Souche testée An'[(:\tl)(l)?;t]lﬁue Classe Charge Ollj |ametreD
I . Tétracycline Tétracycline (30 U >19 <17
Escherichia coli Colistine Polypeptides (5pg) >18 <15
Imidazolés
Métronidazole (Nitro-5- (5mcg) /
imidazolés)
Streptomycine Aminoside (1oul) > 15 <13
Tétracycline Tétracycline (30 Ul >19 <17
Staphylococcus Colistine Polypeptides (5ug) >15 <15
aureus Imidazolés
et Métronidazole (Nitro-5- (5mcg) /
Staphylococcus imidazolés)
epidermidis Streptomycine Aminoside (10U1) >15 <13
Tétracycline Tétracycline (30 UI) >19 <17
Colistine Polypeptides (5pg) /
Pseudomonas Imidazolés
aeruginosa Métronidazole (Nitro-5- (5mcQ) /
imidazolés)
Streptomycine Aminoside (10U1) >15 | <13

» Procédure

La gélose de Mueller Hinton (MH) a été coulée dans des boites de Pétri sur une

épaisseur de 4 mm puis laissée solidifiée. Ensuite, un volume de 100 pl a partir de

chaque suspension bactérienne a ét¢ ensemencé en surface a 1’aide d’un rateau. Dans

des conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, des disques de 6 mm de chaque

antibiotique sont déposes dans des boites de Pétri. Les boites sont incubées dans une

température de 37°C pendant 24 h pour que chaque antibiotique puisse se diffuser sur

la gélose (Bouachria et al., 2018).
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» Lecture
Pour chaque souche, et pour chaque antibiotique, il faut mesurer avec précision

en millimetre le diamétre de la zone d’inhibition, puis reporter cette mesure sur
I’échelle de concordance correspondante. Les résultats de 1’antibiogramme indiquent
alors si la bactérie est sensible, Intermédiaire ou résistante a 1’antibiotique selon le

tableau des recommandations 2010 (Bouzaoui et al., 2013).

1.4.4.5. Aromatogramme « Diffusion en milieu gélosé (disques) »

» Principe
C’est une technique choisie pour déterminer 1 activité antibactérienne de I'HE et

de ’HD (Fridolia, 2012). Cette méthode a le méme principe que 1’antibiogramme
(permet de mettre en évidence I effet antibactérien de 1'HE et I’HD sur la souche
étudiée), sauf que les disques des antibiotiques sont remplacés par papier Whatman
n°l, imprégnés d’HE et d’HD d’une concentration donnée, et 1’activité de notre HE et

HD sera évaluée par la mesure du diameétre d’inhibition autour des disques.
» Préparation des disques

Les disques ont été préparés a partir du papier Whatman, a un diameétre de 6
mm. Puis, ils ont été stérilisés dans une étuve a 180°C pendant 15 min. A I’aide des
verres de montres stériles, les disques stériles ont été ensuite imprégnés dans un volume
de 20 ul d’HE et d’HD brutes et filtrés. Celles-ci vont absorber progressivement le

contenu des verres de montres jusqu a I'imprégnation totale.

» Ensemencement
Tous d’abord, Le milieu Mueller-Hinton a été fondu puis refroidi jusqu’a ce
qu’il atteigne une température de 45°C. Ensuite, Il a été coulé en boites de Pétri de 90
mm de diameétre, a une épaisseur de 4 mm. Apres solidification, la surface de la gélose
a été ensemencée avec 100 pl a partir de chaque suspension bactérienne préalablement
standardisée et diluée. Des disques imprégnés de DMSO sont utilisés comme témoin

négatif, ainsi que des disques d’antibiotiques sont utilisés comme témoins positifs.

Aprés 5 min, verser ’exces de la suspension bactérienne. Les disques
préalablement imprégnés d’HE et d’HD ont été placees a la surface des boites de Pétri

ensemencées. Enfin, les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 h.

> Lecture
La lecture se fait par la mesure du DZI autour de chaque disque en millimetre

(mm). Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition et peuvent
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étre symbolisés par des signes d’aprées la sensibilité ou la résistance des souches vis-a-

vis les HE et les HD testés comme 1’indique le tableau suivant.

Tableau n°06 : Lecture interprétative des résultats d’aromatogramme (Bouzaoui et al., 2013)

Résultat Signe Diametre
(mm)
Résistante - <8 mm
Sensible + Entre 9 et 14 mm
Tres sensible ++ Entre 15 et 19 mm
Extrémement sensible +++ > 20 mm

11.4.4.6. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice « CMI »

La CMI est considérée comme étant la plus faible concentration des solutions
testées capable d'inhiber la croissance des bactéries aprés 24h d’incubation a une
température de 37°C (Ziani, 2017). Son but est d’établir le niveau de sensibilité des
souches pathogeénes envers les agents antimicrobiens en I’occurrence les HE et les HD
étudiés (Alloun, 2013). La détermination de la CMI peut étre effectuée par un essai
colorimétrique rapide de chlorure de p-iodonitrotétrazolium ou par la méthode de
micro-dilution (Kuete et al., 2011). Dans notre cas, la CMI a été déterminée selon la

méthode de I’incorporation dans un milieu gélos¢ (MH gélos€) et dans un milieu

liquide (MH bouillon).

1.4.4.7. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide « CMB »

La concentration minimale bactéricide « CMB », est le paramétre le plus utilisé
pour caractériser 1'effet bactéricide de la substance testée. Elle correspond a la plus faible
concentration qui détruit 99.99 % des bactéries. La détermination de la CMB s’effectue par la

méthode de dilution (essentiellement en milieu liquide) (Berche et al., 1988).

v Si la CMB du produit testé est assez éloignée de la CMI (rapport de 4 a 6), le produit
est dit : bactériostatique.
v Si la CMB du produit testé et la CMI sont tres éloignées (rapport supérieur a 32), cela
signifie que I'effet bactéricide n'est obtenu qu'a de trés forte concentration ou n'est
méme pas obtenu du tout : il y a tolérance (Dorly, 1994).
Des repiquages sur boites de Petri sont effectués dans le milieu sélectif de chaque bactérie
a partir des tubes qui n’ont présenté aucune croissance bactérienne visible de chaque fraction
testée. Les boites sont portées a 1’incubation a 37°C pendant 24h. L’absence de croissance

aprés incubation, indique un effet bactéricide (Basli et al., 2012).
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» Préparation des dilutions

1. Huiles essentielles

Du fait de la non miscibilité des HE avec I'eau et donc au milieu de culture, la
mise en émulsion a été réalisée grace a une solution DMSO afin de favoriser le contact
souche/composeé. Selon Hessass et Simoud (2018), les dilutions sont préparées alors
dans des tubes a essai contenant chacun 500ul de DMSO et on ajoute 500ul de chacune
des dilutions de fagcon a obtenir les concentrations décroissantes (1/2, 1/4, 1/8, 1/16

,1/32 g/ml), Puis on agite convenablement les tubes.

2. Hydrolat
L’HD est dilué¢ dans des tubes a essai contenant de 1’eau distillée, de facon a
obtenir un volume total de 1ml (1000ul) dans chaque tube. Les volumes ajoutés d’HD
respectivement sont : 1000ul, 750ul, 500ul, 250ul. Comme une démarche de sécurité,

un volume de 2000l a été utilisé pour garantir qu’il y’a un effet observable.

