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Résumé

Le travail effectu¢ constitue une contribution a la caractérisation d’une plante
médicinale du Sahara méridional algérien. Il a permis la mise en évidence de ’activité
biologique des fractions de I’extrait éthanolique Salvia chudaei (Lamiaceae) de la

région de Tamanrasset.

L’extrait éthanolique de la partie aérienne de Salvia chudaie a été soumis a
fractionnement a grand échelle par chromatographie sur colonne par des solvants de

polarité croissante, nous avons obtenues des 21 fractions.

L’analyse chromatographique par le CCM et la comparaison des profils

phénoliques de ces fractions montre la richesse et la diversité en composés phénoliques.

Les teneurs des phénols totaux et des flavonoides des fractions étudiées ont été
réalisée par méthode de colorimétrie. Celle-ci nous a permis de confirmer que les
fractions a faibles polarité sont les plus riches en composés phénoliques de 1’ordre de
279.1 £ 7.78 mg EAG/g pour les polyphénols et de 12.2 + 0.01 mg EAG/g pour les

flavonoides.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante en utilisant de méthode ; le piégeage du
radical libre DPPH, a révélé une réponse antioxydante considérable. Il est clair que les
produits obtenus apres cette premicre purification ont une meilleure activité que celle
observée dans I’extrait brut et la fraction F9 est le plus actif de ’ordre del1.736 + 0.501

mg/ml.

Mots clés :Salvia chudaie, chromatographie sur colonne, CCM, polyphénols, Activité

antioxydant.
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Abstract

The work done is a contribution to the characterization of a medicinal plant in the
southern Algerian Sahara. It allowed the demonstration of the biological activity of the

fractions of the ethanolic extract Salvia chudaei (Lamiaceae) from the region of Tamanrasset.

The ethanolic extract of the aerial part of Salvia chudaie  was subjected to
fractionation on a large scale by column chromatography with solvents of increasing polarity,

we obtained 21 fractions.

CCM  chromatographic analysis and comparison of the phenolic profiles of these

fractions shows the richness and diversity of phenolic compounds.

The contents of the total phenols and flavonoids of the fractions studied were carried
out by colorimetric method. This allowed us to confirm that the fractions with low polarity are
the richest in phenolic compounds of the order of 279.1 = 7.78 mg EAG / g for the
polyphenols and 12.2 +£ 0.01 mg EAG / g for the flavonoids.

Evaluation of antioxidant activity using method; trapping of the free radical DPPH,
revealed a considerable antioxidant response. It is clear that the products obtained after this
first purification have a better activity than that observed in the crude extract and the F9

fraction is the most active of the order of 1.736 + 0.501 mg / ml

Key words : Salvia chudaie, column chromatography, CCM, polyphenols, Antioxidant

activity.
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Liste des abréviations

Phase mobile 1: Dichlorométhane/Méthanol (90:10) (v/v)
Phase mobile 2: Butanol/acide acétique/eau (12:3:5) (v/v/v)
DPPH : Diphényl picryl hydrazyl

R : rendement

MF : masse de fraction apres évaporation du solvant

ME: la masse d’extrait éthanolique

CCM: chromatographie sur couche mince

CC : chromatographie sur colonne

Rf : le rapport frontal

EQ : équivalent de quercétine

EAG : équivalent d’acide gallique

ICS0 : concentration inhibitrice de 50%

Vit ¢ : vitamine C (Acide ascorbique)

MeOH : méthanol

Abs : absorbance
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Introduction

Depuis tres longtemps, les plantes médicinales jouent un rdle déterminant dans la
conservation de la santé des hommes et dans la survie de I’humanit¢ (Hammodi, 2015).
Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 4000 sont des plantes médicinales,
ce qui constitue 90% de la médecine traditionnelle en Afrique (OMS, 2003).

En Algérie, I’industrie pharmaceutique en général, mais également des médecins et
des chimistes cherchent a mieux connaitre le patrimoine des especes spontanées utilisées en
médecine traditionnelle.  Leurs modes d’utilisation, leurs indications dans diverses
pathologies ainsi que les principes actifs sont ¢tudiés depuis plusieurs années (Ouldel hadj et
al., 2003). Les ressources végétales spontanées du Sahara constituent une flore d’environs 500
especes de plantes supérieures, dont une partie reste utilisée par les populations comme
plantes médicinales. Tamanrasset est une région montagneuse du Sahara méridional algérien,
ou les plantes médicinales suscitent un intérét aussi bien par les habitants que par les

scientifiques (Benchelah et al., 2004).

Espéce Salvia chudaei caractéristique de la souche d’endémisme continentale insulaire
des montagnes sahariennes, ces aires de répartition sont le Hoggar, Tassili, Tibesti,
assez commune dans le secteur du Sahara central et dans les Oueds rocailleux citez
déja (Roanne et al., 1935 ; Jean-pierre, 2001). Plusieurs especes de Salvia ont une
importance économique en raison de leurs utilisations dans les industries pharmaceutiques,

alimentaires et cosmétiques (Bahadori et al., 2015).

Le régne végétal représentant une source importante d’une grande variété de
molécules bioactives, elles ont été mises a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie
et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides

phénoliques, les tanins, les terpenes et les flavonoides (Bahorun et al., 1996).

Les polyphénols, en particulier, sont doués de multiples vertus thérapeutiques. Ils
jouent un role trés important, principalement dans la lutte contre les cancers, les maladies
cardiovasculaires et la peroxydation lipidique, expliquant ainsi leur grande utilisation dans la
fabrication des médicaments. Ils interviennent aussi dans la protection des plantes contre les

différentes attaques microbiennes (Bruneton,2009).

Notre travail s’articule autour de 1’étude phytochimique de la partie aérienne de Salvia

chudaei ainsi que sur I’évaluation de I’activité antioxydante des fractions préparées.



