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Résumé

Salvia verbenaca L connue sous le nom: «Oum elmedamed», est une plante
médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie. La présente étude vise
a ¢évaluer I’activité antioxydante et antibactérienne de 1’extrait hydrométhanolique de la
plante Salvia verbenaca L. L'extraction des polyphénols pendant 24h et 4h de la partie
aérienne de la plante a abouti a deux extraits bruts (EBr) avec un rendement de 9,23 et 2,85
respectivement). La teneur en phénols totaux et en flavonoides a été quantifiée par des
méthodes colorimétriques. Les résultats ont montré que 1’extrait de 24h est le plus riche en
phénols totaux et en flavonoides (77,38+2,51 mg EAG /g Extrait, 10,43 = 0,3 mg EQ/g
d’extrait respectivement). A I’issue des tests d’activité antioxydante in vitro, I’E.Br de 24h
a montré un effet scavenger trés puissant du radical DPPH (IC50 30,10+0,96 pg/ml) par
rapport a celui de 4h (IC50 de 57,80+1,16pg/ml). Deux autres tests ont été réalisés en
utilisant E.Br de 4h; ABTS et chélation du fer ferreux. Le premier test démontre une
bonne activité¢ antiradicalaire avec une IC50 de 31,92+0,11ug/ml, alors que I’extrait a
révélé une capacité chélatrice trés faible avec une valeur d’EC50 de I’ordre de 564,6+£26,67
ug/ml. D’autre part I’extrait de 24h a été soumis a un criblage pour leur activité
antibactérienne in vitro, vis-a-vis quatre souches de bactéries pathogenes (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhymurium et Bacillus cereus). Les résultats ont
montré que I’extrait semble efficace pour les deux bactéries : Salmonella typhymurium et
Bacillus cereus. Ce qui en fait d'excellent candidat pour application pharmaceutique.

Mots clés : Salvia verbenaca L, extrait hydro-méthanolique, activité antioxydante, activité
antibactérienne.




Abstract

Salvia verbenaca L. known as «Oum elmedamed» is a medicinal plant widely used in
Algerian traditional medicine. The aim of this work is to evaluate the antioxidant and the
antibacterial activities of hydromethanolic extract of S. Verbenaca L. and to estimate its
phenolic compounds content. The phenolic compounds were extracted from the arial parts
using hydromethanolic solution for 24 and 4 hours. The total phenolic compounds,
flavonoids and tannins were estimated using colorimetric methods while the antioxidant
activity was evaluated using DPPH, ABTS and iron chelating assays. The antibacterial
potential was screened against four bacterial strains, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhymurium and Bacillus cereus, using the agar diffusion well
method. The results showed that the extract of 24-h revealed the highest amount of total
phenolic compounds (77.38 2.51 mg EAG/g extract) and flavonoids (10.43 0.3 mg EQ/g
extract), as well as a promising antioxidant activity with good antiradical effect against
DPPH (ICs¢ of 30.10 0.96 pg/mL), ABTS (ICsy of 31.92 0.11ug/mL), and moderate iron
chelating activity with an ECsy value of 564.6 = 26.67 pg/mL. On the other hand, the 4-h

extract presented low amount of phenolic compounds and poor antioxidant activity. The

results of the antimicrobial activity revealed also that the 24-h extract was very active

against S. typhymurium and B.cereus. We may conclude that the 24-h extract was more
efficient than the 4-h extract because of its richness in phenolic compounds and this makes

it a good candidate for pharmaceutical application.

Keywords: Salvia verbenaca L, hydromethanolic extract, antioxidant activity, antibacterial

activity.
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Introduction

Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre la génération des especes réactives
de 'oxygene et les défenses antioxydantes de I’organisme, en faveur des premicres. Notre
mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi nos
mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de fagcon anormale la production des ERO dans
notre organisme. A long terme, ceci peut contribuer a I’apparition de diverses pathologies
liées au vieillissement comme les cancers, le diabéte, les maladies inflammatoires, les

maladies cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives (Liguori et al., 2018).

Le concept d'antioxydant biologique se référe a toute substance qui, lorsqu'elle est
présente a de faibles concentrations par rapport a celle d'un substrat oxydable, elle retarde ou
empéche l'oxydation de ce substrat de maniere significative (Halliwell et Gutteridge, 1999).
Les antioxydants sont des molécules qui peuvent donner des électrons et / ou des atomes
d'hydrogéne aux oxydants, ainsi arréter les réactions en chaine et par ce fait ils vont réduire le
stress oxydatif et leurs parameétres de dommages cellulaires (Litescu et al., 2010; Wang et al.,
2013; Siti et al., 2015). Ils sont classés en antioxydants endogeénes qui peuvent étre
enzymatiques; les superoxydes dismutase (SOD), la catalase (CAT), les glutathion
péroxydases (GPx) et les glutathion réductases (GPr)) et non enzymatiques; (Glutathion
(GSH), acide urique, bilirubine, mélatonine, coenzyme Q10) et en antioxydants exogenes

(Vitamine C et E, caroténoides, polyphénols).

Les antioxydants de synthése, généralement utilisés en industrie alimentaire pour
retarder [’oxydation des lipides, sont suspectés d’avoir des effets néfastes sur la santé du
consommateur. De plus la maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait
que de nombreuses bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques, ce
qui pose un grand probléme de santé publique. Il semble donc important de trouver une
alternative a I’utilisation des antioxydants synthétiques et des antibiotiques classiques. A cet
¢gard, I’homme s’est orienté vers la phytothérapie pour découvrir empiriquement les moyens

de préserver sa santé.