» Ensemencement
L’incorporation dans un milieu gélosé a été réalisée par I’ajout d’un volume de
100ul de chaque dilution d’HE et d’HD dans 9 ml de milieu MH fondu. Puis, le
mélange a été versé dans des boites de Pétri de 60 mm de diametre. Aprés solidification
du milieu, un volume de 100ul de chaque suspension bactérienne (dilution 1/1000) est

ensemenceé en surface a 1’aide d’un rateau stérile.

L’ensemencement dans un milieu liquide a été appliquée par 1’incorporation de
100ul de chaque dilution dans 9ml de MH bouillon ensuite le mélange a été ensemencé
avec 100ul de chaque suspension bactérienne. En plus, des témoins, contenant les
suspensions bactériennes seules avec le milieu ont été également preparées pour
comparer les résultats. Enfin, les boites et les tubes ont été incubés dans I’étuve a 37°C

pendant 24 h.

I.5. Traitement statistique
L’analyse statistique des résultats est effectuée avec le logiciel Excel 2020 pour
la détermination du taux d’humidité, rendement, différentes concentrations des
composants chimiques, | (%), ICso, et CMI. Chaque test a été réalisé trois fois et les
résultats sont exprimés en tant que la moyenne de chacun des trois tests plus ou moins

I’écart type.
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I1.1. Caractéres organoleptiques de I’huile essentielles et hydrolat extraits

L’HE et I’'HD présentent des propriétés organoleptiques différentes a savoir 1’aspect,

la couleur et I’odeur comme montre le tableau suivant :

Tableau n°07 : Caractéres organoleptiques de 1’huile essentielle et de 1’hydrolat obtenus

HE HD
Aspect Solution h_uileyse Liquide, Liquide limpide
limpide
Couleur Jaune clair Incolore
Tres forte, aromatique et
Odeur semblable a celle de la Forte et fraiche
plante

La figure n°10 montre I’'HE (Fig. n°07-a) et ’'HD (Fig. n°07-b) obtenus aprés
I’hydrodistillation. D’aprés le tableau n°07 et la figure n°10, les parametres organoleptiques
de notre HE sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes AFNOR (2000). D’autres

part, I’HD est une solution incolore avec une odeur forte et fraiche.

-a- . -b-
Figure n°10 : Huile essentielle et hydrolat obtenus

11.2. Taux d’humidité

Les végétaux sont généralement connus par leur richesse en eau, de ce fait on

confirme cette hypothese par la détermination de la teneur en eau contenue dans notre plante.

Les feuilles collectées sont pesées a 1’¢tat frais. Aprés une période de séchage a 1’abri
de la lumiére dans un endroit sec, les feuilles séches sont pesées de nouveau afin de
déterminer la teneur en eau. Le taux d’humidité calculé égale a 60.98% comme le montre la

figure n°11.
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Les résultats obtenus sont conformes avec ceux de Munné-Bosch et Alegre (2003) et
Kheyar (2009) avec un taux d’humidité de 58.9% et 64.49% respectivement, ce qui montre la
richesse des feuilles de S. officinalis en eau. Les facteurs climatiques comme 1’environnement

et la qualité du sol jouent un grand réle sur la teneur en eau (Rodolfo et al., 2006).

Figure n°11 : Teneur en humidité des feuilles de S. officinalis
(TH) : Taux d’humidité
(MS) : Matiere séche
11.3. Rendement

L’HE et ’HD ont été extraits a partir des feuilles de la sauge par hydrodistillation. Le
rendement moyen de I’HE et HD calculé en fonction de la masse végétale seche est de 1’ordre
0.58% et 617.66 % respectivement (Fig. n°12).
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Figure n°12 : Rendement d’extraction de I’huile essentielle et de 1’hydrolat des feuilles de S.

officinalis

Concernant I’HE, notre résultat trouvé concorde avec celui donné par Cherigui et
Zaibet (2014), Bazizi (2017) (0.41-0.9%) et Nabil et al. (2015) (0.97%). D’autre part, il est

supérieur a celui obtenu par Dahmani et Dahmani (2018) (0.30%), Taleb (2015) (0.20%) et
Djeddi et al. (2012) (0.08%) (Tableau n°08).

Tableau n°08 : Rendement en HE selon différentes régions Algériennes

Rdt (%) Région (Algérie) Recherche
0.58 Tiaret Présente étude
0.62 Bordj Bou Arrerid] Cherigui et Zaibet (2014)
0.41-0.90 Sétif Bazizi (2017)
0.97 Bejaia Nabil et al. (2015)
0.30 Batna Dahmani et Dahmani (2018)
0.20 Tizi-Ouzou Taleb (2015)
0.08 Alger Djeddi et al. (2012)

Dans d’autres pays, les rendements en HE obtenus sont de 1’ordre de 2.05% (France),

2.30% (Roumanie), 2.50% (Hongrie) et 2.90% (Portugal) (Chalchat et Michet, 1998),

comparativement avec ces résultats, le rendement calculé dans cette étude est plus faible.
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Cette différence des résultats explique le rble joué par les facteurs environnementaux et

climatiques sur la composition chimique et sur la qualit¢ d’huile de D’espece végétale

(Benkherara, 2011).

La variation en rendement peut étre attribuée non seulement a I’origine de la plante et
a la technique d’extraction mais également a la période de la récolte de la matiére végétale
(Rguez et al., 2018). Il est connu également que la quantite de I’HE est influencée par le
cycle végétal de la plante (Fellah et al., 2006), elle peut étre attribuée aussi a la diversité
interspécifique ; la nature des organes sur lesquelles les huiles ont été extraites, la localité ou

les échantillons sont récoltés (Rodolfo et al., 2006).

Concernant 1I’HD, le rendement obtenu est de 617.66% (Fig.12) qui est plus élevé par
rapport a celui obtenu pour I’HE de la méme espéce étudiée. Par manque de recherches

relatives a notre plante étudiée, on n’a pas pu discuter ce facteur.

Il faut signaler que ce rendement est non négligeable et doit étre pris en considération

dans les futures études.

11.4. Analyse phytochimique
Malgré que S. officinalis présente des propriétés antibactériennes et antioxydantes
importantes mais peu d’études sont menées sur les HE. En revanche, pas de recherches

effectuées sur les HD de cette plante précisement le profil phytochimique.

Les analyses phytochimiques réalisees sur les feuilles de cette plante ont permis de

déterminer les différents composés chimiques.

Les résultats des analyses phytochimiques obtenus pour les polyphénols totaux, les

flavonoides et les tanins sont présentés dans les figures n°13, n°14 et n°15 respectivement.
11.4.1. Polyphénols totaux

Les résultats obtenus pour I’HE et I’HD montrent des teneurs variables en polyphénols
totaux, I’HE présente un rendement de 25.30 = 2.06 mg EAG/g contre 0.033 £ 0.0mg EAG/g
pour I’HD (Fig. n°13). La teneur des polyphénols dans I’HE est similaire a celle de Alizadeh
et Shaabani (2012) avec une teneur de 25.13mg EAG/g. L’étude réalisée par Al-Tawaha et
al. (2013) a montré une valeur plus élevée en polyphénols avec 120mg EAG/g pour les

plantes non cultivées et 58mg EAG/g pour les plantes cultivées.
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Figure n°13 : Teneur en polyphénols totaux de I’HE et I’HD des feuilles de S. officinalis

Plusieurs facteurs peuvent influencer la teneur en composés phénoliques. Des études
récentes ont montré que les facteurs géographiques et climatiques, les facteurs génétiques,
mais également le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte

influence sur le contenu en polyphénols (Aganga et Mosase, 2001).