Introduction

Cette ¢tude a ¢été divisée en deux parties, dans la premiere partie nous présentation une
synthese bibliographique qui regroupe deux chapitres dont le premier concerne la description
de plante Salvia chudaei et le deuxieme chapitre englobe les généralités sur les composés

phénoliques.

La deuxiéme partie est expérimentale consacrée a la présentation des travaux
personnels va divise en deux chapitre, dans le premier chapitre décrit les matériels et les
méthodes utilisées dans ce travail qui porte sur : fractionnement des extraits éthanolique par
chromatographie sur colonne et analyse des fractions par chromatographie sur couche mince
(CCM) ; Détermination la teneur de polyphénols totaux et de flavonoides et évaluation

d’activité antioxydante par le test de piégeage du radical DPPH.

Dans le dernier chapitre, résultats et discussion et enfin une conclusion.
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Chapitre 1. Généralités sur I’espece
Salvia chudaie




Partie I. Chapitre 1 : Généralités sur I'espéce Salvia chudaei

Chapitre 1. Généralités sur I’espéce Salvia chudaei

1.1.1. Famille des Lamiaceae
1.1.1.1. Présentation

La famille des Lamiaceae (labiées) du Latin (Labia) levre signifiant que les fleurs ont une

forme caractéristique a deux lévres (Naghibi et al., 2005).

Comprend environs 6970 espéces réparties en 240 genres. Cette famille est l'une des
premieres a étre distinguées par les botanistes. Et ceci par les particularités de ses caractéres. Ce
sont généralement des plantes herbacées odorantes, a tiges quadrangulaires, feuilles en général,
opposées sans stipules. Le plus souvent hermaphrodites, les fleurs pentaméres. Sont
généralement réunies en cymes axillaires plus ou moins contractées simulant souvent des
verticilles, ou encore condensées au sommet des tiges, et simulant des épis fruit constitué par 4

akeénes plus ou moins soudés par leur face interne. Cette famille est donc caractérisée par :

e Une corolle gamopétale irréguliére a deux lévres, la supérieure formée de deux
pétales, l'inferieure de trois;

e Quatre étamines dont deux plus longues;

e Ovaire de deux carpelles recoupés par une cloison et comprenant ainsi quatre
loges a une graine chacun (tétra chaine) ;

o Des feuilles opposeées et, souvent, une tige de section carrée. (Hammoudi, 2015).

Ces caracteres varient selon les genres : corolle presque réguliere (Mentha) ou uni-labiée
(Teucrium); deux étamines (Salvia) (Ozenda, 1977). Elles sont surtout des plantes
méditerranéennes (Hammoudi, 2015), qui ne se rencontrent guére que dans la région
présaharienne et dans I'étage supérieur du Hoggar, sauf les trois espéces Marrubium deserti,
Salvia aegyptiaca et Teucrium polium qui sont plus largement répandues (Ozenda, 1977). La
famille des Lamiaceae est tres importante dans la flore algérienne, mais certains genres sont de

détermination délicate en raison de la variabilité extréme des espéces (Quezel et Santa, 1963).

;



Partie I. Chapitre 1 : Généralités sur I'espéce Salvia chudaei

1.1.1.2. Intérét nutritionnel et pharmacologique

Cette famille est I'une des principales sources de légumes et de plantes médicinales du
monde entier. Les especes de Mentha, Thymus, Salvia, Origanum, Coleus et Ocimum sont
utilisées comme des Iégumes, des ardmes alimentaires et dans I'industrie du bois (Tecton). En
culture ornementale d'intérieur, on retrouve quelques especes du genre Savory (Satureja

hortensis), crosne de Tubifera, Salvia et Coleus (Hammoudi, 2015).

Notons également que plusieurs espéces de cette famille sont utilisées en medecine
traditionnelle et moderne, comme Lavandula, Teucrium, Thymus et Salvia (Naghibi et al.,
2005). Plusieurs travaux, réalisés in vitro et in vivo, rapportent des résultats intéressants pour
certaines molécules antioxydante d'origine végétale telles que les dicatéchols, la curcumine, les

tri terpénes penta cycliques et les flavonoides.

Dans la pharmacopée traditionnelle africaine, les plantes de la famille Lamiaceae sont
utilisees comme diurétique, anti-syphilitique, anti-diarrhéique, cicatrisante, antiseptique et dans
le traitement de nombreuses affections telles que les problémes intestinaux ou encore le
météorisme (ballonnement du ventre, d0 a des gaz). De nombreuses espéces de cette famille ont
confirmé leur intérét pharmacologique dans la littérature (Hasani et al., 2007., Gabrieli et
al.,2005).

1.1.1.3. Chimie des Lamiaceae

La famille des Lamiaceae est trés étudiée du point de vue chimique, ce qui a permis
d’isoler un grand nombre de substances connues pour leurs diverses activités biologiques, telles
que les huiles essentielles, les terpenoides, les composés phénoliques et les flavonoides (Naghibi
et al., 2005).

1.1.1.4. Toxicité

La plante peut étre toxique sous toutes ses formes fraiche et séche, jeune ou en fleur
(Ozenda, 1977).Les études scientifiqgues montrent que les huiles essentielles peuvent présenter
une certaine toxicité. 1l faut cependant remarquer que celle-ci varie selon la voie d’exposition et
la dose prise (concentration) concernent principalement des enfants et en dehors du cadre
classique d’utilisation. Ces expositions se fait par ingestion, par contact, par inhalation qui peut
induire ou aggraver des probléemes respiratoires (une diminution de la fonction pulmonaire et une

augmentation de la sensation de poitrine oppressée, une respiration sifflante augmenter 1’asthme

-
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chez les populations sensibles). Le manque évident de données sur la toxicité des huiles pour

I’homme invite cependant a la prudence quant aux conclusions a tirer (Khenfer et Medjouel,
2014).