Les plantes médicinales et aromatiques constituent une source importante et
inépuisable de substances ayant des activités biologiques et pharmacologiques trés variées
(Reid et al., 2018; Emilie et al., 2019). Il est largement démontré que ces propriétés
thérapeutiques sont fortement corrélées a la présence de centaines de composés bioactifs.
Connues sous la dénomination de métabolites secondaires, ces composés constituent une large
gamme de biomolécules, telles que les polyphénols, les alcaloides, les terpénes, Ces composés

sont principalement utilisés dans I’industrie agroalimentaire. Il est actuellement admis que la

1



Introduction

consommation des antioxydants a base de plantes médicinales peut réduire le risque

d’apparition de plusieurs maladies humaines liées au stress oxydatif (Tauchen et al., 2015).

Les composés phénoliques constituent un large groupe de produits naturels largement
distribués dans le régne végétal. Ce sont des métabolites secondaires dérivés des voies ;
pentoses phosphate, shikimate et phénylpropanoides dans les plantes (Balasundram et al.,
2006). Ces composés sont d’une importance physiologique et morphologique considérable
chez les végétaux, ils jouent un réle important dans leur reproduction, leur pigmentation et
dans leur mécanisme de défense contre les rayonnements ultra violets et les agents pathogeénes
(Hu et Luo, 2016). Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans notre
alimentation. Ils sont capables de piéger les radicaux libres générés en permanence par notre
organisme ou formés en réponse a des agressions de notre environnement. Ces composés des
plantes ont recu plus d'attention en raison de leurs activités antimicrobiennes car la plupart
sont capables de supprimer un certain nombre de facteurs de virulence microbiens comme
l'inhibition de la formation de biofilms, la réduction de l'adhérence ligands-hote, et la
neutralisation des toxines bactériennes dans les infections bactériennes et montrent un

synergisme avec des antibiotiques (Daglia, 2012).

Dans ce contexte, cette ¢tude a été menée sur Salvia verbenaca L., plante
médicinale de la pharmacopée Algérienne (figure 01). Elle appartient a la famille Lamiacées
et connue localement sous le nom de «Oum elmedamed», elle est utilisée en médecine
traditionnelle pour traiter diverses maladies telles que les maladies inflammatoires et les

infections bactériennes. Pour cela, notre travail vise a atteindre les objectifs suivants:

» Préparation des extraits hydrométhanoliques a partir de la partie aérienne de

Salvia verbenaca L.

» Détermination de la teneur en pigments chlorophylliens, caroténoides, en polyphénols

et en flavonoides présent dans les extraits de la plante.

> FEvaluation de l’activité antioxydante et antibactérienne des  extraits

hydrométhanoliques par des tests in vitro.
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Tiges et feuilles: Les tiges sont quadrangulaires et poilues modérément a densément. Les
feuilles sont portées par paires le long des tiges et sont de forme assez variable. Elles vont de
la forme elliptique a la forme ovale avec des contours dentelés (crénelées), lobés ou
profondément divisées (pinnatisées ou pinnatisectes) et sont également un peu velu

(pubescent) avec une texture superficielle de gréle (DEEDI, 2016).

Fleurs : sont tubulaires de 7 a 13 mm de long de couleur bleu, portées dans des grappes
allongées au bout des branches ou les racémes terminales. Ces fleurs ont cing sépales violacés
ou verts (de 3.5 a 9 mm de long) moyennement velus. Les sépales sont fusionnés ensemble
dans un tube finement nervuré (tube de calice). Les pétales principalement sans poils sont
¢galement fusionnés ensemble a la base dans un tube (le tube de la corolle). Chaque fleur a
¢galement deux étamines et un ovaire surmonté d'un style et inégalement stigmatisé¢ a deux

lobules. La floraison se produit tout au long de I'année (DEEDI, 2016).

Fruits : (le schizocarpe) se divise en quatre segments d'une seule graine (des méricarpes ou
des nutlets) a maturité. Ces «graines» brunes sont largement ovales (largement ovoides) et de

texture lisse (DEEDI, 2016).

La racine : est longue, fibreuse, et pousse une ou deux tiges gréles, un peu velues, presque

simples, et hautes de 50 cm.

Figure 01 : Photo de Salvia verbenaca L. (Originale, 2021).



Introduction

Royaume : Plantes

Sous royaume : Tracheobiontes
Embranchement : Spermatophytes
Division : Magnoliophytes

Classe : Magnoliopsides

Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espéce : Salvia verbenaca L. (Judd et al., 2002).

Cette plante est utilisée contre diverses maladies infectieuses et inflammatoires, le
paludisme, les gonflements durs, les abces, les tumeurs et le cancer (Khosravi Dehaghi et al.,
2014). 1l est rapporté aussi que les espeéces Salvia ont des effets contre les troubles
respiratoires et gastro-intestinaux, l'hépatite, les maladies cardiovasculaires, la perte de
mémoire, les troubles menstruels, les fausses couches et lI'insomnie (Khosravi Dehaghi ef al.,
2014). En médecine traditionnelle d’Afrique du Nord, le genre Salvia est I'un des remeédes de
plantes les plus populaires. Cependant, la décoction de la partie aérienne était utilisée comme
cholagogue, antiseptique, diurétique et astringent (Khlifi ef al., 2006). Beaucoup d’espéces de
Salvia sont utilisées comme tisanes et aromes alimentaires, ainsi que dans les cosmétiques, la

parfumerie et l'industrie pharmaceutique (Taarit et al., 2010).