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d'une plante a
une autre. Cela peut étre attribué a plusieurs facteurs dont nous citons les facteurs climatiques
et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol, agressions et maladies... ; le
patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la plante
(Rguez et al.,, 2018). La méthode d'extraction et la méthode de quantification peuvent
également influencer I'estimation de la teneur des phénols totaux (Apak et al., 2007).

Les phénols sont de puissants anti-infectieux (virucides, fongicides et parasiticides) et
plus de 92% des bactéries pathogenes y sont sensibles. Ils tuent directement les souches par
destruction de leurs membranes cellulaires (bactéricides les plus efficaces) et agissent aussi
sur le terrain en stimulant le systeme immunitaire. Ce sont également des anti-inflammatoires,

des antalgiques et des toniques généraux (Laurent, 2017).
11.4.2. Flavonoides

La teneur de notre HE et HD en flavonoides est de ’ordre de 4.65 + 1.40mg EQ/g et
0.006 £ 0.0mg EQ/g respectivement (Fig. n°14). La teneur des flavonoides pour I’HE est
inférieure a celle de Al-Tawaha et al. (2013) qui est 92mg EQ/g et 52mg EQ/g pour les

plantes non cultivées et cultivées respectivement.
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Figure n°14 : Teneur en flavonoides totaux de I’HE et I’HD des feuilles de S. officinalis

La teneur des flavonoides et polyphénols est élevée lorsque le milieu de vie de la
plante n'est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la synthése des métabolites secondaires
afin de s'adapter et de survivre (Apak et al., 2007). La faible teneur des flavonoides revient
aux bonnes conditions de vie de la plante étudiée dont I’absence de la synthése de ces

métabolites (Al-Tawaha et al., 2013).

Les flavonoides ont une activité antioxydante et une capacité de piéger les radicaux
libres : radicaux hydroxyles (OH-), anions superoxydes (O2") et radicaux peroxylipidiques. Ils
sont aussi connus par leurs propriétés antiallergique, anti-inflammatoire, anti-ulcérogéne,
antihépatotoxiques, inhibitrices d’enzymes (ex: Enzymes de [P’inflammation : la
cyclooxygénase et la lipo-oxygénase) et un effets protecteurs vasculaires pour le maintien

d’une perméabilité vasculaire normale (Ghedira, 2005).
11.4.3. Tanins

La teneur en tanins condensés est égale a 4.86 + 0.32mg EC/g pour I’'HE et 0.022 +
0.0022mg EC/g pour I’HD (Fig. n°15-a). La teneur en tanins hydrolysables est de 82.13 +
15.94mg EAT/g pour ’'HE et de 0.43 £ 0.14mg EAT/g pour I’HD (Fig. n°15-b).

La teneur des tanins hydrolysables obtenue dans notre HE est supérieure a celle
trouvée par Jedidi et al. (2019) qui est de I’ordre de 67.22 £ 2.05 mg EAT/g. Cette variation
de la teneur en tanins peut étre liée d’une part au degré de maturité de la plante et d’autre part

au site de récolte ainsi qu’avec 1’espéce végétale (Bornner et Prausnitz, 1974).
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Figure n°15 : Teneur en tanins condenses et hydrolysable de I’HE et I’HD des feuilles de S.
officinalis

Les résultats obtenus indiquent que I’'HE et I’HD extraits a partir des feuilles de S.
officinalis contiennent des composés chimiques en différentes concentrations. L’HD présente
des faibles teneurs en ces composés, a savoir tanins hydrolysables (0.43 + 0.14mg EAT/g),
polyphénols totaux (0.033 + 0.0mg EAG/Qg), tanins condenseés (0.022 = 0.0022mgEC/qg) et
flavonoides (0.006 £ 0.0mg EQ/qg).

Les tanins peuvent former des complexes avec les macromolécules, en particulier les
protéines. lls exercent un effet antidiarrhéique et imperméabilisent les couches les plus

externes de la peau (brulures, exéma). lls ont des grandes capacités antioxydantes dues a leurs
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noyaux phénol, une action vasoconstrictrice sur les petits vaisseaux et un effet antimicrobien
(Talbi, 2015).

La composition de I’HD est différente de celle de I’'HE, ceci revient aux composés
hydrophiles qui se trouvent en grandes quantités alors que les composées lipophiles dans la
plupart des temps sont quasi-absents. L’HD peut étre plus au moins saturé¢ en constituants
polaires qui reviennent a une partie de I’HE dissoute dans I’eau (1-5% de la fraction décantée)
(Boukhatem et al., 2010).

I1.5. Activité antioxydante

Le radical libre DPPH" permet d’estimer 1’activité antioxydante. Ce radical se réduit
en présence d’antioxydant qui entraine sa décoloration par transfert de protons (Fig. n°16)
(Erkan et al., 2008). L’intensité de la couleur jaune refléte la capacité antiradicalaire de la
molécule testée, et dépend de la nature, la concentration et la puissance de cette molécule
(Babovic et al., 2010).

Pour avoir des résultats fiables, 1’utilisation d’une seule méthode pour le test d’activité
antioxydante des extraits de plantes n’est pas recommandée vue leurs composition complexe,
ce qui nécessite 1’utilisation de plusieurs protocoles pour évaluer I’efficacité antioxydante de

I’HE et I’HD de la plante (Nuutila et al., 2003).

| :
Ne WH
I . E— .
0O-N N0, + AH O,N NO; A
NO, N0,
DPPH" DPPH-H

Figure n°16 : Réduction du radical DPPH par un antioxydant (Ami¢ et al., 2003)

La figure n°17 illustre I’efficacité de I’'HE et I’HD extraits a partir des feuilles de S.
officinalis a piéger le radical DPPH, traduite par le pourcentage d’inhibition (I%) en fonction

des différentes concentrations.
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Figure n°17 : Pourcentage d’inhibition de radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de I’HE et I’'HD

Selon la figure n°17, le pourcentage d’inhibition du radical DPPH diminue avec la

diminution de la concentration de I’HE ou de I’HD.

L’HE a exercé une bonne activité antiradicalaire, en dépassant les 65% d’inhibition a
la concentration 1000 pl/ml. Par contre, ’'HD a exercé une activité vis-a-vis du radical DPPH
qui dépasse légérement les 30% d’inhibition a la méme concentration, mais elle reste toujours

faible par rapport a celle de ’'HE.

A la concentration 500 pl/ml, ’HD a marqué une diminution considérable du
pourcentage d’inhibition de 30.82% a 14.33% avec une réduction de 53.50%, tandis que I’HE
a marqué une légere diminution de 65.58% a 52.64% avec une réduction de 19.73%.