1.1.2. Genre Salvia
1.1.2.1. Présentation

Salvia vient du mot latin "Salvare”, qui veut dire : Guérir, sauver. C'est une plante
magique qui sauve des vies humaines (Fellah et al., 2006). Le genre Salvia (Sauge) fait partir
des genres les plus importants de la famille des Lamiaceae, comprenant pres de 900 especes
réparties dans le monde entier. L'Algérie compte 23 espéces du genre Salvia (Quezel et Santa,
1963). Ce sont des Arbustes ou des plantes herbacées, calice bilabiées, variable a lévres
supérieures tridentées, et a lévres inférieures bidentées, corolle bilabiée, étamine 2 a filet court
surmonté d’un long connectif a 2 branches inégales, I’une portant une loge de 1’anthere et 1’autre,

le plus court une écaille ou bien terminée en pointe (Hammoudi, 2015).
1.1.2.2. Description des plantes de genre Salvia

Le genre Salvia (la sauge) d'origine méditerranéenne de la famille des labiées. Il existe
environ 900 especes identifiées autour du monde (Kabouche, 2005) et 23 espéces en Algérie
(Khenfer et Medjouel, 2014). Ce sont des arbustes ou des plantes herbacées elle peut étre
annuelle, bisannuelle ou vivace selon I'espéce. Le calice est bilabié, variable, a lévre supérieure
tridentée, l'inférieure bidentée. La corolle est bilabiée. Elle comporte 2 étamines, a filet court
surmonté d'un long connectif a 2 branches inégales, l'une portant une loge de I'anthére et l'autre,
le plus court, une écaille, ou bien terminé en pointe (Kabouche, 2005). La tige de 20 a 30 cm est

tres rameuse, feuilles opposées (Khenfer et Medjouel, 2016).

C’est une plante qui dégage une odeur agréable. Elle a des usages médicinaux et

culinaires multiples (Abeiri, 2007).

-
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1.1.2.3. Utilisation traditionnelle de plante du genre Salvia

L’appellation latine démontre bien I’importance de la sauge dans la pharmacopée
traditionnelle. En effet Salvia en latin signifie guérir et "salvare™ qui veut dire sauver. Salvia a
toujours été considérée comme une plante magique qui sauve des vies humaines (Kabouche,
2005). La sauge est appliquée en gargarisme contre les inflammations de la bouche (les aphtes,
les gingivites, I’amygdalite et I’ulcere ...), les abces, et aussi pour la cicatrisation des plaies. Les
infusions de la sauge sont appliquées pour le traitement de plusieurs maladies comme la
circulation sanguine. Cette plante aromatique est employée dans la cuisine pour son godt

puissant lIégerement amer et camphré.

Elle est utilisée dans la prise en charge de différents problemes digestifs : ballonnements
épigastriques, digestion lente, renvois et flatulences. Aussi comme antibactérien, antiviral, anti
tumoral, antispasmodique, antioxydant, calmante, céphalique, febrifuge, les traitements anti-
inflammatoires et des troubles mentaux et nerveux. Elle est également ajoutée comme
désinfectant, cataplasmes et dans certains bains contre les maladies de la peau d’origine
mycosique et pour des raisons encore mystérieuse. Elle semblerait efficace contre 1’asthénie
consécutive a une maladie infectieuse, et contre I’hypersudation nocturne, notamment lorsqu’elle

est liée a la ménopause (Tableau 01) (Khenfer et Medjouel, 2016).

-
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Tableau 01: Utilisations de quelques espéces du genre Salvia.

Espéce

Utilisations

Salvia

miltiorrhiza

Traiter des affections causées par les troubles circulatoires (I’utérus :
amenorrhées, régles douloureuses et fibromes). L'angine de poitrine,
aggravée par l'angoisse et les tres présente en cas d'irritabilité et
d'insomnies. Pour évacuer «la chaleur excessive », particulierement celle
du cceur et du foie. La racine et la pousse est utilisé pour la suppression de
la stase sanguine, soulager les inflammations cutanées (la douleur, abces,
les furoncles et les ulceres), la promotion de la menstruation,
tranquillisant le cerveau et le traitement des maladies cardio-vasculaires,

hépatiques, rénales et cérébro-vasculaires (Kabouche, 2005).

Salvia

officinalis

Arbmes. Remeéde efficace en gargarisme. Elle peut calmer les crises de la
maladie d'Alzheimer et a une activité tranquillisante, antiseptique et
astringente. Régularise le cycle menstruel, la transpiration, les bouffées de
chaleur et modification shormonales. Les feuilles séchées a fumer contre
I'asthme, morsures, piqQres, diarrhées, sueurs nocturnes, Aphtes et
angines. Une décoction de racines est utilisee en cas de maladies

cardiaques et lors de la ménopause (Khenfer et Medjouel, 2014).

Salvia

sclaréa

L’huile essentielle est utilisée comme parfum dans des insectifuges, des
insecticides, des traitements intérieurs contre les puces et les tiques pour
les animaux domestiques et des désinfectants pour tapis. L’extrait sec
utilisé comme agent du conditionnement de la peau pour les applications
topiques et les feuilles fraiches sont utilisées dans les soupes pour la toux,
la grippe, le nettoyage du sang, sur les blessures, pour les douleurs aux
yeux et comme diurétique (Khenfer et Medjouel, 2016).

Salvia

verbenaca

Les feuilles en poudre sont utilisées en cataplasme pour traiter les plaies
(Khenfer et Medjouel, 2014).