En ce qui concerne S. verbenaca L., dans les environs de la wilaya de Bordj Bou
Arreridj en Algérie, les feuilles fraiches hachées sont appliquées, en cataplasme, sur les plaies
et les abces vidés pour faciliter leur cicatrisation (Khlifi et al., 2006, Lahsissene et al., 2009).
I1 est mentionné aussi dans le catalogue des plantes aromatiques et médicinales du Haut Atlas
Oriental, que le décocté des feuilles de S. verbenaca L., est consommé pour traiter les
spasmes, les coliques, 1’anxiété et que la tisane des feuilles peut étre utilisée pour traiter la

frigidité, grippe, pharyngite, Angines.
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I1.1. Matériel
I1.1.1 Matériel végétal

Salvia verbenaca L. a été collectée au niveau de la région de draa lebyed (El achir),
wilaya de Bordj Bou Arreridj au mois de février 2021. Elle a été confirmée par Dr. Alliat

Toufik, faculté des sciences, Universit¢é Mohamed El bachir El ibrahimi, Bordj Bou Arreridj.
I1.1.2. Souches bactériennes

Deux groupes de bactéries ont été sélectionnés:
» Des bactéries Gram positif (Gram+) : Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC
25923, Bacillus cereus (B. cereus) ATCC 10876.
» Des bactéries Gram négatif (Gram-) : Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922,
Salmonella typhimurium (S. typhimurium) ATCC 13311.

Ces souches sont conservées dans le milieu MH (Muller Hinton).

11.2. Méthodes
11.2.1. Extraction

L’extraction des composés phénoliques de S. verbenaca L. a été effectuée selon la
méthode décrite par Markham (1982). Brievement, 100g de la partie aérienne (tige et feuilles)
de la plante a été additionné a 1 litre de méthanol/eau distillée (85/15 %), le mélange a été
soumis a une agitation pendant 24 heures, puis laissé reposer quelques heures, ensuite filtré.
Le filtrat a été conservé a 4 °C alors que le précipité a été soumis a une deuxieéme extraction
en suivant le méme protocole avec 1 litre de méthanol / eau distillée (50/50 %). Le deuxieéme
filtrat a été mélangé avec le premier, et le mélange a été filtré pour la derniére fois sur papier
filtre et soumis a une évaporation rotative a 40 °C pour éliminer le méthanol. La solution
obtenue est séchée a 1’étuve afin d’obtenir une poudre de couleur brun foncé qui représente

I’extrait brut (E.Br) (figure 02).
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Figure 02 : Etapes de I’extraction des composés phénoliques.

Un autre extrait est préparé en suivant la méthode décrite par Mahmoudi et ses
collaborateurs (2013) avec une légere modification. 10g de la partie aérienne de la plante a été
macéré dans 100 ml de méthanol/eau (85/15%) pendant 4h a température ambiante, Le
mélange par la suite a été filtré sur une mousseline puis par un papier filtre. Le filtrat est
soumis 4 une évaporation rotative a 40°C dans un rota-vapeur (BUCHI) pour éliminer le

méthanol, I’extrait obtenu est séché puis stocké a température de 4°C jusqu’a son utilisation.
11.2.2. Analyses phytochimiques

11.2.2.1. Dosage des polyphénols

La teneur en composés phénoliques des différents extraits est estimée selon la méthode
de Folin-Ciocalteu (Belkhiri et al., 2017). En effet, 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu est
ajouté a 200 pl d’extrait ou standard avec des dilutions convenables. Aprés 4 min, 800 pl
d’une solution de carbonate de sodium (7.5%) sont additionnés au milieu réactionnel. Apres
2h d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 765 nm. La teneur en
polyphénols totaux est estimée a partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage
¢tablie (Figure 03) avec I’acide gallique (0-160 pg/ml) et exprimée en pg d’équivalent d’acide
gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg Ex).
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Figure 03 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique. Chaque valeur représente la

moyenne + SD (n = 3).

11.2.2.2. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Baghiani ef al., 2010) est utilisée pour
quantifier les flavonoides dans les extraits. La méthode consistait a ajouter 1 ml d’extrait ou
standard a 1 ml de la solution d’AICI3 (2% dans le méthanol). Aprés 10 minutes de réaction,
I’absorbance est lue a 430 nm. La teneur en flavonoides est déduite a partir d’'une gamme
d’étalonnage établie (Figure 04) avec la quercétine (0-30 pg/ml) et exprimée en microgramme

d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg Ex).
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Figure 04 : Courbe d’étalonnage de la quercétine. Chaque valeur représente la

moyenne £ SD (n = 3).
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11.2.2.3. Dosage des pigments chlorophylliens

Les teneurs en B-caroténe, lycopéne et chlorophylle de I’extrait ont ét¢ déterminées
selon Nagata et Yamashita (1992). Brievement, 100 mg de I’extrait est ajouté¢ a 10 ml d’un
mélange acétone-hexane (4:6 V/V) puis agité vigoureusement pendant 1 min, ensuite filtré a
travers un papier whatman N°4. L’absorbance du filtrat est mesurée a différentes langueurs
d’onde : 453 nm, 505 nm, 645 nm et 663 nm. La teneur en pigments est calculée suivant les
équations indiquées ci-dessous et les résultats sont exprimés en milligramme de chlorophylle,

caroténoides ou B-caroténe /g d’extrait sec.

Calcule :
» P-carotéene (mg/100 ml) = 0,216 x A663 — 1,22 x A645 — 0,304 x A505 + 0,452 x
A453.
» Licopéne (mg/100 ml) = - 0,0458 x A663 + 0,204 x A645 — 0,372 x A505 + 0,0806 x
A453.