L’HD a marqué un pourcentage d’inhibition maximal de 30% dans la solution mere
(1000 pl/ml), par contre I’HE a marqué ce pourcentage de 30% dans la dilution 1/128, ce qui

signifie que I’HD est équivalent a une huile essentielle diluée 128 fois.
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Il existe une corrélation entre 1’activité antioxydante et les composés phénoliques qui
sont des constituants tres importants en raison de leur capacité Scavenger due a leurs
groupements hydroxyles (Elmastas et al., 2006). L’une des propriétés chimiques des
composés phénoliques est leur propriété réductrice en agissant comme donneur d’hydrogéne
ou d’électron ce qui leur confére leur capacité a piéger les radicaux libres (Rice-Evans et al.,
1997). D’autre part, Ami¢ et al. (2003) ont trouvé que ’activité antioxydante est strictement
liée a la richesse de I'HE ou I’HD en composés flavonoiques et leurs structures qui sont
douées d’une activité de piégeage des radicaux libres. Ghasemi Pirbalouti et al. (2014) et
Vosoughi et al. (2018) ont confirmé 1’efficacité des composés phénolique dans les plantes

médicinales et aromatiques entre autres S. officinalis.

Dans cette étude, I’HE et I’HD extraits a partir des feuilles de S. officinalis ont montré
une activité antioxydante avec différentes efficacités, dont ’HE a prouvé une activité plus
importante que I’HD a cause de sa richesse en composés phénoliques (polyphénols,
flavonoides, tanins condensés et hydrolysables). Le Carvacrol est le composé responsable de
cette activité (Al-Tawaha et al., 2013).

» Détermination de I’ICso de I’huile essentielle et de ’hydrolat

L’¢étude de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la concentration de
I’HE et I’HD permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (ICsp),
sachant que 1I’'ICsp est la concentration nécessaire pour éliminer 50% des radicaux libres.
L’ICso est un paramétre utilisé pour évaluer ’activité antioxydante (Cuvelier et al., 1992).
Une faible valeur d’ICso correspond & une grande efficacité antioxydante (Babovic et al.,
2010).

Les pourcentages d’inhibition obtenus en fonction de différentes concentrations sont
présentés dans la figure n°18 qui illustre 1’efficacité de I’'HE et I’HD de S. officinalis a piéger
le radical DPPH. Selon cette figure, 1’activité antiradicalaire augmente avec 1’augmentation de

la concentration de I’'HE ou de I’HD.

Les courbes illustrées dans la figure permettent la détermination des valeurs d’ICsg de
I’HE et I’HD qui sont présentées dans le tableau n°09. L’HE a enregistré une bonne efficacité
antioxydante avec une concentration de 2.61 mg/g MS tandis que I’HD n’a pas pu atteindre

un pourcentage de 50%.
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Figure n°18 : Détermination d’ICsg de I’'HE et I’HD

Tableau n°09 : Concentration inhibitrice d’acide ascorbique, HE et HD

Vit C
HE HD (Standard)
ICso (Mg/q) 2.61 - 0.409

La valeur d’ICso du standard est inférieure de celle de I’HE de notre plante ce qui
signifie que la Vitamine C a une forte activité antioxydante comparativement a I’HE. L’étude
réalisée par Rguez et al. (2018) sur I’HE de S. officinalis a montré que la bonne activité
antiradicalaire a été enregistrée quand la récolte est effectuée a 7:00 du matin. Avec un ICso
égal a 3.81mg/g tandis que les HE des plantes récoltées a midi et 17:00 étaient caractérisées
par une faible activité antiradicalaire avec des valeurs d’ICsg de 8.72mg/g et 8.82mg/g
respectivement. Dans le méme contexte, Khedher et al. (2017) ont étudi¢ I’HE de S.
officinalis, 1’ICso trouvé est égal a 6.7 + 0.2mg/g. Dans la méme étude, une ICso de 3.2
0.2ug/g est trouvée pour I’antioxydant synthétique (BHT). L’étude menée par Al-Tawaha et
al. (2013) qui concerne I’influence des différentes méthodes de culture de la plante S.
officinalis sur la composition et ’activité antioxydante de I’HE a révélé que les plantes
cultivées ont enregistré une ICso égale & 3.5mg/g, par contre les plantes non cultivées ont
enregistré une ICso egale a 5.23mg/g. Par déduction, les plantes cultivées exhibent une activité
antioxydante importante par rapport aux plantes non-cultivées, malgré que cette derniére soit
riche en polyphénols et flavonoides ce qui signifie I’existence d’un ou d’autres composés

chimiques responsables de cette activité. La valeur d’ICso de la présente étude est inférieure
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aux résultats obtenus par Rguez et al. (2018), Khedher et al. (2017) et Al-Tawaha et al.
(2013). D’autres études menées sur I’HE de S. officinalis ont prouvé que cette espece peut
donner une meilleure activité antioxydante, ceci se manifeste par des faibles valeurs d’ICso de
I’ordre 1.78ug/ml, 17pg/ml et 14.10 £ 0.17pug/ml pour Bozin et al. (2007), Alizadeh et
Shaabani (2012) et Ovidi et al. (2021) respectivement.

Une étude comparative récente menée par Ovidi et al. (2021) entre I’HE et ’HD de S.
officinalis extraits par la méthode d’entrainement a la vapeur a prouvé une forte activité de
I’HD avec un ICsp de 135.58 + 33.32ug/ml. Cette forte activité est liée a celle de I’HE avec un
ICs0 de 14.10 + 0.17pg/ml. Contrairement a notre étude, ou I’HE a marqué une ICsp élevée,
ceci influence négativement [’activité¢ antioxydante de I’HD. Dans ce cadre, la méthode

d’extraction peut étre un parameétre responsable sur le pouvoir antioxydant.

D’aprés les résultats de I’analyse phytochimique et ceux de 1’évaluation du pouvoir
antioxydant, I’HE est riche en composés phénoliques et exerce une forte activité antioxydante

comparativement a I’HD.

11.6. Activité antimicrobienne
11.6.1. Test d’antibiogramme
D’apres les résultats de ’antibiogramme présentés dans le tableau n°10. On remarque

que :

Tableau n°10 : Diameétre (mm) des zones d’inhibition des antibiotiques sur les souches
bactériennes testées

Escherichia Staphylococcus Staphylococcus Pseudomonas

Antibiotique . . S .
coli epidermidis aureus aeruginosa___
Tétracycline 11mm (R) 08mm (R) 11mm (R) 10mm (R)
Colistine 15mm (R) 14mm (S) 12mm (S) 17mm (S)
Meétronidazole 06mm (R) 06mm (R) 06mm (R) 06mm (R)
Streptomycine 23mm (S) 28mm (S) 26mm (S) 22mm (S)

v" Escherichia coli est la souche la plus résistante aux antibiotiques testés. On note
que pour quatre antibiotiques utilisés, trois ont été inefficaces (tétracycline (11
mm), colistine (15mm), et métronidazole (6 mm)), alors que seulement le
Streptomycine, qui a été présenté un effet antibactérien avec un diametre
d’inhibition de 23 mm.

v’ Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis sont sensibles a deux
antibiotiques (colistine (14 mm) et streptomycine (28 mm)), et résistants aux

restes des antibiotiques (tétracycline (11 mm) et métronidazole (6 mm)).
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v' Pseudomonas aeruginosa est sensible a la colistine (17 mm), et a la
streptomycine (22 mm). Alors qu’elle est résistante a la tétracycline (10 mm) et

a la metronidazole (6 mm).