Salvia

divinorum

Elle est utilisée sous forme d’infusion comme un tonique ou remede
pouvant guerir tous les maux. La feuille peut étre appliquée sur le front du
patient comme un cataplasme. Utilisée contre la diarrhée, I’anémie et les
rhumatismes (Khenfer et Medjouel, 2014).
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1.1.2.4. Propriétés pharmacologiques des especes de genre Salvia
1.1.2.4.1. Utilisation en médecine traditionnelle

Les plantes de ce genre sont célébrées pour ses utilisations traditionnelles dans le
traitement de certains des maladies comme le rhume, bronchite, douleurs, infections et
hémorragie (Bahadori et Mirzaei., 2015 ; Bahadori et al., 2015). Ces plantes sont utilisées pour
traiter les infections microbiennes, les symptdmes associés aux cancers la diarrhée, les maladies
des yeux (Abdulhamid et al., 2013., et Kamatou, 2008). Ces espéces possédant des activités
biologiques telles que l'activité antioxydante, antidiabétique, antibactérienne, anti-tumorale,
antispasmodique, antiseptique et antinflammatoires. En outre, les espéces peuvent étre utilisées
en tant qu'alternative de conservation des denrées alimentaires traditionnelles (Abdulhamid et

al., 2013 ; Kahraman et al., 2010). On peut citer quelque exemple de ces especes :

Les racines de Salvia miltiorrhiza et de S. grandifolia sont utilisées pour traiter les

maladies cardiovasculaires.

Salvia officinalis : Elle peut calmer les crises de la maladie d'Alzheimer. Cette espéce
présente plusieurs autres activités biologiques dont une activité tranquillisante, antiseptique et
astringente. Régularise le cycle menstruel, la transpiration, les bouffées de chaleur et
modifications hormonales. Les feuilles séchées a fumer contre I'asthme, morsures, piqgdres,
diarrhées, sueurs nocturnes, Aphtes et angines. Une décoction de racines est utilisée en cas de

maladies cardiaques et lors de la ménopause (Khenfer et al., 2016).

Salvia spinosa : Cette sauge est utilisée pour le traitement de la diarrhée, les troubles

urinaires et pour les pieux et douleurs de I'estomac (Bahadori et al., 2015).

Salvia fruticosaa des effets sur diverses maladies de la peau, du sang, et les maladies
infectieuses, ainsi que des maladies de l'appareil digestif, circulatoire, respiratoire, et des
systtmes de l'ostéome musculaires. Elle est également utilisée comme une herbe
hypoglycémique et contre les inflammations, I'hépatite et la tuberculose (Abdulhamid et al.,
2013).

-
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1.1.2.4.2. Effets pharmacologiques

En corréelation avec ces différents usages traditionnels, diverses études ont été menées
afin de confirmer les différents effets des composés phénoliques de quelques especes de genre
Salvia. Par exemple, les composés phénoliques de S. miltiorrhiza ont d’activité antioxydante,
anti-ischémie, anti-thrombose, anti-hypertension, anti-fibrose, antivirale et autres (Khenfer et

al., 2016).

Plusieurs espéces de Salvia ont une importance économique en raison de leurs utilisations

dans les industries pharmaceutiques, alimentaires et cosmétiques (Bahadori et al., 2015).

Le tableau 02 illustre une liste des activités pharmacologiques, en précisant les molécules

présentes dans ces plantes qui ont été testées.
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Tableau 02 : Activités biologiques des composés phénoliques de quelques plantes de genre
Salvia (Khenfer et al., 2016).

Espéces Composés phénoliques | Activités biologiques
Acide gallique,
Salvia Acide caféique, )
S ] o Antioxydante
officinalis L. Acide rosmarinique,

Acides phénoliques.

_ Acide caféique
S. africana — ] o
Acide rosmarinique
caerulea ) )
Acide carnosique

: _ Antioxydante (ABTS,
Acide rosmarinique

S. africana-lutea ] ) DPPH).
Acide carnosique o _
Anti-inflammatoire

Acide caféique

S. albicaulis Acide rosmarinique
Carnosole
S. virgata,
S. nemorosa,
S. officinalis,
S. sclarea Compose sphénoliques Antioxydante
S. persica,

S. reuterana

S. cereal
S. bulleyana, Acide caféique,
S. campanulata Acide rosmarinique, Antioxydante

S. castanea Acide salvianolique
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1.1.3. Espéce : Salvia chudaie Battandier&Trabut
Nom Tamahaq : Awhihat.
Nom vernaculaire (Francais) : Sauge sauvage.

Nom arabique : Tagroufte (Hammiche et Maiza, 2006).

.‘,‘. - 7_7'.4' :
et K

Figure 01 : Salvia chudaei.
1.1.3.1. Position systématique

La taxonomie de Salvia chudaie selon (Quezel et Santa, 1963) :

Régne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous-embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Famille Lamiaceae

Genre Salvia

Espéces Salvi(.al chudaie
Battandier & Trabut

3
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Cette sauge se présente comme un arbrisseau vivace treés rameux, de couleur gris bleuté.
Elle mesure environ 30 & 40 cm de haut et possede des tiges striées trés feuillues. Les feuilles
sont étroites et allongées, crispées sur la marge. A I'extrémité des tiges, les inflorescences en épis
portent de longs poils laineux qui masquent les petites fleurs d’un bleu péle. La plante entiere

dégage une odeur puissante et agréable, un peu camphrée (Ozenda, 1977).

Figure 02 : Feuilles de Salvia chudaei. Figure 03 : Fleurs de Salvia chudaei.

1.1.3.2. Répartition géographique

Espece caractéristique de la souche d’endémisme continentale insulaire des montagnes
sahariennes, ces aires de répartition sont le Hoggar, Tassili, Tibesti, assez commune dans le
secteur du Sahara central et dans les Oueds rocailleux (Jean-pierre, 2001) ou dans d'autres
régions a sables grossiers. On la rencontre par petites colonies aussi bien en altitude, a Didier ou

dans les oueds de I'ouest, qu'au pied du plateau (Hammoudi, 2015).

