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Résumé

L’étude réalisée sur la plante locale salvia officinalis a abouti a I’extraction d’une
huile essentielle ayant un rendement de 0.62 % et une activité antioxidante importante de 0.24
mg/ml, I’activité antibactérienne de cette huile essenticlle s’est exercée simultanément sur 6
bactéries a Gram positif 7 bactéries a Gram négatif avec des diametres des zones
d’inhibitions allant de16.33 a 23.66 mm et variant de 16 a 24.33 mm pour les Gram positif a
I’exception de Pseudomonas sp (9.33 mm). Pour I’hydrolat toutes les bactéries a Gram
négatif testées ont montrés une certaine sensibilité a 1’hydrolat pure et dilué¢ avec des zones
d’inhibitions variant de 8 a 11 mm a I’exception de Klebsiella, tandis que les bactéries a
Gram positif ont manifestés une forte résistance prouvée par 1’absence totale des zones

d’inhibitions.

Mots clé: Salvia officinalis, 1’activité antibactérienne, 1’activité antioxidante, 1’huile

essentielle, I’hydrolat.

Abstract

The study carried out on the local plant Salvia officinalis has ends in the extraction
of an essential oil having a 0.62 % yield and an activity antioxidante important of 0.24 mg/
ml, the antibacterial activity of this essential oil practiced simultaneously on 6 bacteria
positive Gram and 7 bacteria to negative Gram with diameters of the zones of going
inhibitions del16.33 in 23.66 mm and varying 16 to 24.33 mm for positive Gram With the
exception of Pseudomonas sp (9.33 mm). For the hydrolat all the bacteria to negative Gram
tested showed a certain sensibility in the hydrolat pure and dilutedWith zones of inhibitions
varying 8 to 11 mm with the exception of Klebsiella, whereas bacteria to positive Gram

demonstrated a strong resistance proved by the total absence of the zones of inhibitions.

Key words: Salvia officinalis, antibacterial activity, activity antioxidante, essential oil,

hydrolat.
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Introduction

Introduction

Depuis I’antiquité et certainement bien avant, les plantes médicinales et aromatiques
ont servi de pharmaco théque naturelle et pragmatique pour I’homme. Ces plantes ont été
généralement  utilisées en médecine traditionnelle comme agents antibactériens et
antifongiques. Mais, la découverte des antibiotiques a provoqué le déclin de la médecine des

plantes et I’a reléguée a un rang secondaire (Benabdellah, et al., 2006).

Cependant, I’émergence de la résistance a ces molécules suite a leur utilisation
massive et parfois abusive, est devenue un réel probleme de santé publique. Ainsi, la
pharmacologie, mais aussi la nutrition et I’agroalimentaire redécouvrent les vertus des plantes
médicinales. Ces dernieres sont capables d’¢laborer diverses molécules de forte valeur,
utilisées dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques et agroalimentaires (Benabdellah,
et al., 2006).

Parmi les composés bioactifs synthétisés par les plantes aromatiques et médicinales,
les huiles essentielles font actuellement 1’objet d’une attention toute particuliére en raison de
leurs propriétés antibactérienne, antifongique, antivirale, antioxydante, cytotoxique et

anticancérigéne (Benabdellah, et al., 2006).

Le but de notre étude expérimentale consiste a I’extraction de ’huile essentielle et de
I’hydrolat par hydro distillation a partir de la plante aromatique et médicinale Salvia
officinalis, une espéce végétale originaire du bassin méditerranéen, trés répandue en Algérie
et trés utilisée pour ses innombrables vertus thérapeutiques.

Une autre étape s’est rapportée a la détermination de 1’activité antioxydante de I’huile
essentielle. Une derniére étape porte sur 1’évaluation de 1’activité antibactérienne des extraits
(huile essentielle et hydrolat) sur un ensemble de bactéries pathogenes et responsables de

dégradation des aliments.
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Chapitre 1 Analyse bibliographique

1-1 Géneralités
1-1-1 Proprietés biologiques de Salvia officinalis

1-1-1-1 Propriétés botaniques

La sauge (Salvia officinalis) est une espece végétale appartenant a la famille des
Lamiaceae. C’est une famille cosmopolite d’arbres contenant environ 31 genres et 2700
espéces. En Algérie, 30 espéces vegétales sont répertoriées dans diverses régions et classées
selon leurs caractéristiques morphologiques. Les plantes de cette famille sont utilisées en
médecine traditionnelle et en préparation culinaire (Longaray et al., 2007, Maksinovic et al.,
2007).

1-1-1-2 Classification

La classification de Salvia officinalis est la suivante (Tab. 1)

Tab.1 : Classification scientifique de Salvia officinalis (Hans 2007).

Regne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Salvia

Espéce Salviaofficinalis
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1-1-1-3 Caractéristiques morphologiques

Salvia officinalis est un arbuste vivace de 30 a 60 cm de hauteur, a tiges ligneuses
formant des rameaux quadrangulaires dressés et velus, aux feuilles ovales et allongées, gris
verdatre en raison d’une pubescence cotonneuse sur la face inférieure. Cette plante se
caractérise par une odeur aromatique et de petites fleurs bleu violettes qui s’épanouissent en
Juin ou Juillet (Fig.1) (Benkherara et al., 2011).

Fig. 1 La sauge: fleurs (Anonyme, 2002) Fig.2 La sauge : feuilles (Anonyme, 2002)

1-1-1-4 Nomenclature

Plusieurs appellations ont été données a Salvia officinalis .En francais elle s’appelle la
sauge. Selon Ibn El Beytar, les andalous la nomment "essalma".En Espagne, elle est appelée "
salbia" par les botanistes .Les Algériens lui conferent I'expression "souek ennebi" comme
synonyme de Saléeme et la nomment aussi mayramia. (Longarayet al., 2007,Maksinovic et
al.,2007).

1-1-1-5 Ecologie et répartition géographique

Salvia officinalis est une plante vivace originaire des régions méditerranéennes orientales.
Elle préféere les terrains chauds et calcaires. Elle croit de maniére spontanée et en culture le long de

tout le bassin méditerranéen, depuis 1’Espagne jusqu’a la Turquie et dans le nord de I’ Afrique.

Comme beaucoup de Lamiaceae la sauge est particulierrement abondante sur les
versants calcaires ensoleillés de la cote dalmate (Croatie et Monténégro) ,ainsi qu’en Albanie
,en Hongrie , en Allemagne et en France (Maatoug. H, 1990).
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1-1-2 Usage traditionnel

En médecine traditionnelle, Salvia officinalis a été utilisée par les grecs, les romains et
les arabes comme tonique et en compresses contre les morsures de serpent et comme des

cigarettes contre I'asthme (Anonyme, 2002).

Cette plante est employée en tant que stimulant pour les gens anémiques et aussi pour
les personnes stressées et déprimées. Les feuilles en infusion constituent des gargarismes
astringents contre les inflammations de la bouche, les abcés et aussi pour le nettoyage et la
cicatrisation des plaies (Djerroumi et Nacef, 2004). Elle est alors principalement appliquée
pour le traitement de plusieurs maladies de la circulation sanguine, les troubles digestifs et les
problémes du systeme nerveux. Elle est ainsi trés souvent proposée aux femmes
ménopausées, afin de réduire les sueurs nocturnes (Radulescu et al., 2004). Cette herbe
aromatique est employée dans la cuisine, pour son godt puissant, Iégérement amer et camphré
(Duling, 2007).