De ces trois résultats, on remarque que Staphylococcus aureus et Staphylococcus
epidermidis sont les plus sensibles aux antibiotiques suivis par Pseudomonas aeruginosa.

Tandis que Escherichia coli est la souche la plus résistante.

Le guide utilisé pour déterminer la sensibilit¢ ou la résistance des bactéries aux
antibiotiques, est celui de la Société Francaise de la Microbiologie qui a créé un Comité de
I’ Antibiogramme (CA-SFM) chargé de déterminer les valeurs critiques qui délimitent les

catégories cliniques en 2018.

Ces résultats sont en accord avec la littérature selon laquelle les bactéries Gram positif
montrent la plus grande sensibilité par rapport aux bactéries a Gram négatif. Chez ces
dernieres, la membrane externe constitue une barriere de permeéabilité efficace ; le
lipopolysaccharide (LPS), grace a ses charges négatives de surface empéche la diffusion des
molécules hydrophobes alors que les bactéries a Gram + sont moins protégées car la paroi est
formée d’une couche de peptidoglycane seulement qui n’entrave que la diffusion des poids

moléculaire a 50 KD (Bouzaoui et al., 2013).

11.6.2. Test d’aromatogramme

Le pouvoir antibactérien de I’huile essentielle et de ’hydrolat de Salvia officinalis par
la méthode de diffusion sur disques sur milieu solide (Muller Hutton) a été estimé en termes
de diamétres des zones d’inhibition autour des disques contenant les substances a tester vis-a-
vis de 04 souches bactériennes opportunistes pathogénes, dont 02 bactéries a Gram négatif et
02 bactéries & Gram positif.

11.6.2.1. Huile essentielle

L’évaluation du test de ’activité antibactérienne in vitro de I’huile essentielle brute de
Salvia officinalis a montré que Staphylococcus aureus a été la souche la plus sensible a cette
huile avec un DZI égale a 25.5 mm suivi par Escherichia coli, puis Pseudomonas aeruginosa
et Staphylococcus epidermidis avec un DZI égale a 19 mm, 17 mm et 16.5 mm

respectivement (Tableau n°11).
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Tableau n°11 : Diamétre (mm) d’inhibition d’huile essentielle brute de Salvia officinalis sur
les souches bactériennes

Souche testée Sensibilité
Escherichia coli 19 Tres sensible (++)
Staphylococcus epidermidis 16.5 Tres sensible (++)
Staphylococcus aureus 25.5 Extrémement sensible (+++)
Pseudomonas aeruginosa 17 Trés sensible (++)

Cette sensibilité plus marquée sur les bactéries Gram(+) par rapport aux Gram(-) vis a

vis des huiles essentielles concorde avec plusieurs études :

v' D’aprés Kharchouche et al. (2019), Pactivité antibactérienne de 1’huile
essentielle de la sauge, varie d’une souche a une autre. Ils ont remarqué
qu’Escherichia coli est la souche la plus sensible a cette huile par rapport aux
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa avec un DZI de 15 mm ,12

mm et 12 mm respectivement.

v’ Les travaux de Bouachria et al. (2018), et Cox et al., (2001), ont montré que
Staphylococcus aureus était plus sensible a 1’huile essentielle de Salvia
officinalis avec un DZI de 9 mm par rapport a Pseudomonas aerugenosa (6
mm).

v' Benkhrara et al. (2011) ont étudié I’activité antimicrobienne de I’huile
essentielle de Salvia officinalis sur des entérobactéries pathogenes en utilisant la
méthode de diffusion sur gélose en puits. Leurs résultats ont montré que cette

huile est trés efficace contre les souches d’Escherichia coli avec un DZI de 29.96

mm.

Des études antécédentes ont démontré que la majorité des huiles essentielles testées
pour leurs propriétés antibactériennes ont un effet plus prononcé contre les bactéries a G(+)
que sur les G(-). La résistance des souches a G(-) est attribuée a leur membrane externe
hydrophile qui peut bloquer la pénétration de composés hydrophobes dans la membrane
cellulaire cible (Wan et al., 1998).

Chez les bactéries G(+), le peptidoglycane est tres épais et associé a des protéines
pariétales exposées et a des structures polyosidiques (acides lipoteichoiques, acides
teichoiques...) Par contre chez les G(-), le peptidoglycane est trés fin et associé a une

enveloppe externe complexe définissant un espace périplasmique (Wan et al., 2000).
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Cette membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique hydrophobe
constituee de phospholipides, de protéines (porines...) et lipopolysaccharides (LPS). L'espace
périplasmique est rempli d'enzymes qui dégradent les substances complexes pour qu'ils
puissent traverser la membrane cytoplasmique, et inactivent les produits chimiques toxiques

(antibiotiques, métaux lourds...) (Wan et al., 2000).

La forte activité antimicrobienne des huiles essentielles contre presque tous les micro-
organismes sensibles peut étre attribuée aussi a la présence d'une forte concentration de mono
terpénes ayant un potentiel antibactérien et antifongique (YYanguiet al., 2009). La majeure
partie de cette activité a été expliquée par Koroch et al. (2007), par la présence des

terpénoides oxygénés (alcools et terpenes phénoliques), avec certains hydrocarbures.

Outre les composés majeurs surtout celle a structure phénolique, tels que le carvacrol,
I'eugénol et le thymol, qui sont révélés trés actifs contre les microorganismes sensibles
(Pelczar et al., 1988), d'autres constituants mineurs (a-Guaien, b-Selinene, trans-Salvene, O-
Cymeéne...) des huiles essentielles ont une activité antimicrobienne (Dorman et al., 2000). En
fait, les effets synergiques de la diversité des constituants majeurs et mineurs présents dans les
huiles essentielles doivent étre pris en considération pour rendre compte de leur activité

biologique (Delamare et al., 2007).

Les huiles essentielles pourraient induire une fuite d’ions potassium au niveau de la
membrane bactérienne et par voie de conséquences des lésions irréversibles au niveau de cette
membrane. Cette perméabilité au potassium est un effet précurseur de leur mort. L’activité
antibactérienne des huiles essentielles de différentes plantes aromatiques s’explique donc par

la lyse des membranes bactériennes (Benkherara, 2011).

11.6.2.2. Hydrolat

Pour I’hydrolat, les résultats ont montré qu’il existe un effet inhibiteur d’hydrolat pure
contre les souches testées, qui se traduit par des DZI allant jusqu’au 16 mm pour
Staphylococcus epidermidis, suivi par Escherichia coli et Staphylococcus aureus avec un DZI
de 12 mm et 11.5 mm respectivement, alors que Pseudomonas aeruginosa a montré une

résistante remarquable (08 mm) (Tableau n°12).
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Tableau n°12 : Diamétre (mm) d’inhibition d’hydrolat brut de Salvia officinalis sur les
souches bactériennes

Souches testées DZI (mm) Sensibilité
Escherichia coli 12 Sensible (+)
Staphylococcus epidermidis 16 Tres sensible (++)
Staphylococcus aureus 115 Sensible (+)
Pseudomonas aeruginosa 8.5 Résistante (-)

Les résultats de D’activité antibactérienne réalisée par Cherigui et al. (2014) sur
I’hydrolat de la sauge contre Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsilla pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus

montrent que Escherichia coli est la souche la plus sensible avec un DZI de 15 mm.