E
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Figure 04 : Répartition de Salvia chudaei dans les montagnes sahariennes (Jean-pierre, 2001).
1.1.3.3. Utilisation traditionnelle

C’est une plante qui dégage une odeur agréable. Elle a des usages médicinaux et
culinaires multiples. Salvia chudaei est utilisée pour les douleurs abdominales, les spasmes et les
réegles douloureuses, dysménorrhée (Hammiche et Maiza, 2006), contre les maladies
vénériennes, les rhumatismes. Elle a une utilisation pour soulager les maux d’estomac et
également utilisée dans 1’alimentation (les sauces, les condiments, les épices, les ardmes et aussi
pour parfume le thé des Touaregs et aux plats) et dans 1’agri-horticulture (fourrage) (Ozenda,
1977., Hammoudi, 2015).
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Chapitre 2. Généralités sur les composes phenoliques

1.2.1. Les polyphénols
1.2.1.1. Généralités

Le terme « poly phénols » est fréquemment utilisé dans le langage courant et méme
dans des articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner I'ensemble des composés
phénoliques des végétaux. En fait, il devrait étre réservé aux seules molécules présentant
plusieurs fonctions sphénols (Kebbab, 2014). Les composes phénoliques sont des
substances présentes dans tous les végetaux et dans tous les organes de la plante (Lehout
et Laib, 1015).

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement lié
au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que :
éther, ester, hétéroside...etc. (Bruneton, 1999). Ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de
fonctions directes au niveau des activités fondamentales de I’organisme végétal, comme la

croissance, ou la production (Nkhili, 2009).

Les composés phénoliques interviennent dans différents aspects de la vie de la
plante, ils sont ainsi impliqués dans la physiologie de la plante (lignification, interactions
symbiotiques...), dans les mécanismes de défenses de la plante (interactions biotiques et
abiotiques) ou en corduans la coloration des fleurs. Par ailleurs ils sont bénéfiques pour
I‘homme vis-a-vis de certaines maladies de par leur action sur le métabolisme humain et

leur propriété antioxydante (Michel, 2011).

La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples
(acides phenoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymeérisées (tanins
condensés) (Macheix et al., 2005). Les plantes consommées par I’homme fournissent plus
de 8000 composés phénoliques classés en différentes familles selon la nature de leur
squelette carboné (Tlili, 2015).

<
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OH
Acide gallique

Tanins

Figure 05 : Exemples structurales de polyphénols.

1.2.1.2. Classification des composés phénoliques

La classification de ces substances a été proposée par HARBORNE., 1980. On peut

distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre

d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, principales

classes sont largement répandues (Aref et Heded, 2015).

Tableau 03: Classification des composés phénoliques (Belguidoum, 2012)

Structure Classe

C6 Phénols simples

C6-C1 Acides phénoliques et composés dérivés

C6-C2 Acétophénones et acides phénylacétiques

C6-C3 Acides cinnamiques, coumarines,
isocoumarines, chromones

C15 Flavanols, flavanones, flavonols,
flavonones,

anthocyanines et anthocyanidines
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C30 Biflavonyles

C6-C1-C6, C6-C1-C6 Benzophénones, xanthones et stilbéne
C6, C10, C14 Quinones

C18 Bétacyanines

Lignanes , neolignanes Dimeres ou oligoméres

Lignine Polyméres

Tanins Condensé et hydrolysable

1.2.1.3. Biosynthése des composés phénoliques

Les polyphénols sont synthétisés par de deux voies biosynthétique:

a. La voie de Shikimate

La voie de shikimate : C’est souvent la voie de biosynthese des composés
aromatiques, elle joue un role critique pour contréler le métabolisme de la voie de

phénylpropanoide (Laaboudi, 2012).
b. La voie des phénylpropanoides

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en
plus des principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides,
acide salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second

biopolymere le plus important apreés la cellulose (Harrar, 2012).
1.2.1.4. Les flavonoides
1.2.1.4.1. Généralités

Le terme flavonoide (de flavus, « jaune » » en latin) désigne une tres large gamme
de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Les flavonoides constituent
des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes

végétaux (Berkal et Bouchama, 2016).

Les flavonoides représentent une classe de metabolites secondaires largement
répandus dans le régne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux

qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.
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On les trouve dissous dans la vacuole des cellules a I'état d'hétérosides ou comme

constituants de plastes particuliers, les chromoplastes (Laraba et al., 2016).

Les flavonoides ont été designés sous le nom de vitamine P, en raison de leur
efficacité & normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins, cette dénomination fut
abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne correspondaient pas a la
définition officielle des vitamines, il devient clair que ces substances appartiennent aux

flavonoides (Harrar, 2012).
1.2.1.4.2. Structure chimique et classification

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne. Leur structure de base est celle
d’un diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deuxnoyaux
aromatiques qui désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui désigne
la lettre C (Boudjouref, 2011).

Figure 06 : Structure du 2-phényle | Figure 07 : Structure générale des
chromane (Zeghouane, 2014) Flavonoides (Zeghouane, 2014)

De facon générale les flavonoides se trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont
dits aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des
sucres tels que le glucose, le rhamnose, ’arabinose, ils peuvent en outre étre des

monomeéres ou des oligomeres (Boudjouref, 2011).

Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés dans les plantes, et la liste ne cesse de
croitre. C'est a cause de I'apparition de nombreux modeéles de substitution ; les substituant
primaires (groupe hydroxyle) peuvent eux-mémes étre substitués (glycolyses ou acylés)
donnant parfois des structures tres complexes. Les principales classes des flavonoides sont

-
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. les flavonols, les flavones, les flavanones, les flavan-3-ols

, les isoflavones et les
anthocyanes, ilsvarient dans

leurs caractéristiques structurelles par

la diversité
fonctionnelle autour de 1’oxygénation de I’hétérocycle (Boubekri, 2014).
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Figure 08 : Les structures chimiques des principales familles des flavonoides (Laraba et

al., 2016).
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1.2.1.4.3. Biosynthése des flavonoides

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune dérivant de la voie de
I’acide shikimique. Le précurseur de ces molécules est le 4-hydroxycinnamate-coenzyme

Asynthetisé a partir de la phénylalanine (Bruneton, 1999).
1.2.1.4.4. Localisation et distribution

Les flavonoides sont amplement répandus dans le régne végétal (graines,
fleurs,fruits, feuilles) (Dacosta, 2003). On les trouve aussi chez les Psylotales, les

Fougeres, Angiospermes, Asteraceae ...etc.

Les formes hétérosidiques des flavonoides hydrosolubles s’accumulent dans les
vacuoles, et selon les espéces se concentrent dans 1’épiderme des feuilles, ou se
répartissent entre 1’épiderme et le mésophile. Dans le cas des fleurs, ils sont concentrés

dans les cellules epidermiques (Djemai, 2009).

Tableau 04 : Distribution alimentaire des principales classes des flavonoides (Madjour,
2014).

Flavonoides | Exemples Aliments Caracteristiques

Oignon, poireau,

Quercétine | brocolis, pommes, Le groupe le plus abondant
Flavonols . . o
Kaempférol chou frisé, vin des composés phénoliques.
rouge, thé.
Le groupe le plus abondant
des composés phénoliques, les
flavones se différent des
Lutéoline o flavonols seulement parle
Flavones o Persil, celeri. _
Apigeénine manque d'un OH libre en C3,

ce qui affecte ainsi leur

absorption aux UV et mobilité

chromatographique.
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Sont caracteérisés par I'absence
de la double liaison C2-C3, le

Naringénine | Fruits du genre flavanone le plus abondant est
Flavanones o ) o
Eriodictyol Citrus. la naringénine, isolée pour la
premiére fois a partir des ecorces de
citrus.
Caracteérisés par leur variabilité
o Graines de soja et structurale dont I'attachement du
Genisteine ] ] )
Isoflavones o produits qui en cycle B se fait en C3. Ils sont
Daidzeine . )
dérivent. présents dans les plantes sous forme
libre ou glycosylee.
o Flavan3ols ainsi que flavan3,
Catéchine )
o ) ) 4diols sont tous les deux
Epicatéchin Vin rouge, thé o ) .
_ ] impliqués dans la biosynthése
Flavan3-ols e noire, thé vert, o )
) ] de proanthocyanidines (tanins
Epigallocaté | cacao, chocolat. ) )
) condenses) par des condensations
c -hine ) o
enzymatiques et chimiques
Raisins, vin )
Représentent le groupe le
- rouge, .
Antho- Cyanidine . . Plus important des substances
o .. | certaines varietés ) _
cyanidines | Delphénidie g colorées, ces pigments
e
o hydrosolubles contribuent a la
céréales.

1.2.1.4.5. Quelques propriétés des flavonoides

Les flavonoides protegent les plantes contre les radiations UV, elles sont
également impliquées dans les processus de défense de la plante contre les infections
bactériennes et virales. Agissent comme des pigments ou des Co-pigments. Peuvent
moduler la distribution d’auxine, comme elles fonctionnent comme des signaux
moléculaires de reconnaissance entre les bacteries symbiotiques et les Iégumineuses afin
de faciliter la fixation de 1’azote moléculaire. Agis sur la régulation de 1’élongation des
tiges et interviennent dans la maturité des fruits. Sont a I’origine des golts amers et

astringents afin de repousser les animaux herbivores (Harrar, 2012).
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1.2.1.4.6. Activités biologiques des flavonoides

Comme cela a été démontré par de nombreux travaux, les flavonoides sont des
molécules de défense contre les organismes pathogeénes, leurs propriétés ont été exploitées
pour leur un potentiel en thérapeutique contre les microorganismes. On leur reconnait des
activités antivirales, anti-tumorales, anti-inflammatoires, antiallergiques et anticancéreuses.
Ils ont également des actions positives sur le diabéte, les maladies d’Alzheimer et de

Parkinson (Saffidine, 2015).
1.2.1.5. Propriétés biologiques des composés phénoliques

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les
flavonoides en particulier sont tres poussées en raison de leurs diverses propriétes
physiologiques comme les activités antiallergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire,
hépatoprotective, antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogenique, anti-
thrombotique, cardioprotective et vasodilatoire. Ces actions sont attribuées a leur effet
antioxydant qui est due a leurs propriétés redox en jouant un réle important dans la
destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de 1’oxygene, ou

décomposition des peroxydes (Belyagoubi et al., 2012).

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines:
la phytothérapie et I’hygieéne alimentaire. D’apres les études multiples attestant de 1’impact
positif de la consommation de polyphénols sur la santé et prévention des maladies, les
industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols ou des
suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydant assure une meilleure
conservation des denrées alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique. Dans
I’industrie cosmétique, les composes phénoliques trouvent leur application pratique en
luttant contre la production des radicaux libres néfastes dans la santé et la beauté de la
peau. En phytothérapie, méme si certaines indications sont communes a plusieurs classes
(les propriétés vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux flavonoides
qu’aux anthocyanes, tanins et autres coumarines), chaque classe chimique semble étre

utilisée pour des bénéfices spécifiques (Zeghouane, 2014).
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1.2.1.6. Role des polyphénols dans les plantes