1-1-3 Composition chimique

Salvia officinalis contient un grand nombre de molécules ayant des intéréts multiples

a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacologie.
Parmi ces composés, on retrouve :

- Les flavonoides : dont 4000 composés sont identifiés jusqu’a maintenant. Ces pigments
sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits, et des feuilles, comme ils sont
susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs des rayons UV (Hadi,
2004).

- Les tannins : sont des molécules a poids moléculaire relativement élevé, ils possedent deux
sous-groupes : tannins hydrolysables et tannins condensés.

Les premiers sont des esters d’acides galliques.

Les derniers sont des polymeres de polyhydroxyflavone3-ol monomeres (aussi connus sous le

nom de proanthocyanidine) (Sarmi et Cheymer, 2006).

-Une huile essentielle : constitue de composés doués de multiples vertus

thérapeutiques .Exemple : camphre, cinéol et cétone monoterpéniques.



http://sante-medecine.commentcamarche.net/faq/6209-sueurs-nocturnes
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En plus de ces composes, il existe dans cette plante des coumarines, des alcaloides, des acides

phénoliques, et des terpenes (Sarmi et Cheymer, 2006).

1-2 Les huiles essentielles
Les huiles essentielles sont connues depuis des millénaires pour leur action bénéfique

sur I’homme. Quatre mille ans avant J.C., les Egyptiens utilisaient déja les huiles essentielles

comme parfum dans les momifications des corps (Lamaty et al., 1997).
1-2-1 Définition

Une huile essentielle est un produit odorant, de composition complexe, obtenu a partir
d'une matiere premiére végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur
d'eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique sans chauffage (Pengelly,
2003).

1-2-2 Propriétés physiques

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante et ne sont que trés
rarement colorées. Elles sont solubles dans les solvants organiques et volatiles ce qui les

différencie des huiles fixes. Leur densité est inférieure a celle de I’eau (Brunetou, 1999).
1-2-3 Composition chimique

La composition chimique des huiles essentielles est tres variée. Pour une méme espece
la composition peut varier en fonction du climat, de 1’origine géographique, du mode de
culture, de la saison, de la récolte, de la partie de la plante utilisée, du matériel et des

techniques employées pour I’extraction, etc. (Duraffourd et Lapraz, 2002).
Parmi les innombrables substances présentes dans les huiles essentielles, on rencontre :
I-2-3-1 Les carbures terpéniques

Les carbures terpéniques ont une forme cyclique et répondent a la formule genérale
(CsHg) n Exemple : le pinéne (Jose et Fonteau, 2008).

a) Les carbures saturés
Les carbures saturés ne sont pas réductibles, le benzene non plus, mais des composés
dérivés, tel le styrene, subissent une réduction. Ils se caractérisent par une grande stabilite.

Leur formule générale est CHzn+2 (Jadot, 1994).
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b) Les alcools

Les alcools sont liquides dans les conditions standards. Ils sont souvent utilisés
comme solvants pour les autres composés organiques. Les caractéristiques physiques des
alcools sont fortement modulées par la présence du groupe fonctionnel hydroxyle. On
retrouve des alcools de tous genres dans le régne végetal et notamment sous forme de
glucides (Peter et al., 2004).

c) Les phénols
Les phénols sont des composes organiques oxygénés pouvant étre considérés comme
des dérivés de I’eau. Ils sont employés dans 1’industrie comme antioxydants, intermédiaires

de synthése, désinfectants, agents de tannage. Exemple : le thymol (Kiel, 2004).

d) Les aldéhydes
Les aldéhydes appartiennent a la classe des composés chimiques organiques symbolisés
par la formule générale R-CHO. En raison de leur forte réactivité chimique, ils sont utilises
dans la fabrication des résines synthétiques, des solvants et des colorants etc. Exemple : I’acide

cinnamique (Kiel, 2004).

e) Les cétones
La structure chimique des cétones est caractérisée par la présence d’un groupement
carbonyle (-C=0) lié a deux atomes de carbone. Elles sont largement utilisées comme
solvants industriels des colorants, elles jouent également un réle comme intermédiaire en
synthese chimique (Kiel, 2004).

f) Les esters
Les esters sont des composés organiques oxygénés pouvant étre considérés comme
des dérivés des acides carboxyliques, car ils sont obtenus par remplacement d’un atome
d’hydrogene de la fonction carboxyle (-COOH) d’un acide, par un radical alkyle (-R) ou
aryle (-Ar). Les esters aromatiques sont moins volatiles et ont également une odeur
agréable. Les esters benzyliques sont plus irritants que les esters aliphatiques
correspondants (Kiel, 2004).
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CH;
CHg
CHH
Pinene Styréne
0
OH = OH
Thymol L’acide cinnamique
CH3_ _CH3 / O
CHS3 : '
o O——R
Camphre L ester

Fig.3 : Structures des composants chimiques des huiles essentielles (Kiel, 2004).
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1-2-4 Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes vegétaux: les fleurs
(bergamotier, tubéreuse..), mais aussi les feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier..) et bien que
ce soit moins habituel dans des écorces (cannelier), les bois (bois de rose, santal..), les racines,
les rhizomes (curcuma, gingembre..), les fruits (toutes épices, anis, badiane...), les graines
(muscade...) (Oussala et al., 2006).

1-2-5 Techniques d’extraction des huiles essentielles

La plupart des huiles essentielles sont obtenues par distillation et entrainement a la

vapeur d’eau.
a) Hydrodistillation simple

L’Hydrodistillation consiste a immerger la matiére premic¢re dans un bain d’eau,
I’ensemble est porté a ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les
huiles essentielles se séparent de I’eau par différence de densité pour 1’obtention de 2
couches HE et HY (Benyadah, 2008).

b) Distillation & vapeur saturée

Le matériel végétal n’est pas en contact direct avec 1’eau, il est placé sur une grille
perforée au-dessus de la base de 1’alambic. Les composés volatiles entrainés par la vapeur

d’eau vont étre séparés par décantation du distillat refroidi (Benyadah, 2008).

¢) Hydrodiffusion

L’hydrodiffusion consiste a faire passer un courant de vapeur d’eau a trés faible
pression a travers la masse végeétale. La composition des produits obtenus est sensiblement
differente au plan qualitatif de celle des produits obtenus par les méthodes précédentes.
L’industrie des parfums a utilisé jadis 1’enfleurage pour les organes fragiles comme les
fleurs, ¢’est-a-dire le contact avec un corps gras qui se sature d’essence. Le corps gras est

¢épuisé par 1’alcool absolu et ce solvant est évaporé sous vide a 0°C (Benyadah,2008).
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1-2-6 Activités biologiques des huiles essentielles

L’activite biologique d’une huile essentielle est liee & sa composition chimique, aux
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composeés terpéniques et

cétoniques) et a leurs effets synergiques (Dorman et al,, 2000).
1-2-6-1 Activité antibactérienne

Les composés possédant la plus grande efficacité antibactérienne et le plus large
spectre sont des phénols : le thymol, le carvacrol et I’eugénol. Le carvacrol est le plus actif de
tous reconnu pour étre non toxique .ll est utilisé comme agent de conservation et comme
arbme alimentaire dans les boissons, friandises et autres préparations. Le thymol est
I'ingrédient actif des rince-bouches. L’eugénol est utilisé dans les produits cosmétiques,
alimentaires et dentaires.Ces composés ont un effet antibactérien contre un large spectre de
bactérie est elles : Escherichia coli, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica,
Clostridium  jejunii, Lactobacilluss sakei, Staphylococcus aureus et Helicobacter pylori
(Fabian et al., 2006).