» Chlorophylle a (mg/100ml) = 0,999 x A663 — 0,0989 x A645.
» Chlorophylle b (mg/100 ml) = -0,328 x A663 + 1,77 x A645.

11.2.2.4. Dosage des tanins condensés « pro-anthocyanidines »

La teneur en pro-athocyanidines est mesurée en suivant le protocole de (Sun et al.,
1998) in (Oyedmi et Afolayan, 2011) avec quelques modifications. Un volume de 0,5 ml de la
solution d’extrait (1mg/ml) est mélangé avec 3 ml de la solution de vanilline (4%, W/V),
préalablement préparée dans du méthanol, et 1,5 ml d’HCI (37%). Le mélange est bien agité,
puis incubé pendant 15 min a température ambiante. L’absorbance est lue a 500 nm. Le blanc
est préparé en mélangeant 0,5 ml d’extrait avec 3 ml de méthanol et 1,5 ml d’HCI. Toutes les
opérations sont réalisées en triplicata. La concentration des tanins est déterminée en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la catéchine (Figure 06). Les résultats

sont exprimés en mg équivalent catéchine/g Ex.
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Figure 06 : Courbe d'étalonnage de catéchine. Chaque valeur représente la

moyenne + SD (n = 3).
I1.2.3.Etude de Pactivité antioxydante in vitro
I1.2.3.1. Test d’activité anti-radicalaire (DPPH)

L’activité anti-radicalaire de 1’extrait de S. verbenaca L est déterminée en utilisant le
DPPH comme un radical libre relativement stable selon le protocole décrit par Moldovan et
ses collaborateurs (2017). Le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur
violette vire au jaune en présence de capteurs des radicaux libres, et se réduit en 2,2'-
diphenyl-1-picrylhydrazine. Ceci permet de suivre la cinétique de décoloration a 517 nm. Un
volume de 50 ul de solution d’extrait ou standard (BHT) est ajouté a 1250 ul DPPH, le
mélange est laissé¢ a I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au contrdle
négatif contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517 nm. L’activité anti-

radicalaire est estimée selon I’équation ci-dessous :

1(%) = [(Ac - At)/Ac] x 100

I : Pourcentage d’inhibition exprimé en %.

A¢: Absorbance de la solution du DPPH (controle négatif).

At : Absorbance de la solution du DPPH en présence de 1’échantillon.

La concentration inhibitrice de 50% du DPPH (IC50) de ’extrait est calculée et exprimée en

ng/mL et comparée avec celle du BHT.
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11.2.3.2. Test ’ABTS *

L’activité anti-radicalaire de I’ABTS de 1’extrait est mesurée par la méthode (Abu et al.,
2017). Une solution d’ABTS (7 mM) est préparée en mélangeant 72 mg d’ABTS avec
13,24mg de persulfate de potassium (2,45 mM) dans 20 ml d’eau distillée et laissée incuber
pendant 16 h. La solution d’ABTS (7 mM) est diluée avec 1’éthanol afin d’obtenir une
absorbance de 0,7+0,002 a 734 nm. 1,9 ml de cette solution sont ajoutés a 100 ul de solution
d’extrait a différentes concentrations. Aprés incubation pendent 30 min a température
ambiante, 1’absorbance est mesurée a 734 nm. Le blanc est préparé en remplacant la solution

d’extrait par I’eau distillée. Le BHT est utilis¢ comme antioxydant de référence.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition et en activité¢ antiradicalaire

(IC50) de la méme fagon que ceux décrits précédemment pour le test DPPH.
I1.2.3.3. Chélation du fer ferreux

La capacité chélatrice de I’extrait est mesurée en suivant l'inhibition de la formation du
complexe Fe2+-Ferrozine, a différentes concentrations, selon la méthode de Ademiluyi ef al.
(2018). La solution d’échantillon (500 ul) est initialement mélangée avec 100 ul FeCI2 (0.6
mM dans I’eau distillée) et 900 pl de méthanol. Apres 5 min, 100 pl de Ferrozine (5 mM dans
le méthanol) sont additionnés au milieu réactionnel, le mélange est bien agité puis laissé agir
pendant 10 min a température ambiante permettant ainsi la formation d’un complexe avec une
couleur violet (Fe2+-Ferrozine) ayant un maximum d’absorption a 562 nm. Par ailleurs, le
contrdle négatif contient tous les réactifs a I’exception de 1’échantillon a tester qui est
remplacé par un volume égal de méthanol. L’EDTA est utilis¢ comme chélateur de référence
a un intervalle de concentration de (0-200 pg/ml).

L’activité chélatrice est exprimée en pourcentage en utilisant 1’équation ci-dessous:
Activité chélatrice (%) = [(Ac- At)/ Ac] x100
Ac : Absorbance du controle
At : Absorbance du test
Les concentrations (ECsg) de I’extrait (4h) qui produisent 50% d’activité chélatrice ont été

calculées.
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11.2.4. Evaluation de ’activité antibactérienne
11.2.4.1. Méthode des puits de diffusion sur gélose

La méthode des puits de diffusion en milieu gélosé est utilisée pour la détermination de
I’activité antibactérienne de 1’extrait S.verbenaca L. selon la méthode décrite par Rahal,
(2005) en présence de quatre souches bactériennes pathogeénes dont 2 souches bactériennes
Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 25 923, Bacillus cereus ATCC 10876) et 2 Gram
négatif (Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 13311).