Une des fonctions majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des
plantes notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante
exerce un effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, assurant par ce biais
une étape fondamentale de sa reproduction. On peut également noter que les flavonoides,
en repoussant certains insectes par leur golt desagreable, peuvent jouer un réle dans la
protection des plantes. Les flavonoides montrent d’autres fonctions intéressantes dans le
contrdle de la croissance et du développement des plantes en interagissant d’une maniére
complexe avec les diverses hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux jouent
également un role de phtaléines, c’est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en
grande quantité pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par des
bactéries. D’autre part, les composés phénoliques possédent souvent une activité

antimicrobienne (Ghedadba et al., 2015).
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Chapitre 1 : Matériels et méthodes
I1.1.1.Matériels
I1.1.1.1. Matériel végétal

La plante Salvia chudaei Batt. & Trab. Récoltée a Tamanrasset (Hoggar centre) au
printemps en 2016. La partie aérienne séché a I’abri de la lumic¢re et de "humidité, a
température ambiante. Apres séchage, 1’échantillon a été broyée a des fines poudres, puis
macéré dans I’éthanol pendant 24h, et stockée soigneusement dans un endroit sec en vue de

leurs analyses.
11.1.1.2.Matériels de laboratoire

PH metre (210. Meterlab).

Balance électronique.

Rotavapeur.

Colonne de Chromatographie.

Etuve.

Plaque chromatographie sur couche mince.

Spectrophotometre UV-Visible (SCHIMADZU, Japon).

YV V.V V V V V

Un certain nombre d’accessoires et petit matériel spécifique est utilisé dans le cadre de
cette ¢tude: Micropipettes, Spatule, Coton, Papier a filtre, gants et masques pour manipulation
des produits dangereux et différents types de verrerie (béchers, fioles jaugées, Ballons,

pipettes graduées, tubes a essais, Erlenmeyers, burette...).
I1.1.1.3.Produits chimiques

Ethanol (C2H50H), L’eau distillée, Méthanol (CH30OH), Chloroforme (CHCL;),
Dichlorométhane, Butanol, Acide acétique, Vanilline, Acide sulfurique, carbonate de sodium,
I’acide gallique, Réactif de Folin-Ciocalteu, Trichlorure d’aluminium (AICls),Quercitine,

DPPH, vitamine C (Acide ascorbique).

F
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I1.1.2.Méthodes
I1.1.2.1.Analyse chromatographique des extraits

Ensemble de méthodes qui assurent la séparation des constituants d’'un mélange en
utilisant deux phases non miscibles: les divers constituants sont entrainés d’une maniere
différentielle par une phase mobile le long d'une phase stationnaire. « Phase » : toute partie

homogene d’un systeme.
La séparation de solutés se réalise entre deux phases :

= Une phase stationnaire, par définition immobile ; choisie pour sa grande affinité pour les
divers solutés.
= Une phase mobile qui entraine les divers solutés, en fait, les solutés se partagent entre la

phase stationnaire et la phase mobile.

La séparation des composants entrainés par la phase mobile, résulte soit de leur
adsorption et de leur désorption successive sur la phase stationnaire, soit de leur solubilité

différente dans chaque phase.

L'échantillon contenant une ou plusieurs especes est entrainé par un courant de phase
mobile (liquide, gaz ou fluide supercritique) le long d’une phase stationnaire (papier, gélatine,
silice, polymere, silice greffée etc) ; chaque espece se déplace a une vitesse propre dépendant

de ses caractéristiques et de celles des deux phases.

Cette technique d'analyse chimique peut étre couplée a un détecteur en vue d'une

analyse qualitative ou quantitative du milieu (Dari.,2016).
I1.1.2.1.1. Par chromatographie sur colonne

Généralement, les techniques chromatographiques sont employées pour la séparation
des mélanges et la purification des produits chimiques. En effet, la chromatographie sur
colonne (CC) est une méthode de base dans toute étude phytochimique, elle permet dans un
premier temps de simplifier les extraits naturels en des fractions, comme elle est utilisée par la
suite pour purifier les constituants de ces mélanges. L’¢lution peut étre effectuée par
différentes méthodes, soit a pression normale soit en appliquant de moyennes

pressions.(Ousameur et Ksikis., 2016).

&
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]

T +4«— Eluant
Pince -.I;

—— Silice

——

La colonne doit étre
maintenue solidement

Coton

Figure 09 : Chromatographie sur colonne
I1.1.2.1.1.1. Mode d'opération
a- Préparation de colonne

En plus de la nature de la phase stationnaire, la colonne capillaire est caractérisée par
trois parametres géométriques: sa longueur (65 cm), son diametre interne (30 mm), chacun

exerce une influence déterminante sur la qualité de la séparation (Tidjani., 2016).

Introduire un petit morceau de coton au fond d’une colonne propre et seéche, munie
d’un robinet a la base. Maintenir la colonne verticalement a l'aide d'une pince en bois fixée a

un suppott.

Ensuite, Mettez de petits cercles de papier filtre sur le coton. Dans Pécher, nous
mélangeons 200 g de silice gel avec du chloroforme, puis le versons dans la colonne. Apres le

mélange sera stabilisé remettez des autres cercles des papiers filtres.

=
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Figure 10: Etape de stabilisation de phase stationnaire (Ba et Settour,2018).
b- Préparation d’extrait

Nous pesons 10g de I’extrait de Salvia chudaei (pré préparé) et on ajoute une quantité de
méthanol, ensuite ce mélange est placé dans Rotavapeur sans pression pour assurer
I’homogénéiser de mélange. Aprés cette étape, le méme mélange que nous y ajoutons 5g de
silice gel et il est retourné au Rota vapeur sous pression jusqu’a ce que le méthanol s’évapore.
Enfin on met I’extrait obtenu dans krestersoire un a sécher et devenir une poudre. Placez
l'extrait éthanolique de I’espéce Salvia chudaei dans la colonne doucement, Ensuite, nous

fixons les cercles de papier filtre.
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Figurell : L'extrait éthanolique dans la colonne (Ba et Settour,2018).
c- Phase mobile

Nous apportons plusieurs fractions en différentes quantités de phase mobile

(Dichlorométhane et Méthanol) comme indiqué dans le tableau 05.
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Tableau 05: Pourcentages d’¢lution du systéme Dichlorométhane-MeOH.