Les alcools monoterpéniques viennent immediatement aprés les phénols, en termes
d’activité antibactérienne. Les plus connus sont: le géraniol, le linalool, le thujanol, le

myrcénol, le terpinéol, le menthol et le pipéritol. (Onawunmi et al ., 1984).

Les aldéhydes monoterpéniques sont également quelque peu bactéricides, les plus
couramment utilisés sont le néral, le géraniale, le citronellal et le cuminal (Onawunmi et al.,
1984).

a- Mode d’action des huiles essentielles sur les bactéries
Les huiles essentielles possedent plusieurs modes d’action sur les différentes souches

de bactéries. D’une maniére générale, leur action se déroule en trois phases :

- attaque de la paroi bactérienne par 1’huile essentielle, provoquant ainsi une

augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

- acidification de I’intérieur de la cellule bloquant la production de I’énergie cellulaire

et la synthese des composants de structure.

- destruction du matériel genétique conduisant a la mort de la bacterie.
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1-2-6-2 Activité antifongique

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles des plantes aromatiques a été mis en
évidence par de nombreux auteurs contre une large gamme de moisissures et levures
pathogénes telles que Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergilus, Rhizopus,
Mucor, Alternaria, Fusarium, Penicillium etc. (Dogmos et al., 2008).

1-2-6-3 Activité antioxydante

Les propriétés antioxydantes des huiles essentielles sont actuellement massivement
étudiées. Les huiles essentielles de cannelle, muscade, clou de girofle, basilic, persil, origan
et thym possédent de puissants composés antioxydants. Le thymol et le carvacrol sont les
composes les plus actifs. (Edris, 2007).

L'activité antioxydante des huiles essentielles est également attribuée a certains
alcools, éthers, cétones et aldéhydes monoterpéniques tels le linalool, le 1,8-cinéole,
lecitronellal, I’isomenthone, la menthone et quelques monoterpenes tels 1’y-terpinéne et I'a-
terpinoléne (Edris, 2007).

1-2-6-4 Activité anti-inflammatoire

Les huiles essentielles sont également utilisées en milieu clinique pour soigner des
maladies inflammatoires est telles que les rhumatismes, les allergies ou les arthrites. Le
potentiel thérapeutique tres varié des huiles essentielles a attiré, ces dernieres années,
I'attention des chercheurs quant a leur possible activité contre le cancer. De ce fait, les huiles
essentielles et leurs constituants volatiles font actuellement I'objet d'études dans le but de la
recherche de nouveaux produits naturels anticancéreux (Edris, 2007).

1-2-7 Domaines d’utilisation des huiles essentielles

Les applications thérapeutiques des huiles essentielles sont vastes. Elles requiérent de
bonnes connaissances de ces substances et du fonctionnement du corps humain. L’usage des
huiles essentielles en médecine ne fut jamais abandonné malgré la découverte des processus
de synthése organique et la naissance de I’industrie pharmaceutique. (Domaracky et al.,
2007).
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De nombreuses huiles essentielles se trouvent dans la formule d’un trés grand nombre
de produits pharmaceutiques : sirop, gouttes, gélules. Elles rentrent aussi dans la préparation

d’infusions telle que : la verveine, le thym, la menthe et autres. (Domaracky et al., 2007).

Les huiles essentielles sont utilisées en raison de leurs propriétés stimulantes ou
inhibitrices notamment sur les microbes (désinfection) et les activités cellulaires des plantes
ou animaux. Elles servent par exemple comme produits phytosanitaires pour combattre dans
les cultures végétales les infections fongiques ou bactériennes ou virales. Elles apportent des
solutions en agriculture biologique, réduisant ainsi les effets néfastes des pesticides de

synthese comme la pollution ou le développement de résistance (Domaracky et al., 2007).

1-2-8 La toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilises sans risque. Comme
tous les produits naturels: "Ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger
pour I'organisme”. Cet aspect des huiles essentielles est d'autant plus important que leur
utilisation, de plus en plus populaire tend a se généraliser avec I'émergence de nouvelles

pratiques thérapeutiques telle que I’aromathérapie. (Marie, 1998).

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau
en raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles
riches en cinnamaldehyde ou photo toxique (huiles de citrus contenant des furocoumarines).
D'autres huiles essentielles sont un effet neurotoxique. Les cétones comme I'a-thujone sont
particulierement toxiques pour les tissus nerveux. Il existe aussi quelques huiles essentielles

dont certains composés sont cancérigenes (Marie, 1998).

1-3 Les eaux florales ou hydrolat aromatique
1-3-1 Généralités

L'hydrolathérapie, ou thérapie par les eaux florales, est une branche de
I'aromathérapie, elle-méme issue de l'ensemble plus vaste de la phytothérapie. Au cours de
la distillation d'une plante, deux produits tres précieux émergent: d'une part I'huile
essentielle (HE) et d'autre part I'nydrolat (HA) a savoir l'eau imprégnée de molécules
aromatiques. En l'espace d'une décennie, les HE ont fait un chemin remarquable dans la
conscience collective. En revanche, il n'en va pas de méme des hydrolats qui restent bien

souvent peu exploiter. Ces "eaux magiques" ont pourtant, elles aussi, des vertus

1
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thérapeutiques hors pair, issues de la plante, mais aussi de la faculté purificatrice de I'eau
(Beaudoux, 2000).

1-3-2 Définition

L’hydrolat est 1’eau chargée de principes volatiles hydrophiles recueillis lors d’une
distillation par entrainement a la vapeur d’eau de la matiére végétale. Il s’agit de 1’eau
distillée séparée de I’huile essentielle a la sortie de 1’alambic, et qui s’est chargée de
molécules aromatiques au cours de la distillation. Elle est incolore d’une odeur puissante,

aromatique, fraiche et herbacée et d’une saveur rafraichissante (Bouissy, 2004).
1-3-3 Extraction des eaux florales :

L’hydrodistillation pour I’extraction des eaux aromatiques de salvia officinalis est la
méthode préconisée par la Pharmacopée Européenne (Anonyme, 2002).

Suite a une hydrodistillation, la vapeur condensée obtenue conduit a une phase organique
(huile essentielle) et une phase liquide (I’eau aromatique ou hydrolat) dont la séparation se
fait par décantation. Cette derniére contient une quantité non négligeable d’essence

aromatique sous forme solubilisée.

La récupération de huile essentielle est réalisée par extraction liquide -liquide avec un
solvant organique (éther di éthylique). L’utilisation d’un évaporateur rotatif sous vide

permet d’éliminer 1’éther et d’obtenir ainsi 1’huile essentielle pure (Rao, 2002).
1-3-4 Domaines d’utilisation de I’hydrolat de salvia officinalis
1-3-4-1 En cosmétique

L’hydrolat est un régénérant et un antioxydant qui combat les radicaux libres et
prévient le vieillissement prématuré de la peau. C’est un purifiant et équilibrant qui aide a
controler les sécrétions de sébum et assainit la peau. En plus, il régularise la transpiration
excessive et il est considéré comme un embellisseur capillaire en redonnant une brillance

et une vitalité aux cheveux foncés (Bouissy, 2004).
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1-3-4-2 En santé

Il existe plusieurs cas d’utilisation de I’hydrolat de Salvia officinalis dans le domaine de la
sante surtout dans les cas des insuffisances biliaires et hépatiques, les bouffées de chaleur, les
troubles circulatoires liés au systeme hormonal, asthme, bronchite, toux, cholestérol, aphtes

infections buccales. (Baudoux, 2000).