L’étude réalisée sur d’autres types d’hydrolat extraits a partir de Rosmarinus
officinalis L., Ocimum basilicum L., Origanum vulgare L., Pimpinella anisum L. a montré une
activité antimicrobienne trés intéressante contre plusieurs bactéries pathogenes allant jusqu’au
30 mm pour Staphylococcus aureus ATCC 2392, 19 mm pour Escherchia coli ATCC 25922,
et 18 mm pour Yersinia enterocolitica ATCC 1501 (Sagdic et al., 2003).

La forte activité bactériostatique des hydrolats de sarriette et d'origan est due a la
présence de carvacrol et de thymol connus pour leur activité antibactérienne (Deans et al.,
1990).

Boukhatem et al. (2010) ont trouvé que I’activité antimicrobienne d’hydrolat de

géranium représente est due a la présence de géraniol, linalool et 1’alcool un décylique.

Les hydrolats donc ont les mémes propriétés pharmacologiques que les huiles
essentielles mais plus atténuées a cause des concentrations plus faibles en composés
terpéniques (Kaloustian et al., 2007).

11.6.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
11.6.3.1. Huile essentielle

D’apres les résultats obtenus a partir de test d’incorporation de 1’huile essentielle de
Salvia officinalis dans un milieu solide et milieu liquide, il ressort que cette huile est trés
efficace contre toutes les bactéries testées a 1’exception de Pseudomonas aeruginosa
(Tableau n°13).
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Tableau n°13 :

officinalis dans un milieu solide

Effet antibactérien de 1’incorporation de I’huile essentielle de Salvia

18?7% 500 250 125 62.5 31.25 0
‘zSM pl/ml pl/ml pl/ml pi/ml pl/ml pl/ml
=1/1) (1/2) (1/4) (1/8)  (U16)  (1/32) (Témoin)
- (::) + + + + +
<::> + + + + + +
<::> + + + + + +

(-) : Absence totale des colonies
+) : Présence d’au moins une colonie

: CMI

Tableau n°14 : Activité antibactérienne de 1’huile essentielle contre les souches testées
(incorporation dans un milieu liquide)

1000 500 250 125 62.5 31.25 0
Souches testées pl/ml pl/ml pl/ml pl/ml pl/ml pl/ml pl/ml
(SM=1/1) (1/2)  (1/4) (1/8)  (1/16)  (1/32) (Témoin)
Escherichia coli - C-) 0047 0066 0137  0.268 0.745
Staphylococcus
epidermidis (-) 0137 0328 039 0480 0589  1.023
Staphylococcus . ™ 5005 0103 0465 0210 0464  1.347
aureus
Pseudomonas
seruginosa 0225 0420 0497 0548 0643  1.004 1.130

CO:cmi

De facon générale, l'effet inhibiteur d’huile essentielle de la sauge a diminué lorsque

sa concentration diminue. Ces résultats sont clairement démontrés des différents degrés

d'inhibition de la croissance bactérienne. Il s’est avéré que les bactéries G + étaient plus

sensibles, que les G- (Tableau n°13). Donc, ces résultats concordent avec ceux obtenus dans

le milieu liquide (Tableau n°14).

L HE de la sauge a présenté une bonne activité antibactérienne a travers des CMI plus

tot faibles variant de 500 a 1000 pl/ml, sauf dans le cas de pseudomonas aeruginosa qui a

montré une forte résistance dans les concentrations étudiées. Cette constatation confirme le

résultat obtenu par 1‘aromatogramme.
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v" La CMI dans le cas d’Escherichia coli est 500 pl/ml (dilution 1 = 1/2), et la
CMB égale a 125ul/ml. Donc c’est la souche la plus sensible.

v' Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis se sont avérées d’étre
des souches sensibles qui suivent Escherichia coli, sous 1’action de la méme
huile avec une CMI commune (la solution mere = 1000 pl/ml), et une CMB de
250ul/ml pour S. aureus.

v Absence de CMI et CMB dans le cas de Pseudomonas aeruginosa. Cela est en
accord avec les résultats observés dans I’analyse qualitative (aromatogramme).

v' Le rapport CMB/CMI égale 0.25 dans le cas d’Escherichia coli et

Staphylococcus aureus.

La résistance de Pseudomonas aeruginosa est due a la capacite de celle-ci a former un
biofilm. Ce dernier est une organisation complexe, composée de différentes strates dans
lesquelles, les bactéries se trouvent dans des états physiologiques spécifiques a leur situation.
Ainsi, toute la population bactérienne n’est pas exposée simultanément et identiquement au

produit (Pibiri, 2005).

Bouachria et al. (2018) et Cox et al. (2001) ont trouvé que Staphylococcus aureus
¢tait plus sensible au I’huile essentielle de Salvia officinalis avec une CMI de 0.039 mg/ml,
que Pseudomonas aerugenosa avec une CMI de 0.078 mg/ml.

L’huile essenticlle de la sauge officinale, utilis¢é dans 1’étude de Mohamed et al.
(2009), possede un effet antimicrobien sur Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442,
Escherichia coli ATCC 10536, Staphylococcus aureus ATCC 9144 remarquable a travers les
faibles CMI variant de 0.031 & 0.250ul/ml.  Alors que la recherche de Marino et al. (2001) a

révélé que la méme huile possede une capacité bactériostatiqgue mais aucun effet bactéricide.

Delamare et al. (2007) ont montré de cette huile inhibe la croissance de certaines
souches a G(+) ; Bacillus cereus, Bacillus megatherium, Bacillus subtilis, et des souches a G(-
) ; Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria, et Klebsiella oxytoca, avec des valeurs des

CMI qui varient de 0.1 a 0.5 mg/ml.

Pibiri (2005) a étudié ’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de la sauge
officinale sur quelques souches bactériennes pathogénes. Les résultats ont montré que

Staphylococcus aureus est sensible a cette huile avec une CMI de 7.497 mg/ml.

Cette activité antibactérienne est généralement liée a la composition chimique de cette

huile. Ainsi, elle pourrait étre attribuée a une forte quantité de composants majeurs comme a-
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thuyone, 1,8- cinéole, p-caryophylléne, et d'autres composants. Ainsi, la synergie ou 1’effet
antagoniste d'un composé mineur ou les composés qui se trouve sous forme des traces, doit

étre pris en considération (Burt, 2004).

Des études menées sur des huiles essentielles de plusieurs Lamiacées montrent que ces
plantes ont un large spectre d'activités biologiques, notamment leurs activités antibactériennes
(Baratta et al., 1998).

11.6.3.2. Hydrolat

Les résultats de I’incorporation d’hydrolat de la sauge officinalis dans un milieu solide
et liquide ont montré que I’HD possede une activité bactériostatique et non pas bactéricide

vis-a-vis les souches testées (Tableau n°15 et n°16).

Tableau n°15 : Effet antibactérien de 1’incorporation de I’hydrolat de Salvia officinalis dans
un milieu solide

1000 750 500 250 0
pl/Iml pl/Iml pl/lml pl/Iml pl/Iml
(SM =1/1) (3/4) (1/2) (1/4) (Témoin)
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +

+ : présence d’au moins une seule colonie

Les résultats obtenus pour 1’incorporation de méme hydrolat dans un milieu solide,

sont en accord avec celle obtenus dans un milieu liquide (Tableau n°16).