Les souches bactériennes sont cultivées pendant 24heures a 37 °C sur la gélose Mueller
Hinton (MH). A partir de ces cultures jeunes, des suspensions bactériennes sont préparées
dans l'eau physiologique stérile (NaCl 0.9 %) pour obtenir une turbidité équivalente a 0.5
McFarland (Aycan ef al., 2015). Les concentrations bactériennes de 1’inoculum sont évaluées
par turbidité et sont exprimées par la mesure de la densité¢ optique (DO) a 600 nm sur un
spectrophotométre. Une DO de 0,08 a 0,1 correspond a une concentration de 1.5x10% UFC/ml

(units forming colony/ ml).

La gélose Mueller-Hinton (MH) stérilisée, est distribuée dans des boites de Petri stériles
de 9 cm de diametre a raison de 15 ml par boite, apres solidification, elles ont été inoculées
avec les microorganismes testés. Aprés 1’étalement des souches sur les plats MH, des puits de
07 mm de diameétre sont coupés a partir des géloses inoculées et remplis d’un volume de 30 pl
d’extrait solubilisé¢ dans le DMSO en trois concentrations (100, 200 et 300 mg/ml). Apres 24
heures d’incubation a 37 °C, les diameétres des zones d'inhibition produites par I’extrait sont

mesurés en millimetres (Sokmen et al.,2004).

Analyses statistiques

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne + SD. L’analyse des données a été
réalisée a 1’aide du logiciel Graph pad Prism7, en utilisant le test-t de « Student » pour la
signification, Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de 0.05

(p £0.05).
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II1.1. Rendements des extractions

L’extraction des composés phénoliques de S. verbenaca L. a été effectuée par les
méthodes de Markham (1982) et Mahmoudi et ses collaborateurs (2013) pour obtenir les
deux extraits hydro-méthanoliques (Extrait de 24 h et 4h).

Le tableau (I) résume les résultats des rendements de D’extrait de la plante
S. verbenaca L. obtenus par l'extraction de 24h et 4h des composés phénoliques par le
méthanol (85%) exprimés en pourcentage (%) ; par rapport au poids sec de la poudre

végétale.

Tableau I : Les rendements de ’extrait brut de 4h et 24h.

Extrait 4h 24h
Rendement (%) 2,85 9,23

Le calcul des rendements par rapport au poids sec de la poudre végétale a montré que
I’EBr de 24h représente le rendement le plus élevé (9,23%), tandis que I’EBr de 4h affiche
un rendement plus faible qui est de 3 fois inférieur a celui de ’EBr de 24h, peut étre est

due a la durée d’exposition solvant / plante.

L’EBr de S. verbenaca L. a fait objet de quelques études, dont le rendement a été
supérieur au notre. Notamment celle de Belkhiri (2018) qui a obtenu un rendement de

14,97%.

De nombreux facteurs influencent le rendement, la teneur, les caractéristiques
physico-chimiques et 1la composition chimique de 1’espéce, les conditions
environnementales, la technique et durée de I’extraction, le séchage, la période et le milieu

de récolte, les pratiques culturales et I’age du matériel végétal (El oualilalami ez a/ ., 2013).
I11.2. Analyses phytochimiques

I11.2.1. Dosage des polyphénols

Les polyphénols, particulierement les flavonoides et les tanins, sont des
métabolites secondaires impliqués dans de nombreux processus physiologiques et
doués d’activités biologiques multiples. Dans le présent travail, leur dosage a été réalisé¢

par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, une méthode qui satisfait aux
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criteres de faisabilité et de reproductibilité, de la disponibilité du réactif de Folin et elle

est bien standardisée.

Les polyphénols totaux dans ces extraits sont dosés selon la méthode de Folin-

Ciocalteu utilisant 1’acide gallique comme un composé phénolique standard.

L’analyse quantitative des polyphénols est déterminée a partir de I’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage présentée dans (Figure 03) exprimée en pg

équivalent d’acide gallique par mg de la maticre séche.

Les résultats des deux extrait (24h-4h) ont montré que la concentration des
polyphénols est de 77,38+2,51 mg EAG/g Ex et 36,13£1,87 pg EAG/mg Ex
respectivement qui est inferieur a celle trouvée dans les travaux de Belkhiri (2018) qui a

obtenu une teneur de 177,56 + 2,51 mg EAG/g Ex.
I11.2.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides comme l'un des groupes les plus divers et répandus des
composés naturels, se sont probablement les composés phénoliques naturels les plus
importants. Ces composés posseédent un large spectre d'activités chimiques et

biologiques, y compris les propriétés anti-radicalaires.

La méthode AICI; est simple, peu couteuse et offre une bonne sensibilité. Cette
méthode permet de déterminer la teneur en flavonoides totaux, qui forment un complexe
avec AlICl; méme en présence d’autres composés phénoliques, qui ne peut pas former un

complexe avec AlCls.

L’analyse quantitative des flavonoides est déterminée a partir de 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage présentée dans (Figure 04) exprimée en pg

équivalent de quercétine par mg d’extrait.

Les résultats obtenus ont montré que la concentration des flavonoides dans 1’extrait
de 24h et 4h sont de I’ordre de 10,43 £ 0,3 mg EQ/g Ex et 04,14+0,14 pg EQ /mg Ex,
respectivement. La teneur des flavonoides dans ’EBr de 24h est similaire par rapport a

celle trouvée par Belkhiri (2018) (08,13 £+ 0,45 mg EQ/g Ex).