Il est considéré comme un harmonisant des fonctions rénales, surrénales et hépatiques et un
mimétique des cestrogenes, Il apaise les symptdmes prémenstruels et ceux liés a la
ménopause. Cet extrait joue aussi un réle tres important dans la régulation de la flore

intestinale et dans le soulagement des maux de la bouche (Baudoux, 2000).
1-3-4-3 En cuisine

L’hydrolat peut apporter une touche de fraicheur d’originalité a vos plats. Ainsi 1’addition de
quelques gouttes de I’hydrolat de Salvia officinalis a la soupe permet de lui donner un gout

plus raffiné (Bouissy, 2004).
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2-1 Matériel
2-1-1 Materiel végetal

Salvia officinalis a été achetée au marché local a Bordj Bou Arreridj, vu que sa récolte
se fait en Juin ou en Juillet et notre travail a commencé en Avril. L’identification de I’espéce a

été réalisée au niveau de la direction des forets de la wilaya de Bordj Bou Arreridj.
2-1-2 Appareils et produits chimiques
2-1-2-1 Appareillage
-Autoclave (Germany).
-Bain marie (Menmert).
-Balance de précision (KERN).
-Etuve microbiologique (Germany).
-Spectrophotomeétre (UV mini-1240).
-Systéme d’hydrodistillation
e Chauffe ballon.
e Ballon.
e Colonne.
e Réfrigérant.
e Erlen Meyer.

e Ampoule & décante.
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2-1-2-2 Réactifs

Ether di éthylique

e Ether de pétrole.

e Hexacyanoferrate de potassium.

e Acide trichloracétique

e Chlorure ferrique.

e Acide ascorbique

e Tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6).

- DMSO: Le diméthylsulfoxyde est un solvant organique ayant la capacité de solubiliser les

huiles essentielles.
2-1-3Mlilieux de culture
< Bouillon nutritif

Le bouillon nutritif constitue un milieu d’utilisation générale pour un grand nombre de

microorganismes ne présentant pas d’exigences particuliéres.
» Composition

e Peptone:10g

e Extraitde viande:5g

e NaCl:5¢g

o Eau distillee : 1l
pH=7,62a7,8

E




Etude expérimentale Matériel et méthodes

% Gélose nutritive

Lagélose nutritive a été employée pour la culture des bactéries utilisées et pour les tests

d’inhibition au lieu de la gélose Muller Hinton.
» Composition

e Peptone: 6.09g
e Extrait de beeuf': 1.0g
e Extrait de levure : 2.0g
e NaCl: 5.0g.
o FEaudistillée : 1I.
e Agar agar: 14.0g

pH final : 7,3

2-1-4 Provenance des souches bactériennes utilisées

Les souches bactériennes utilisées nous ont été gracieusement fournies par le
laboratoire de microbiologie du centre hospitalo-universitaire (CHU) de Sétif puis conservées
a 4 °C dans des tubes a essais contenant de la gélose nutritive inclinée. Elles sont représentées

dans le tableau 2.
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Tab.2 Souches tests utilisées

Bactéries a Gram négatif Bactéries a Gram positif
Escherichia coli ATCC 25922 Listeria monocytogenes ATCC 15313
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Enterococcus faecalis ATCC 49452
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Bacillus subtilus ATCC 663313
Escherichia coli sp. L* 966 Bacillus cereus ATCC 10876
Escherichia coli sp.L~ 966 Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas sp. 989 Enterococcus faecalissp. 962

Klebsiella sp. 970

v" Enterococcus faecalis

Bactérie a Gram positif de la famille des Enterococcaceae, commensale du tube
digestif humain et d'autres mammiferes. Cette bactérie peut déclencher des inflammations
chroniques de l'intestin. Comme elle peut causer des infections mortelles chez I'nomme (Hart
et Shears, 2002).

v" Escherichia coli

Bacille a Gram négatif apparentant a la famille des Entérobactériaceae (Hart et Shears,
2002), commensale du tube digestif de I’homme et de I’animal (Chakou et al.,
2007).Escherichia coli représente la bactérie la plus impliquée dans les infections urinaires.
Elle provoque également des septicémies, des diarrhées, des gastro-entérites et des

intoxications alimentaires (Hart et Shears, 2002).
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v" Klebsilla pneumoniae

Bacterie appartenant a la famille des Enterobacteriaceae, immobile, capsulée avec des
colonies muqueuses. (Garbonnelleetal., 1987).Elle se trouve dans les matieres fécales de
I’homme et des animaux. Klebsilla pneumoniae provoque des bronchites, des broncho-

pneumonies, des pleurésies, des infections urinaires et des septicémies (Nathallie, 2006).
v" Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (ou bacille pyocyanique) se caractérise par la pigmentation
bleu-vert des colonies (Nauciel, 2000).11 s’agit de bactéries résistantes aux antibiotiques. Cette
bactérie est responsable de pneumoniae nosocomiales, des infections urinaires, des infections
suite aux blessures chirurgicales (Avril et al., 2000).

v’ Staphylococcus aureus

Les staphylocoqgues sont des cocci a Gram positif aéro-anaérobie facultatifs, La
bactérie est trés répandue chez I’homme et chez de nombreuses espéces animales.
Chez I’homme, environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui hébergent la bactérie au
niveau des muqueuses et des zones cutanées humides.
Staphylococcus aureus représente 1’agent commun des infections postopératoires, des
endocardites aigues et des intoxications alimentaires. Il développe rapidement des résistances
aux antibiotiques (Nauciel, 2000).

v Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes est une bactérie a Gram positif, mobile, non sporulée, aéro-
anaérobie facultative. Il s’agit d’un germe trés redoutable pouvant causer des infections
mortelles vu qu’il est capable de croitre a la température de réfrigération ainsi qu’a des pH
acides et basiques et aussi en condition micro-aérophiles (Catteau, 2006).

v" Bacillus

Bacillusest responsable de toxi-infections caractérisées par des symptémes
diarrhéiques et d’intoxications se traduisant par des symptomes émétiques. Il s’agit d’un

batonnet a Gram positif, sporule et aéro-anaérobie facultatif (Dromigny, 2008).
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2-2 Méthodes

2-2-1 Extraction de I’huile essentielle
2-2-1-1 Dispositif d’extraction

L’appareil employé est constitué d’une chauffe ballon permettant la distribution
homogéne de la chaleur, un ballon en verre pyrex ou 1’on place la matiére végétale et ’eau
distillée, une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant) venant de 1’échauffement du
ballon, un collecteur (Erlen Meyer) qui recoit les extraits de la distillation (1’huile essentielle
et I’hydrolat) (Figure 3).