Tableau n°16 : Activité antibactérienne d’hydrolat contre les souches testées (incorporation
dans un milieu liquide)

1000 750 500 250 0
pl/ami pl/ami pl/Iml pl/Iml pl/Iml
(SM =1/1) (3/14) (1/2) (1/4) (Témoin)
0.629 0.684 0.694 0.763 0.762
0.729 0.766 0.792 1.132 1.232
0.867 0.928 0.995 1.132 1.325
0.939 0.948 0.985 0.988 0.999
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La diminution des concentrations d'hydrolat, a montré une augmentation de la
croissance de différentes bactéries testées. Les différentes concentrations d’hydrolat étudiées,
ont eu donc des effets bactériostatiques sur les bactéries testées pendant les 24h dont aucune
CMI et CMB n’ont été enregistré.

Cependant, Sagdic (2003) a enregistré que les hydrolats de Rosmarinus officinalis L.,
Ocimum basilicum L., Origanum vulgare L., Pimpinella anisum L. a des concentrations de 50
et 75 ml/100 ml avaient un effet bactéricide et inhibaient complétement la croissance de
Staphylococcus aureus ATCC 2392 et Escherichia coli ATCC 25922.

Les bactéries testées (Escherichia coli ATCC25922, Escherichia coli
0157:H7ATCC33150, et Staphylococcus aureus ATCC2392) par Xiaojun et al. (2017), ont
été inhibées par tous les hydrolats d’Areca catechu L. et Coco snucifera L. avec une CMI de
75 ml/100ml.

Les hydrolats de thym, d'origan, de sarriette, de nigelle, de sauge, de romarin, de
laurier, d'anis, de cumin et de Satureja thymbra ont été signalés comme ayant une activité
antibactérienne contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus
(Tornuketal, 2013). Tandis que les hydrolats de rose et lavande ont pas d'activité
antibactérienne sur les méme souches bactériennes (Ulusoyetal, 2009).

D’autres types d’HD, ont montré une activité antimicrobienne considérable tels que
I’HD de Thymbra capitata L. qui a inhibé la croissance d’Escherichia coli et Staphylococcus

aureus avec une CMI similaire égale a 0.031pul/ml (Abderrahmane et al., 2020).

Les propriétés antibactériennes des hydrolats (bactéricide ou bactériostatique), sont
expliquées par la forte teneur en alcool, ainsi que certains constituants mineurs et phénoliques.
Donc cette activité a été expliquée par la composition chimique des HD (Xiaojun et al.,
2017).

La majorité des hydrolats sont constituées de :

¢+ Alcools ; parmi les principaux on trouve ; I'alcool benzylique et le 3,7-diméthyl-
1,6-octadiéne-3-ol, qui sont des agents antimicrobiens naturels (Sagdic et al.,
2013).

% L-a-Terpinéol présent en petites quantités (d’ordre de 0,87 %) dans I'HCF et a

été signalé comme étant antiasthmatique (Duke, 1992).
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« Citronellol présent uniquement dans I'nydrolat des racines, et a été signalé
comme étant un puissant inhibiteur de la tyrosinase (Lante et al., 2015).

« Une quantité¢ infime de cedrol (d’ordre de 0,23%), qui pourrait étre utilisée
comme pesticide et antiparasitaire (Duke, 1992).

+ Un constituant mineur, le mycéne (d’odore 0,18 %), détecté¢ dans I’hydrolat des
racines d’arec, aurait une activité préventive contre le cancer (Duke, 1992).

s Parmi les esters, le 1,1’-oxybis-octane est présent dans une proportion
relativement élevée (d’ordre de 17.10%). Des esters tels que l'ester

méthylsalicylique sont antitoxiques et antiseptiques (Ulusoy et al., 2009).

Les hydrolats sont donc des agents antimicrobiens et antioxydants naturels
prometteurs, avec des applications potentielles dans les agro-industries (Xiaojun et al., 2017).
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Conclusion

Les plantes médicinales repreésentent une source inépuisable de substances et
composés naturels bioactifs qualifiés de métabolites secondaires. S. officinalis reste parmi les

plantes médicinales les moins utilisées dans la médicine alternative en Algérie.

La présente recherche a mis en évidence I’huile essentielles et ’hydrolat des feuilles
de S. officinalis recoltées a partir de la région de Tiaret dans le but de la valorisation de la
flore Algérienne. Ce travail permet d’effectuer une analyse phytochimique, d’evaluer
I’activité antioxydante et antibactérienne des huiles essentielles et des hydrolats extraits a

partir des feuilles de S. officinalis.

Cette plante a présenté un taux d’humidité élevé de 60.98%, ce qui signifie sa richesse
en eau. L’HE et ’HD des feuilles séchées et broyees de S. officinalis ont été obtenus par
hydrodistillation avec un rendement de 0.58% et 617.66% respectivement. Une étude
comparative est menée de 1’activité antioxydante et antimicrobienne entre ’HE et I’HD des

feuilles de la plante étudiée afin d’évaluer leur efficacité.revivication

Les résultats obtenus ont montré la richesse de I’HE des feuilles de S. officinalis en

métabolites secondaires par rapport a son HD :

- Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a révélé que
la teneur de I’HE en polyphénols est de 25.30 + 2.06mg EAG/g contre 0.033 £
0.0mg EAG/g pour I’'HD ;

- Le dosage des flavonoides par la méthode d’AlCl3 a montré une teneur de 4.65
+ 1.40mg EQ/g pour I’HE, alors que I’HD a donné une valeur de 0.006 + 0.0mg
EQ/g;

- Le dosage en tanins condensés par la méthode de la vanilline en milieu acide a
montré une teneur de 4.86 + 0.32mg EC/g pour I’HE et une teneur de 0.022 +
0.0022mg EC/g pour I’'HD ;

- Le dosage des tanins hydrolysables par la méthode d’FeCls (Chlorure ferrique)
a donné une teneur de 82.13 £ 15.94mg EAT/g et de 0.43 £ 0.14mg EAT/g pour
I’HE et I’HD respectivement.

Les résultats du pouvoir antioxydant des feuilles de S. officinalis a révélé que I’HE a
présenté Dactivité la plus élevée avec un pourcentage d’inhibition (I%) de 65.58% avec une

ICs0 de 2.61mg/g par rapport a ’HD qui a donné un (1%) de 30.82% qui ne le permet pas
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d’avoir une ICsp. Dans ce contexte, le taux d’inhibition marqué par ’HD est équivalent a I’'HE
diluée 128 fois. L’activité antioxydante de ’HE est toujours supérieure a celle de I’HD en

raison de la richesse en composés phénoliques.

L’évaluation de ’activité antibactérienne in vitro de I’HE par la méthode de diffusion
des disques en milieu gélosé a montré que S. aureus a été la souche la plus sensible a cette
huile avec un DZI de 25.5 mm suivi par E. coli, puis P. aeruginosa et S. epidermidis avec un
DZI égale a 19 mm, 17 mm et 16.5 mm respectivement. Pour I’HD, les résultats ont montré
qu’il existe un effet inhibiteur contre les souches testées, qui se traduit par un DZI de 16 mm
pour S. epidermidis, de 12 mm pour E. coli, de 11.5 mm pour S. aureus et de 08 mm pour P.

aeruginosa, ou cette derniére a montré une résistante remarquable.