Les résultats du dosage montrent que la proportion en polyphénols est nettement

supérieure a celle des flavonoides, ceci suggere que les polyphénols présents ne sont pas
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tous des flavonoides, il peut y avoir présence d’autres polyphénols tels que les tanins
catéchiques ainsi que les coumarines (Al-Khateeb et al., 2012). Ces rapports permettent de
conclure que la variation des flavonoides n’est pas relative a celles des polyphénols, cela

peut étre expliqué par la prépondérance des polyphénols non flavonoides.

Des études récentes ont montré que plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur
en composés phénoliques, et flavonoides tels que des facteurs géographiques, climatiques,
génétiques, ainsi que le degré de maturation de la plante et la durée de stockage.

(Aktumsek et al., 2013).

II1.2.3. dosage des pigments chlorophylliens

Les résultats de la (Figure 07) montrent que 1’extrait hydro-méthanolique de la plante
¢tudiée est riche en chlorophylles (a-b) avec des valeurs de 103,06 mg et 38,61mg,
respectivement et 23,11 mg de B-caroténe. Les résultats ont montré aussi 1’absence des

lycopéne dans I’extrait.
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Figure 07 : Teneur en pigments liposolubles (mg/g Ex) de la plante S.verbenaca L.
I11.2.4. Dosage des tanins condensés « Pro-anthocyanidines »

L’analyse quantitative des tanins condensés est déterminée a partir de 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage présentée dans (Figure 06) exprimée en mg

équivalent catéchine par g d’extrait.
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Les résultats montrent que la concentration de Pro-anthocyanidines dans I’EBr de 4h

est d’une valeur de 8,39+ 0,009 mg EQ/g Ex.
II1.3. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro

De nombreuses méthodes qui sont différentes sur le plan de leurs principes d'analyse
et les conditions expérimentales et les antioxydants ont des contributions différentes au
potentiel antioxydant total (Wojdylo et al., 2007). Pour cette raison 1’utilisation de
plusieurs tests antioxydants complémentaires est utile afin d’évaluer le potentiel
antioxydant des extraits (Ksouri et al., 2009). Dans ce travail, trois tests sont réalisés pour
évaluer D’activité antioxydante in vitro de la plante étudiée a savoir : DPPH, ABTS et
chélation du Fer ferreux.

I11.3.1. Test de DPPH

Le test de DPPH est I’'un des procédés les plus fréquemment utilis€s parmi
les tests antioxydants. Cette méthode est utile compte tenu de sa grande reproductibilité,
de la facilité de prise de mesures a la température ambiante sans risque de dégradation
thermique, de son efficacité, de son colit relativement avantageux et de sa rapidité (Akar et
al., 2017). De plus, il peut accueillir de nombreux échantillons sur une courte période et il
est suffisamment sensible pour détecter des ingrédients actifs a de faibles concentrations.
Au cours de ce test, le radical chromogene violet réagit avec les donneurs d'électrons et
d'’hydrogenes a I'hydrazine jaune pale correspondante, et la réaction est surveillée a 517 nm
(Musa et al., 2016). En d'autres termes, le test de piégeage du DPPH est basé a la fois sur
les voies de transfert d'¢lectrons et de transfert d'atomes d'hydrogeéne (Liang et Kitts, 2014).

L’ICs¢ d'un extrait est inversement proportionnelle a sa capacité antioxydante, car
elle exprime la quantité d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration de DPPH
de 50%, qui est obtenue par interpolation a partir d'une analyse de régression linéaire
(Oliveira et al., 2016). Le tableau (II) représente les ICsy des différents extraits et standard,
c’est un parametre utilisé pour estimer 1’activité antioxydante. Plus cette concentration

est faible plus DI’effet antioxydant est trés ¢levé.
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Tableau II : ICsy des extraits bruts de 24h et de 4h de S.verbenaca L. et du standard
(BHT).

IC50 (ng/mL)
Extrait 24h Extrait 4h BHT
30,10+0,96*** 57,80+1,16%** 18,80+0,31

Chaque valeur représente la moyenne = SD (n = 3). *** : p <0.001, comparé avec le contrdle positif BHT.

L’EBr de 24h de S.verbenaca L. a montré une forte activité antioxydante vis a vis du
radical DPPH avec une valeur de (30,10+0,96 pg/ml) par rapport au BHT (p < 0.001),
suivi par I’EBr de 4h (57,80+1,16pg/ml).

Dans une autre étude réalisée par (Tepe et al., 2008) ont trouvé que la capacité anti
radicalaire de I’extrait méthanolique de la méme plante ( ICsy de 14,30 £+ 1,42 ug/mg), est
superieur a celle trouvée dans la presente étude. D’aprés (Hayouni et al., 2007) la nature du
solvant est I’un des parametres les plus susceptibles d’influencer le taux d’extraction et

affecter ainsi 1’activité antioxydante des extraits.
I1.3.2. Test de ’ABTS

La capacité antiradicalaire/antioxydante des produits naturels a partir des plantes est
évaluée avec diverses méthodes. Ces méthodes chimiques sont basées sur la capacité des
composés a ¢liminer les radicaux libres synthétiques. Le DPPH et I’ABTS sont des
radicaux libres largement utilisés comme modéle pour estimer la capacité antioxydante de
plusieurs extraits de plantes (Olszowy et Dawidowicz, 2018; Kasote et al., 2019).
L’activité anti-radicalaire in vitro des extraits de S. verbenaca L. est déterminée par le test
d’ABTS, ce dernier en réagissant avec le persulfate de potassium (K,S,0s) forme le radical
ABTS + de couleur bleue a verte. L'ajout d'antioxydants va réduire ce radical et conduire a
la décoloration du mélange. L’activité anti-radicalaire est estimée par la valeur ICs, qui se
lie a la capacité antioxydante, elle exprime la quantit¢ d'antioxydant nécessaire pour
réduire 50% de la gantit¢ en ABTS, plus la valeur ICs, est basse, plus l'activité
antioxydante d'un composé est grande (Oliveira et al., 2016). Le tableau (III) représente les

ICso de I’extrait brut de 24h et le standard BHT.
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Tableau III : ICsy de I’extrait brut de 4h de S.verbenaca L. et du standard (BHT).