Fig. 4 Systeme de I’hydrodistillation

2-2-1-2 Procédé d’extraction

Trente grammes de matiére végétale (Salviaofficinalis) ont été mis dans un ballon a
fond rond additionnés de 300 ml d’eau distillée .Le tout a été porté a 1’ébullition pendant
environ 2 heures. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant. Le liquide recueilli résulte
en un distillat avec une couche d’huile mince a la surface qui sera par la suite séparée, apres
repos du liquide. De ce fait les deux extraits (I’huile essentielle et ’hydrolat) sont récupérés
séparément (Hellal, 2011).
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Matériel végétal (30g) sec est broyé

+ 300 ml d’eau distillée

Résidu
. === Hydrodistillation
végetal
Distillat
Décantation
Huile essentielle Hydrolat

Conservation 4°C

Fig.5 Procédé de I’hydrodistillation de ’HE et ’HY
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2-2-1-3 Conservation des extraits

Les extraits (L’huile essentielle et I’hydrolat) sont conservés dans des tubes en verre

fermés hermétiquement a 4°C a 1’obscurité.
2-2-1-4 Détermination du rendement d’extraction

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (Ryg) est définit
comme eétant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue apres 1’extraction(M’) et la

masse de la matiere végétale utilisée (M).Le rendement est exprimé en pourcentage selon la
formule suivante :

R.=(%) =(M>/ M)x 100

Rue: Rendement en huile essentielle de la matiére végétale seche
M?>: masse d’huile essentielle exprimée en gramme.
M: masse de la matiere végétale seche exprimée en gramme.
2-2-2 Détermination de P’activité antioxydante
2-2-2-1 Test FRAP (ferric reducing antioxidant power)
a) Principe

Le test FRAP (ferric reducing antioxidant power) permet de mettre en évidence le
pouvoir antioxydant de I’huile essentielle extraite. La détermination de cette activité est

réalisée selon la méthode d’Oyaisu avec quelques modifications (Seyed et al., 2010).
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b) Mode opératoire

» Dans un tube a essai contenant Iml de solution d’échantillon (huile
essentielle)(1mg /ml), on ajoute 2,5 ml de tampon phosphate (0 ,2 M, pH 6,6).

» Puis 2,5 ml d’hexacyanoferrate de potassium [K 3Fe(CN)g] (10g /1).

» La solution est chauffée a 50°C au bain marie pendant 20 minutes puis on ajoute un
volume de 2 ,5 ml d’acide trichloracétique (100 g /I) a la solution précédente.

» Ensuite le mélange est centrifugée a 3000 tours /min pendant 10 minutes.

» Enfin, on mélange 2,5 ml du surnageant avec 2,5 ml d’cau distillée et 0,5 ml de
chlorure ferrique [FeCl 3] (1 g /).

» Un blanc sans échantillon est préparé dans les mémes conditions. La lecture est

mesurée a 700 nm.

L’acide ascorbique est utilisé pour le contrdle positif a fin d’établir une courbe d’étalonnage
(Seyed et al., 2010).

2-2-3 Détermination de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur

disques

La méthode de diffusion sur disques ou aromatogramme est une méthode permettant
de déterminer 1’activité inhibitrice des extraits des plantes sur la croissance des germes par la
mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour d’un disque de papier watemane imprégné
d’huile essentielle ou d’hydrolat puis de déterminer la concentration minimale inhibitrice
(CMI).

2-2-3 1 Préparation des disques

Les disques de papier watemane (6 mm), enveloppés dans du papier aluminium et conserveés

dans une boite de Pétri sont stérilisés par autoclavage (121°C, 15 min).
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2-2-3-2 Préparation des dilutions
a) Dilution du DMSO :

La dilution 10 %2 du DMSO a été réalisé dans I’eau physiologique (10ml DMSO+90ml d’eau
physiologique).

b) Dilutions de I’huile essentielle -

Les concentrations 0,057%, 0,257, 0,5%de I’huile essentielle sont obtenues par dilution dans du
DMSO a 10%.

C) Dilutions de I’hydrolat

Les concentrations 107, 207, 307 de I’hydrolat sont obtenues par dilution dans do DMSO a
10%.

2-2-3-3 Souches bactériennes cibles
a) Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton, mais vu le

manque de ce milieu au laboratoire, il a été remplacé par la gélose nutritive.

Dissoudre 23g de la gélose nutritive dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir avec agitation
jusqu’a dissolution compléte, puis autoclaver pendant 15 min a 121°C et finalement, couler le

milieu dans les boites de Pétri.
b) Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes ont été ensemencées sur gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 24H.A 1’aide d’une anse de platine, quelques colonies de chacune des bactéries a
tester ont été prélevées puis déchargées 1’anse dans 10 ml de bouillon nutritif .Enfin

I’incubation été réalisée a 37°C pendant 18H.
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¢) Ensemencement et dép6t des disques

Les suspensions des souches cibles ont été ensemenceées sur des boites Pétri de gélose
nutritive dans trois directions différentes, de maniére a couvrir toute la surface de la gélose, en
utilisant un écouvillon stérile. Aprées séchage des boites, des disques stériles ont été déposés a
la surface de la gélose puis chargés avec 4ul d’huile essentielle ou de I’hydrolat pur ou avec
4ul de différentes concentrations. Des disques imprégnés de DMSO (107) ont servi de témoin
négatif, les boites ont été stockees au réfrigérateur pour permettre une meilleure diffusion puis
incubées a 37°C durant 24H (Fig .6).

Notons que tous les tests ont été réalisés en triplicata.
d) Lecture des résultats

Apreés incubation, les boites ont été examinées et les diamétres des zones d’inhibition

ont été mesurés au moyen d’une regle graduée au millimétre.

Doite de péo
Ensemencement de la gélose

en nappe par 1l de Fnocithem

Gelose Mucller Hinton

Depol aseplique d'un dhsgue
mibibe de Mwile essenticlle

Z: zone d'mhibition

—Croissmce mcrobienme

Fig.6 : Illustration de la méthode d’aromatogramme sur boite de Pétri (Zaika, 1988).

- Les statistiques
Les moyennes et les standards de déviation ont été faits, par le logiciel Statistica
ANOVA. Voir annexe
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2-3 Résultat et discussion
2-3-1 Extraction de I’huile essentielle

2-3-1-1 Caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle

L'huile essentielle extraite de Salvia officinalis a un aspect liquide mobile, de couleur jaune

tres pale, d'odeur aromatique épicee.
2-3-1-2 Caractéristiques organoleptiques de I’hydrolat

e Aspect : liquide limpide.

e Couleur : incolore.

e Odeur : puissante, aromatique.

L’hydrolat extrait de Salvia officinalis se présente sous forme d’eau limpide le plus souvent

incolore.il est naturellement parfumé selon les caractéristiques olfactives de Salvia officinalis.

2-3-1-3 Détermination du rendement de ’huile essentielle

Le rendement de I’huile essentielle de Salvia officinalis calculé en fonction de la masse
végétale seche est de 0,627.Cette quantité est petite par rapport a d’autres valeurs obtenues
sur la méme espeéce végétale dont les rendements d’huiles essentielles varient entre 1 et
2,5 % (Brieskorn, 1991).Les variations dans le rendement peuvent étre attribuées non
seulement a ’origine géographique de la plante, & la nature (seche ou fraiche) et a la
technique d’extraction mais également a la période de la cueillette de la matiére végétale ainsi

qu’aux facteurs environnementaux et climatiques (Burt, 2003).

2-3-2 Détermination de I’activité antioxydante

L’huile essentielle testée pour la détermination de 1’activité antioxydante, a donnée apres

calculs et détermination graphique les résultats suivants :
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Fig. 7: Courbe d’étalonnage avec 1’acide ascorbique.