Les résultats obtenus a partir de 1’incorporation de I’HE dans les milieux solide et
liquide ont montré que cette huile a enregistré une CMI de 500 pl/ml et une CMB de 125
plI/ml pour E. coli. D’autres part, S. aureus et S. epidermidis ont enregistré une CMI commune
égale a 1000 pl/ml et une CMB de 250 pl/ml pour S. aureus. Par ailleurs, I’HD a eu un effet

bactériostatique sur les bactéries testées dont aucune CMI n’a été enregistrée.

Cette étude a vérifié ’efficacité de I’HE des feuilles de S. officinalis. En effet, le but
principal de cette étude est la valorisation de I’HD des feuilles de cette plante qui est traité
auparavant comme sous-produit de 1’hydrodistillation. La composition chimique de L’HD de
cette plante lui confére des activités antimicrobienne et antioxydante satisfaisantes. Enfin,
cette étude suggere 1’utilisation de cet hydrolat dans le domaine thérapeutique et
cosmétologique, ouvert la voie a d’autres recherches qui consistent a tester son efficacité sur
d’autres souches microbiennes (bactéries, moisissures, levures ...), faire une identification des
différentes composés actifs par 1’utilisation de la CPG couplée a la spectrométrie et d’évaluer

d’autres activités biologiques des plantes de différentes régions.
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Annexe n°02 : Différentes parties de Salvia officinalis

a- Feuilles b- Fleurs

c- Rameaux
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Annexe n°03 : Résultats d’examen macroscopique, microscopique et indentification
biochimique des souches bactériennes testées

Coloration de Gram (Gx100)

»

ﬂﬁﬁu et.u‘MAN Nno soRAaHA sac mELM amy  ARa

Identification biochimiaque (Galerie Api 20 E)

a- Escherichia coli

Examen macroscopigue

Identification biochimique (Galerie Api 20 E)

b- Pseudomonas aeruginosa
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Identification biochimique (Galerie Api staph)

C- Staphylococcus aureus

Examen macroscopigue

Identification biochimique (Galerie Api staph)

d- Staphylococcus epidermidis
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Annexe n°04 : Résultats d’antibiogramme et d’aromatogramme

a- Antibiogramme

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

CS: Colistine
STR : Streptomycine
MT : Métronidazole

TE : Tétracycline
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b- Aromatogramme

Escherichia coli

HS : Huile essentielle

HD : Hydrolat
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Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus epidermidis

e
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Annexe n°05 : Détermination de la CMI dans le milieu solide pour I’huile essentielle et
I’hydrolat extraits a partir des feuilles de S. officinalis

a- Huile essentielle

Concentration

Escherichia coli

Pseudomonas
aeruginosa

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
epidermidis

1000ul/ml
Solution meére

500pl/ml (1/2)

125ul/ml (1/8) | 250pl/ml (1/4)

62.5ul/ml
(1/16)

31.25ul/ml
(1/32)

Témoin

4
5
. ‘
. | '
/
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b- Hydrolat

Staphylococcus
epidermidis

Staphylococcus
aureus

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli

Concentration

alaw uonnjos
jw/MoooT

(¥/)

Jw/[ros.

(2/1) 1w/Moos

(/1)

Jw/roge

ulows |
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Annexe n°06 : Détermination de la CMI dans le milieu liquide pour I’huile essentielle et
I’hydrolat extraits des feuilles de S. officinalis

a- Huile essentielle

1- Escherichia coli

000pl/ml p.l/ml 2sopym1 125ul/ml 62.5nU/ml 31; ZSp.I/mI :
@) 12) (1/4) 8) 1/16) (1/32)

2- Pseudomonas aeruginosa

lOOOp.I/ml 500uV/ml 250pV/ml 125ul/ml 62.5u/ml | 31.25plml
an 1/2) 1/4) s) (1/16) 1/32)

3- Staphylococcus aureus
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- - —~ - " - = - - - - g 4 p
— = - = — - =y 3

4 : 4 3 4 4 i 123 } 153! =
1000ul/ml 500ul/ml 250pul/ml 125ul/ml 62.5ul/ml ’
1/1) 172) 1/4) 1/8) (1/16) \
I ¥

émoin

1

N
1

Staphylococcus epidermidis

b- Hydrolat

oy ——

1000ul/ml 750ul/ml
/1) 3/4)

So0oul/ml

1r2)

2- Pseudomonas aeruginosa
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4- Staphylococcus epidermidis
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Annexe n°07 : Composition des milieux de culture

» Milieu Chapman (Senouci et Abdelouahid, 2010)

Peptone 119
Extraitde viande 1g
Chlorure de sodium .. 75¢
Mannitol 109
Adar 159
Rouge de phénol 0.025 ¢

» Geélose Nutritive (GN) (Saidi, 2019)
Extraitde viande 1g
Extraitde levure 290
Peptone Trypsique i, 59
Chlorure de sodium . 50
Agar-agar 5¢g

» Milieu Muller Hinton (Senouci et Abdelouahid, 2010)
Infusion de viande de beeuf ... 300 g
Hydrolysat de caséine ..., 175¢g
Amidon 159
Gelose 179

» Milieu Mac Conkey (Senouci et Abdelouahid, 2010)
Peptone de caséine .. 179
Peptone de viande 30
Lactose 109
Mélange de sels biliaires ... 159
Chlorure de sodium ... 590
Rouge neutre 0.03¢g
Cristal violet 0.001¢
Agar-agar 135¢
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Résumé

La sauge (Salvia officinalis L.) est une plante aromatique et meédicinale d’origine
méditerranéene de la famille des Lamiaceae. Elle présente une activité thérapeutique tres
répondue. De nombreuses recherches ont été porté sur les huiles essentielles (HE) extraites de
cette plante, parallelement, les études menées sur ses hydrolats (HD) sont tres rares. Notre
travail expérimental a mis en ceuvre I’hydrodistillation comme méthode d’extraction de I’'HE
et I’HD a partir des feuilles séchées de la sauge qui sont collectées de la région de Tiaret,
Algérie. Les résultats de 1’analyse phytochimique ont montré que I’HE est riche en
métabolites secondaires a savoir polyphénols totaux, flavonoides, tanins condensés et
hydrolysables, par contre, ’HD a montré des faibles teneurs. D’autre part, le pourcentage
d’inhibition de I’HE a dépassé les 65% avec un ICso de 2.61mg/g contre 30% pour I’HD qui
ne permet pas d’avoir un ICsg. L’activité antibactérienne est évaluée par Aromatogramme
(Méthode de diffusion des disques en milieu gélosé) contre quatre souches bactériennes
opportunistes pathogénes. L’HE a exercé une forte activité antibactérienne par rapport a ’'HD
dont la souche la plus sensible pour I’HE est Staphylococcus aureus avec un DZI de 25.5 mm
et pour I’hydrolat est Staphylococcus epidermidis avec un DZI de 16 mm. D’autre part, le test
d’incorporation d’HE a enregistré une CMI de 1000ul/ml pour Staphylococcus aureus et
Staphylococcus epidermidis et 500ul/ml pour Escherichia coli.

Les mots clés : Hydrolat, huiles essentielle, activité antibactérienne, activité anti-oxydante,
Salvia officinalis L., sauge.
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