IC50 (ng/mL)
Extrait 4h BHT
31,92+0,11*** 08,29+0,09

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3). *** : p <0.001, comparé avec le controle positif BHT.

L’extrait brut de 4h de S.verbenaca L. a montré une bonne activité¢ anti-radicalaire
vis-a-vis le radical ABTS (IC50=31,924+0,11 pg/ml), mais cette activité reste inférieur par
rapport au BHT (p <0.001).

Diverses études ont déterminé expérimentalement les capacités des extraits naturels a
piéger les radicaux libres qui dépend d’un certain nombre de parametres: la dose, la
structure, les substituant et le degré de polymérisation de la molécule (Kitagawa et al.,
1992). La capacité anti radicalaire est différente d’une espeéce de plante a une autre ce qui
explique la différence des résultats entre la présente étude réalisée avec I’espece Salvia
verbenaca L. et celle de Kamatou ef al. (2010) qui est réalisée avec une autre espece

appelée Salvi amuirii (ICsode 11,9 £ 1,52 pg/ml).

L'activité antiradicalaire d'antioxydants naturels tels que les flavonoides pourrait étre
due a leur richesse en groupement d’hydroxyles. Plusieurs études sur les antioxydants de
plantes du genre Salvia ont attribué leurs activités aux principaux composés phénoliques et
les flavonoides tels que l'abiétane, les diterpénes, l'acide rosmarinique, l'apigénine
méthylique, le carnosate, le genkwanin et la cirsimaritine (Tepe, 2008; Ben Farhat ef al.,

2015a; Ben Farhat et al., 2015b ; Kostic et al., 2015).
111.3.3. Test de chélation du fer ferreux

La capacit¢ de chélation des métaux est importante car elle réduit le métal de
transition agissant comme catalyseur pour générer les premiers radicaux et initier les
réactions en chaine oxydantes a médiation radicalaire dans les systémes biologiques ou
alimentaires. Les agents chélateurs ioniques peuvent également inhiber la réaction de
Fenton et la peroxydation lipidique (Apak et al., 2016). Ainsi, la capacité d’un antioxydant
a chélater les métaux est une propriété antioxydante importante & mesurer. Les ions ferreux
sont généralement présents dans les systémes alimentaires et sont considérés comme des

pro-oxydants efficaces. La ferrozine et le Fe*™ forment un complexe coloré (couleur
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violette). En présence d'agents chélateurs, le complexe ion ferrozine- Fe** est perturbé, ce
qui entraine une diminution de la couleur du complexe. La mesure de la réduction de
couleur a permis d'estimer l'activité de chélation des métaux pour le chélateur coexistant
(Kumar et Jain, 2015). Les capacités de chélation augmentaient a mesure que la

concentration augmentait (tableau IV).

Tableau IV : ECs de ’extrait brut de 4h de S.verbenaca L. et du standard (EDTA).

EC50 (ng/mL)
Extrait EDTA
564,6+26,67*** 05,37+0,13

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3). *** : p <0.001, comparé avec le standard EDTA.

Les resultats montrent que 1’extrait brut (4h) de S.verbenaca L. presente un effet chélateur
modéré avec une concentration effectrice ECsy de 564,6+£26,67ug/ml par rapport au

standard utilisé EDTA (ECso de 5,37+0,13 pg/mL) (p <0.001).

Egalement une activité chélatrice plus élevée de I’extrait méthanolique de S.
verbenaca L. a été rapportée dans les travaux de Mamache (2021) (IC50 de 70,39 + 1,13
ng/ml). La nature du solvant est I'un des parameétres les plus susceptibles d’affecter

I’activité antioxydante des extraits (Hayouni et al., 2007).

l'activité antioxydante de 1’extrait semble étre due a la présence des polyphénols, qui agit
comme réducteurs en transférant un atome d’hydrogene sur le radial alors il se transforme
en une molécule stable (Mathew, S et al., 2015; Gonzalez et al., 2018). Plusieurs travaux
ont mis en évidence les propriétés chélatrices des polyphénols, des acides phénoliques
(Capecka et al., 2005) et plus particulierement des flavonoides (Fernandez et al., 2002 ;
Heim et al., 2002 ; Guo et al., 2007). Cette capacité a former des complexes stables avec
les métaux de transition, notamment le fer et le cuivre est souvent proposée comme 1’un

des mécanismes d’action antioxydante de ces produits naturels (Laguerre et al., 2007).
I11.4. Evaluation de I’activité antibactérienne

Le développement de la résistance bactérienne vis-a-vis les antibiotiques disponibles

actuellement nécessite de la recherche de nouveaux agents antibactériens.
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L'activité antibactérienne de 1’extrait brut (24h) de S.verbenaca L. est basée sur la
méthode des puits de diffusion en milieu gélos¢ Mueller Hinton agar. Les résultats obtenus
sont représentés dans le tableau (V). De manicere générale, des effets antibactériens
significatifs et variables ont ét¢ obtenus avec les différentes doses, aussi bien sur des
bactéries Gram-positive que Gram-négative. Trois concentrations ont été testées 100

mg/ml, 200 mg/ml et 300 mg/ml dont le volume versé dans chaque puits est de 30pl.