Selon la courbe et I’absorbance de I’huile essentielle la concentration équivalente en acide
ascorbique égal a 0.24 mg /ml.

D’aprés les résultats obtenus I’huile essentielle extraite posséde une activité antioxydante,
donc cette huile est considéré comme agent antioxydant et peut étre employée pour des
applications thérapeutiques. L’activité antioxydante est étroitement liée a tout le contenu en
phénol. Selon Bouzouita et al. (2008) I’huile essentielle de Juniperus phoenicea possede une
activité antioxydante qui est liée a sa composition chimique. Il est difficile d’attribuer cette
activité a un seul composé puisque un effet de synergie entre les différents composés peut
avoir lieu.

Hinneburg et al. (2006) ont constaté que 1’hydrodistillation du cumin a une activité anti-
oxydante, qui varie selon le type d’essai utilisé. De méme, Gachkar et al. (2007) ont constaté
aussi que ’activité anti-oxydante différe selon le test utilisé. L huile essentielle du romarin est
meilleure que celle du cumin dans le balayage du radical libre DPPH. L’activité est meilleure

pour les deux types d’huiles dans le test de blanchissement du [ - carotene.

26



Etude expérimentale Résultat et discussion

2-3-3 Détermination de ’activité antibactérienne

Le pouvoir antibactérien de 1’huile essenticlle et de I’hydrolat de Salvia officinalis par la
méthode de diffusion sur disques sur milieu solide (gélose nutritive) a été estime en terme des
diametres des zones d’inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de
13 souches bactériennes pathogénes et responsables de dégradation des aliments dont 7
bactéries a Gram négatif et 6 bactéries a Gram positif. Les résultats obtenus sont illustrés au

niveau des tableaux 3, 4, 5,6.

Les résultats testés du DMSO comme solvant, montre que ce dernier n’a présenté aucune

zone d’inhibition donc aucune activité sur les toutes bactéries testées.
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Tab.3: Activité antibactérienne de ’huile essentielle de Salvia officinalis sur les souches a

Gram négatif.

Les zones d’inhibition dans les différentes
Souches cibles a Gram | concentrations de 1’huile essentielle
négatif Pure C1 (0,57%) C, (0,25%) | C3(0,057%)
Escherichia coli ATCC 23,66%2 ,05 12+0,81 11,66+0,47 | 11,33+0,94
25922
Pseudomonas aeruginosa | 20,33+1,96 | 12,66+2,88 | 9,33+0,22 | 8+0,81
ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae 18,66+0,47 | 9,66+0,47 | 9,66+0,47 | 8,66+1,24
ATCC 700603
Escherichia coli sp. L* 19,33+4,18 | 9,66+0,47 | 9+2,16 8+0,81
966
Pseudomonas sp. 989 9,33+0,47 8,33+0,47 8 7,33+0,47
Klebsiella sp. 970 17,66+2,05 10,33+0,47 | 9,66+0,47 | 9,33+0,94
Escherichia coli sp. L 16,33+3,29 8,33+0,94 8 7,66+0,47

Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle testée est fonction de la bactérie cible. Toutes
les souches a Gram négatif testées a I’exception de Pseudomonas sp. (9,33 mm) ont montré
une sensibilité élevée dans le cas de I’huile essentielle pure avec des diamétres des zones
d’inhibition allant del6, 33 & 23,66 mm. Cependant cette sensibilité a diminuée dans le cas
d’huile diluée a peu prés au 1 /2 avec des diamétres des zones d’inhibition de 7,33 a 12,66

mm.
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Tab.4: Activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Salvia officinalis sur les souches a

Gram positif.

Les concentrations de 1’huile essentielle

Bactéries a Gram positif

Pure C:(057) | C,(0,25%) | C5(0,05%)

Listeria  monocytogenes 16 11+ 0,81 9,66+£0,47 | 90,81
ATCC 15313
Enterococcus faecalis 224571 9,33+0,94 | 8,66+0,94 | 8,66+0,94
ATCC 49452
Bacillus subtilus ATCC | 24,33+1,24 12,33+1,24 | 8,33+0,47 840,81
663313
Bacillus cereus ATCC | 19,66+1,88 10,33+0,94 | 9,66+0,94 | 9+1,41
10876
Staphylococcus  aureus | 23,33+0,49 6 6 6
ATCC 25923

Enterococcus faecalis sp. 18+1,41 10,33+0,47 | 10+0,94 | 9,66+0,47
962

Globalement I’huile essentielle pure a monté une activité antibactérienne élevée chez
I’ensemble des souches & Gram positif testées se traduisant par des zones d’inhibition

relativement grandes de (16 a 24,33 mm).

Dans le cas de I’huile essentielle diluée, Staphylococcus aureus ATCC 25923 a montré une
forte résistance se traduisant par une absence totale des zones d’inhibition. Alors que le reste

des souches a manifesté une activité faible avec des zones d’inhibition supérieure a 8,00 mm.
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Si les extraits doivent étre soumis aux essais biologiques, la toxicité du solvant peut
également étre critiqgue car méme en traces, le solvant ne devrait pas empécher le procédé
biologique. Pour cela, le DMSO a été testé comme solvant, les résultats montrent que ce
dernier est approprié et ne presente aucun effet sur la croissance des souches bactérienne
testées.

La différence de sensibilité entre les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram
négatif est une matiére a controverse. Il a été remarqué que 1’huile essentielle testée dans cette
étude a produit globalement une action similaire sur les deux types de bactéries. Ces résultats
sont confirmés par les observations rapportées par Marino et al ; (2001) qui ont montré que
les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries a Gram positif et les bactéries a
Gram négatif. La forte sensibilité des souches testées a I’huiles extraite constatée dans cette
étude est comparable aux résultats des travaux de Hammer et al., (1999).

Selon EI Akrem et al., (2008), I’huile essenticlle de Salvia officinalis a montré une
activité antibactérienne sur Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus
aureus ATCC 25923, ces résultats sont semblable a celles obtenus par by Delamare Longaray
et al., (2007), qu’ils sont trouvés que I’huile essenticlle de salvia officinalis inhibe la
croissance de certains souches bactériennes telles que: Bacillus cereus, Bacillus
megatherium, Bacillus subtilis, Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria, et Klebsiella
oxytoca.

Ce spectre antimicrobien obtenu avec I'huile essentielle de S. officinalis, est comparable avec

cela rapporté par Hammer, Carson, et Riley (1999) et Marino et al. (2001). Cependant, ils
ons observés un effet trés faibles sur E. coli et S. aureus. Cette divergence peut étre attribuée
aux souches bactériennes et la composition des huiles essentielles utilisées dans chaque étude

particuliére.
Mohamed. B et al., (2009) a réalisé une étude démontre que 1’ huiles essentielle de
Salvia officinalis, posséde des effets antimicrobiens sur les bactéries, et sur les levures.

Ces effets étaient visibles par les valeurs CMI et la haute réduction de la viabilité des micro-
organismes testés obtenus par des basses concentrations de I'huile essentielle. Le spectre de
micro-organismes testés ici est assez grand et comporte des pathogénes ou des opportunistes
pour I'nomme, et pour l'animal ou ceux causant la contamination et la détérioration des

aliments, 1’eau et 1’air. Ces résultats sont confirmés par les observations de Pinto et al., (2007)
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et Delamare et al., (2007) qui ont démontrés les effets fongicides et bactéricides d'huiles
essentielles de la sauge, mais ces résultats contredisent ceux de Marino et al., (2001) qui a
démontré que, les huiles essentielles de la sauge étaient bactériostatique, mais aucun effet
bactéricide une forte activité antimicrobienne des huiles essentielles contre presque tous les
micro-organismes susceptibles peut étre attribué a la présence de haute concentration de
monoterpene ayant le potentiel antibactérien et antifongique (Jalsenjak et al., 1987.,
Sivropoulou et al., 1997., Sur et al., 1991., Yangui et al., 2009).

L’effet inhibiteur positif de ces substances naturelles contre les bactéries a été signalé
par de nombreux travaux notamment ceux réalisés sur cinq huiles essentielles de 1’Origan
et de Thym qui ont provoqué des effets bactériostatiques et bactéricides les plus élevés,

que ceux de Laurier et de Clou de girofle sur Escherichia coli (Burt, 2003).

Dans ce méme contexte, les huiles essentielles de Clou de girofle et d’Origan en
particulier le thymol et I’eugénol ont provoqué la lyse cellulaire des bactéries associée a

une rapide mortalité rapide sur Escherichia coli et Bacillus subtilis (Rhayour, 2003).

Une investigation récente réalisée sur I’activité des huiles essentielles isolées de plantes de
I’Origan et de Laurier, a signalé un pouvoir inhibiteur sur des bactéries a Gram positif et a
Gram négatif entre autre I’inhibition du développement de la souche Escherichia coli et
Bacillus cereus (Ohno et al., 2003). On cite encore des recherches réalisées sur six huiles
essentielles obtenues a partir des plantes Lavandula latifolia et Lavandula angustifolia,
Rosmarinus officinalis, Origanum vulgare, Thymus vulgaris et Thymus zygis ou les trois

dernieres présentent la meilleure activité antibactérienne (Kaloustian L et al., 2008).

Cette activité s’explique par la lyse des membranes bactériennes, une fuite d’ions
potassium au niveau de la membrane et par conséquent des lésions irréversibles au niveau
de cette membrane. Cette perméabilité au potassium est un effet précurseur de leur mort
(Benkherara, 2011).
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Tab.5: Activité antibactérienne de I’hydrolat de Salvia officinalis sur les souchesa Gram

négatif.

Les concentrations de I’hydrolat

Bactéries a Gram négatif

Pure C; (307%) C, (207%) Cs (107%)
Escherichia coli ATCC 10,66+1,88 10 6 6
25922
Pseudomonas aeruginosa 11+2,16 9,33+0,47 9+0 8,33+0,47
ATCC 27853
Klebsiella Pneumoniae 8,66+0,47 | 8,33+1,24 8 8
ATCC 700603
Escherichia coli sp. L* 8+0,82 7,66+0,47 6 6
966
Pseudomonas sp. 989 8,66+0,47 8,33+0,47 8 7,33+0,47
Klebsiella sp. 970 6 6 6 6
Escherichia coli sp. L 10+1,63 8,66+0,94 6 6

Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures.

Il ressort des résultats obtenus que toutes les bactéries testés (a I’exception de Klebsiella sp)
ont montré une certaine sensibilité a I’hydrolat pur et I’hydrolat dilué 307 se traduisant par
des zones d’inhibitions allant de 8 a 11mm environ ; alors que dans le cas des autres
dilutions, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella  pneumoniae et Pseudomonas sp ont

montrés presque la méme sensibilité que dans le cas de ’hydrolat pur et la concentration 307,

Alors que le reste des souches ainsi que klebsiella  sp ont montré une forte résistance
(absence totale des zones d’inhibition).

Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures.
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Tab.6: Activité antibactérienne de I’hydrolat de Salvia officinalis sur les souchesa Gram

positif.
Les concentrations de 1’hydrolat
Bactéries a Gram positif
Pure C; (307) C, (207%) C3(107%)
(1 g/ml) (300 (200 (100
mg/ml) mg/ml) mg/ml)

Listeria  monocytogenes

6 6 6 6
ATCC 15313
Enterococcus faecalis

6 6 6 6
ATCC 49452
Bacillus subtilus

6 6 6 6
ATCC 663313
Bacillus cereus

6 6 6 6
ATCC 10876
Staphylococcus  aureus
ATCC 25923 6 ° ° 0
Enterococcus faecalis sp.

6 6 6 6
962

Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures.

Toutes les souches a Gram positif testées ont montrées une forte résistance a 1’hydrolat pur et

dilué prouvée par I’absence totale des zones d’inhibitions autour des disques.
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Les résultats de I’activité¢ antibactérienne de I’hydrolat par contact direct sur les
souches testées montrent que hydrolat posseéde une moindre efficacité sur les bactéries a Gram
négatif alors que sur les bactéries a Gram positif il ne représente aucune réaction.
Contrairement aux huiles essentielles, ayant une grande sensibilité sur les bactéries quelque
soit positif ou négatif.

Des chercheurs de l'université d'Isparta en Turquie se sont intéressés au potentiel antibactérien
d’hydrolats issus d'épices abondamment utilisées en alimentation pour aromatiser les
préparations culinaires (Sagdic et al., 2003). Plusieurs hydrolats d'épices de Turquie ont été
testés tels que ceux de romarin (Rosmarinus officinalis L), de basilic (Ocimum basilicum L),
d'origan (Origanum vulgare L.) ou encore d'anis (Pimpinella anisum L).

L'étude a été réalisée sur plusieurs bactéries  pathogénes telles que (Escherchia coli ATCC
25922, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus ATCC 2392, etc...). Les hydrolats
d'origan et de sarriette ont montré une activité bactériostatique trés intéressante. Les hydrolats
de thym «noir» (Thym braspicata L), de cumin (Cuminum cyminum L) et d'anis (Pimpinella
anisum L) ont également montré une activité intéressante contre certaines bactéries.

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

et Farag et al., (1989).

Alors que Boukhatem et al.,(2010) ont trouvés que HA de géranium représente une
activité antimicrobienne grace a la présence de certaines molécules (géraniol, linalool,

alcool un décylique).

D'apres Martin et al., (2006), I'eau aromatique de Geranium rosat peut étre utilisé pour la
préparation de médicaments et de produits cosmétiques contrairement a 1’hydrolat de

Salvia officinalis qui doivent étre stériles.
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Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

Klebsiella sp.970

Escherichia coli sp. L 966

Fig. 8 : L’activité antibactérienne de I’huile essentielle du Salvia officinalis sur les bactéries

a Gram négatif.
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Listeria monocytogenes ATCC 15313 Enterococcus faecalis sp. 962

Bacillus cereus ATCC 10876 Enterococcus faecalis ATCC 49452

Bacillus subtilus ATCC 663313 Staphylococcus aureus ATCC25923

Fig. 9 : L activité antibactérienne de 1’huile essentielle du Salvia officinalis sur les bactéries

a Gram positif
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Escherichia.Coli ATTC 25922

Escherichia Coli L 966

Fig.10 : L activité antibactérienne de I’hydrolat de Salvia officinalis sur quelques

souches bactériennes
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Fig.11 Effet inhibiteur de 1’huile essentielle pure et diluée sur les bactéries a Gram négatif
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Fig.12 : Effet inhibiteur de I’huile essentielle pure et diluée sur les bactéries a Gram positif
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Conclusion

Conclusion

Les médications traditionnelles et 1’utilisation des plantes en médecine empirique ont
souvent été a 1’origine des recherches scientifiques de haut niveau. Dans la plupart des cas ces
recherches aboutissent a la découverte de substances originales présentant un intérét
thérapeutique considérable. Ces médications ont de plus en plus dans la considération du
public et des médecins du fait que les plantes peuvent soigner ou contribuer a la guérison,

parfois trés rapide de nombreuses maladies.