Tableau V : Diametre (mm) des zones d’inhibition de I’extrait brut de 24h de S.verbenaca

L. et la Gentamicine.

Zone d'inhibition (mm)

Souches testées EBr EBr EBr Gentamicine

100 200 300 10pg
mg/mL mg/mL mg/mL

E. coli ATCC 25922 0 0 0 36

S. typhimurium ATTC 13311 6,45+0,37 7,9+0,51 9,12+0,35 22
sksksk sksksk skokok

S. aureus ATCC 25923 0 0 0 21

B. cereus ATCC 10876 6,37+0,35 6,46+0,65 7,95+0,82 33
kksk kksk kkosk

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n = 3). *** . p <0.001, comparée avec le contrdle positif

(Gentamicine). (p <0.05, test de Dunnet).

Les résultats réveélent des réponses variables en fonction des souches et de la
concentration de 1’extrait testée. On note que 1’extrait n’exhibe aucun effet sur E. coli et
S. aureus, ces souches se sont montrées résistantes. Par ailleurs, S. typhimurium et
B. cereus sont moyennement sensible a 300 mg/ml d’extrait, les zones d’inhibition

enregistrées sont respectivement de 9,12 et 7,95 mm.

L’EBr de 24h a différentes concentrations a montré un effet significatif contre
S. typhimurium et B. cereus (p< 0.001) avec des zones d’inhibitions de 22 et 33 mm,

respectivement. Toutes les souches testées ont montré une sensibilité a la Gentamicine.

De nombreuses études ont déja signalé la sensibilité des bactéries Gram+ par rapport
aux Gram- (Riahi et al., 2013 ; Brahmi et al., 2016). La résistance des bactéries Gram
négatif peut étre attribuée a la présence de la membrane externe entourant la paroi de la
cellule, pratiquement imperméable aux composés lipophiles grace aux charges négatives

de la surface de son revétement lipopolysaccharidique.
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Reésultats et discussion

De nombreux travaux ont rapporté que plusieurs classes de polyphénols telles que les
acides phénoliques, les flavonoides et les tanins favorisent les mécanismes de défense des
plantes contre les micro-organismes, les insectes, et les herbivores pathogeénes. L’ activité
antibactérienne des plantes serait attribuée a ces métabolites secondaires (Falleh et al.,
2008). Une grande quantité des flavonoides synthétisée par les plantes pour lutter contre
les infections bactériennes, donc il n'est pas surprenant qu'ils présentent une activité
antimicrobienne in vitro (Tsuchiya et al., 1996; Cushine et Lamb 2005). L’activité
bactérienne des flavonoides a été expliquée par leur capacité de former des complexes avec
des protéines extracellulaires solubles et avec la paroi cellulaire bactérienne (Tsuchiya et

linuma, 2000; Cushine et Lamb, 2005).
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

La phytothérapie représente I'un des domaines les plus importants de la médecine
traditionnelle partout dans le monde. Il existe une tendance croissante a corréler les
constituants phytochimiques des plantes avec ses activités pharmacologiques. De plus, les
plantes médicinales et aromatiques sont considérées comme une source importante de
nouveaux médicaments a cause de leur constitution précieuse en molécules bioactives. La
présente étude a tenté¢ de contribuer a la valorisation de S.verbenaca L. trés utilisée en

médecine traditionnelle algérienne pour ses vertus thérapeutiques en établissant une

relation entre ses compositions chimiques et ses activités biologiques.

L’extraction des composés phénoliques par macération (méthanol 85%) a permis de
montrer que la plante S.verbenaca L. est riche en composés phénoliques avec un
rendement estimé de 9,23%, ce dernier est important par rapport a d'autres travaux
similaires. Le solvant hydro-méthanolique et la durée d’extraction (24h) sont avérés les

meilleurs conditions pour un bon rendement d’extraction des composés phénoliques.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux contenus dans les extraits (EBr 4h

et 24h) a montré que I’EBr de 24h est relativement riche en polyphénols et en flavonoides.

Le criblage préliminaire in vitro de ’EBr de 4h réalisé par les trois tests (DPPH,
ABTS, Chélation du Fer ferreux) a montré une activité antioxydante importante, alors que
I’EBr de 24h s’est montré plus efficaces contre le radical DPPH et cela est due a sa
richesse en composés phénoliques par rapport a celui de 4h. D’autre part, une activité

antibactérienne considérable vis-a vis quelques souches testées a eté marquée.

Les résultats obtenus lors de cette étude sont intéressants, mais des études
complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes moléculaires et
cellulaires de ces effets. Ces études doivent €tre aussi orientées vers la détermination des
composés actifs dans l'extrait de S.verbenaca L. Cependant, des recherches

supplémentaires sont nécessaires pour évaluer l'efficacité de I’extrait étudié :

» Fractionnement et isolement des différents constituants de I’extrait hydro-
méthanolique, afin de connaitre la ou les molécules a 1’origine des effets
antioxydants, antibactériens et 1’éventuelle synergie entre elles par

IPHPLC/SM afin d’établir une relation structure-activité.

22



Conclusion et perspectives

Evaluation de I’activité antioxydante in vivo.
Etude de I’efficacité de cet extrait dans le domaine alimentaire afin d'établir
son utilit¢ comme agents antioxydants ou antimicrobiens naturels dans la

sécurité alimentaire.
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