L’étude réalisée sur la plante locale Salvia officinalis a abouti a I’extraction d’une huile
essentielle ayant un rendement relativement faible par rapport a d’autres études due

essentiellement aux divers facteurs environnementaux.

Elle se caractérise par un fort pouvoir antioxydant lui permettant d’étre employée dans des
applications thérapeutiques sachant que les agents antioxydants contribuent de maniere trés

efficace a la prévention de cancer et des maladies cardiovasculaires.

De I’activité antibactérienne évaluée il ressort que I’huile essentielle posséde un pouvoir
antibactérien important sur 1’ensemble des germes testés pathogeénes et responsables de
dégradation des aliments. Cependant I’inhibition de la croissance varie en fonction de

I’espéce bactérienne et de la concentration de 1’huile essentielle testée.

Concernant le pouvoir antibactérien de 1’hydrolat, les résultats montrent que ce dernier
posséde une activité antibactérienne sur les bactéries a Gram négatif plus faible comparés a
celle de I’huile essentielle, alors que les germes & Gram positif ont manifestés une forte
résistance a cet hydrolat se traduit par une absence totale des zones d’inhibitions,

contrairement a I’huile essentielle.
Perspectives : Ce travail mérite d’étre compléter par les travaux suivants :

- Le pouvoir antifongique et anti-inflammatoire de I’huile essentielle et de 1’hydrolat de

Salvia officinalis.
- L’activité antibactérienne des flavonoides de Salvia officinalis.

- L’activité antibactérienne des tannins de Salvia officinalis.
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Annexe

Les différents résultats des zones d’inhibitions de 1’huile essentielle en fonction des
différentes concentrations utilisées :

Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853

Co C1 C2 C3
20 11 9 9
19 13 10 8
22 14 9 7
Moyenne 20.33 12.66 9.33 8
Ecart type 1.06 2.88 0.22 0.81
Echerichia coli ATTC 25922
Co C1 C2 C3
26 13 13 12
24 11 10 10
21 12 12 12
Moyenne 23.66 12 11.66 11.33
Ecart type 2.05 0.81 0.47 0.94
Staphylococcus aureus ATTC 25923
Co C1 C2 C3
20 6 6 6
15 6 6 6
35 6 6 6
Moyenne 23.33 6 6 6
Ecart type 0.49 0 0 0
Bacillus subtilis ATTC 663313
Co C1 C2 C3
27 17 10 8
22 10 8 7
24 10 7 9
Moyenne 24.33 12.33 8.33 8
Ecart type 0.49 1.24 0.47 0.81
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Klebsiella pneumonia ATTC 700603

Co C1 C2 C3
19 9 9 8
18 10 10 10
19 10 10 8
Moyenne 18.66 9.66 9.66 8.66
Ecart type 0.47 0.47 0.47 1.24
Bacillus cereus ATTC 10876
Co C1 C2 C3
21 11 9 8
21 11 11 11
17 9 9 8
Moyenne 19.66 10.33 9.66 9
Ecart type 1.88 0.94 0.94 1.41
Enterococcus faecalis ATTC 49452
Co C1 C2 C3
25 10 10 10
14 8 8 8
27 10 8 8
Moyenne 22 9.33 8.66 8.66
Ecart type 571 0.94 0.94 0.94
Listeria monocytogenes ATTC 15313
Co C1l C2 C3
16 10 10 8
16 11 10 10
16 12 9 9
Moyenne 16 11 9.66 9
Ecart type 0 0.81 0.47 0.81
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Enterococcus 962

Co C1 C2 C3
17 11 10 10
20 10 9 9
17 10 11 10
Moyenne 17 10.33 10 9.66
Ecart type 141 0.47 0.94 0.47
Pseudomonas 989
Co C1 C2 C3
9 8 10 10
10 9 10 8
9 8 9 8
Moyenne 9.33 8.33 9.66 9.33
Ecart type 0.47 0.47 0.47 0.94
Escherichia Coli L™ 966
Co C1 C2 C3
15 10 12 8
18 9 8 7
25 10 7 9
Moyenne 19.33 9.66 9 8
Ecart type 4.18 0.47 2.16 0.81
Escherichia Coli L~ 966
Co C1 C2 C3
21 8 7 7
14 9 9 7
14 8 9 9
Moyenne 16.33 8.33 8 7.66
Ecart type 3.29 0.94 0 0.47




Annexe

Klebsiella 970
Co C1 C2 C3
20 10 9 8
15 10 10 10
18 11 10 10
Moyenne 17.66 10.33 9.66 9.33
Ecart type 2.05 0.47 0.47 0.94

Les différents résultats des zones d’inhibitions de I’hydrolat en fonction des différentes

concentrations utilisées :

Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853

Co C1 C2 C3
8 9 9 9
13 10 9 8
12 9 9 8
Moyenne 11 9.33 9 8.33
Ecart type 2.16 0.47 0 0.47
Echerichiacoli ATTC 25922
Co C1 C2 C3
12 10 6 6
8 10 6 6
12 10 6 6
Moyenne 10.66 10 6 6
Ecart type 1.88 0 0 0
Staphylococcus aureus ATTC 25923
Co C1 C2 C3
6 6 6 6
6 6 6 6
6 6 6 6
Moyenne 6 6 6 6
Ecart type 0 0 0 0




Annexe

Bacillus subtilis ATTC 663313

Co C1 C2 C3
6 6 6 6
6 6 6 6
6 6 6 6
Moyenne 6 6 6 6
Ecart type 0 0 0 0
Klebsiella pneumonia ATTC 700603
Co C1 C2 C3
8 7 8 8
9 9 8 8
9 9 8 8
Moyenne 8.66 8.33 8 8
Ecart type 0.47 1.24 0 0
Bacillus cereus ATTC 10876
Co C1 C2 C3
6 6 6 6
6 6 6 6
6 6 6 6
Moyenne 6 6 6 6
Ecart type 0 0 0 0
Enterococcus faecalis ATTC 49452
Co C1 C2 C3
6 6 6 6
6 6 6 6
6 6 6 6
Moyenne 6 6 6 6
Ecart type 0 0 0 0
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Listeria monocytogenes ATTC 15313

Co C1 C2 C3
6 6 6 6
6 6 6 6
6 6 6 6
Moyenne 6 6 6 6
Ecart type 0 0 0 0
Enterococcus 962
Co C1 C2 C3
6 6 6 6
6 6 6 6
6 6 6 6
Moyenne 6 6 6 6
Ecart type 0 0 0 0
Pseudomonas 989
Co C1 C2 C3
9 9 8 8
8 8 8 7
9 8 8 7
Moyenne 8.66 8.33 8 7.33
Ecart type 0.47 0.47 0 0.47
Escherichia Coli L™ 966
Co C1 C2 C3
7 7 6 6
8 8 6 6
9 8 6 6
Moyenne 8 7.66 6 6
Ecart type 0.82 0.47 0 0




Annexe

Klebsiella 970
Co C1 C2 C3
6 6 6 6
6 6 6 6
6 6 6 6
Moyenne 6 6 6 6
Ecart type 0 0 0 0