Pourcentages de | Fractions
Dichlorométhane

100 % F1
F2
F3
95 % F4
F5
90 % F6
F7
80 % F8
F9
70 % F10
F11
60 % F12
F13
50 % F14
F15
25 % F16
F17
0% F18
F19
100% Eau F20
F21

Apres la séparation, les fractions obtenues sont condensées et pesés pour calculer le

rendement d’extraction.
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11.1.2.1.1.2. Détermination de rendement

Le rendement des extraits a été calculé par la formule suivante:

* 100

R(%) = ME
Ou:

v" R: est le rendement en %.
v' MF: est la masse de fraction aprés évaporation du solvant en mg.

v' ME:est la masse d’extrait éthanolique en mg (Falleh et al., 2008).
11.1.2.1.2.Analyse par chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une méthode analytique utilisée pour la
séparation, identification des constituants d’un mélange complexe par entrainement a I’aide
d’une phase mobile le long d’une phase stationnaire, en se basant sur les phénomenes

d’adsorption et de partage (Riov et Gottlieb., 1980).
I1.1.2.1.2.1.Principe

Elle consiste a placer sur une feuille (papier, silice ou autre) une tache et la laisser
¢luer en la trempant dans un solvant ou un mélange de solvant (appelé ¢luant) qui diffuse le
long du support. La tache migre sur la plaque plus ou moins vite selon la nature des
interactions qu’elle subit de la part du support (phase stationnaire) et de 1’éluant (phase
mobile). Elle est basée sur une interaction de type électrostatique/liaison hydrogene. Le
principe du « qui se rassemble s’assemble », souvent rencontré en chimie permet encore
d’expliquer ici la nature des phénomenes impliqués. Il n’existe pas de théorie pour la CCM
permettant de choisir le bon ¢luant (c’est lui le plus dur a trouver).La CCM se déroule en trois
¢tapes, préparation de la cuve, préparation de la plaque et I’¢lution. Une cuve de
chromatographie se compose de la cuve et d’un couvercle. Le couvercle sert d’une part a
éviter 1’évaporation du solvant mais surtout a réaliser la CCM en atmosphere

saturée.(Touami., 2017).

&
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Plaque de silice
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Echantillon
recueilli pendant Echantillon
'expérience de référence

Figure 12 : Principe de chromatographie sur couche mince CCM.
11.1.2.1.2.2.Mode opératoire

Les analyses sont effectuées en phase normale, avec des plaques de silice (Silica gel
60 F-254, de 0,25 mm d’épaisseur) déposées sur des feuilles d'aluminium, ce qui constitue la
phase stationnaire. Sur les plaques commercialisées, on a déposé 10 pLL de chaque fractions (5
mg/ml dans le méthanol) et le quercétine (comme référence) et ensuite introduits dans des
cuves conventionnelles en verre préalablement saturée par la phase mobile, qui peut étre
généralement un mélange binaire ou ternaire de solvants, selon le type de séparation

recherchée. Dans notre cas, deux systémes de solvants ont été utilisés (Diallo et al., 2004).

Tableau 06: Systémes solvants utilisés pour la CCM de gel de silice.

CCM sur gel de silice
Solvants Proportions
Butanol/acide acétique/eau (12:3:5) (v/v/v)
Dichlorométhane /méthanol (90:10) (v/v)

Apres développement, les plaques CCM sont séchées, observées sous lampe UV a 254

nm et 366 nm, pulvérisées par un mélange.
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11.1.2.1.2.3. Révélation

La solution utilisée comme révélateur est préparée comme suit : peser 1g de vanilline
en poudre et le placer dans un ballon jaugé de 100 ml. Ajoute quelques millilitres (environ 20
ml) d’éthanol pour la dissolution et porter au volume avec de 1’éthanol. Enfin, ajouter goutte a
goutte 2 ml d’acide sulfurique concentré. La solution ainsi obtenue ne peut étre utilisée que
dans les 48 heures qui suivent sa préparation (Panzu., 2008). Apres pulvérisation, la plaque
est chauffée a I’étuve a 110°C pendant 5 minutes afin de révéler les spots obtenus (Tlili.,

2015).
11.1.2.1.2.4. Le rapport frontal Rf
La valeur du Rf est définie comme suit : (Tidjani., 2016)

La distance entre l'origine et la tiche du produit.
~ La distance entre l'origine et le front du solvant.

I1.1.2.2.Analyse quantitative
11.1.2.2.1.Dosage de polyphénols totaux

Les polyphénols sont estimés par la méthode de FolinCiocalte (Wong et al., 2006). Ce
dosage repose sur le réactif de FolinCiocalteu qui est constitu¢é d’un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. L’oxydation des phénols réduit ce réactif
en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdene. L’intensité de la couleur est

proportionnelle au taux de composés phénoliques oxydés (Boizotet Charpentier., 2006).

100 uL de chaque fraction choisies ont ajoutés a 2 ml du réactif de Folin-Ciocalteu
dilué 10 fois, apres 10 min, 1 ml d’une solution de carbonate de sodium (75g/L) sont ajoutés.
L’absorbance est mesurée a 765 nm apres 2 heures d’incubation. Les concentrations des
polyphénols sont déduites a partir des gammes d’étalonnage établies avec 1’acide gallique (0—
1,2 mg/ml) et sont exprimées en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait (mg EAG/g).

|
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11.1.2.2.2. Dosage de flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorunet al., 1996) est utilisée pour
quantifier les flavonoides dans les différents extraits de Salvia chudaei .1 ml de chaque
fraction et du standard avec les dilutions convenables sont ajoutés a 1 ml d’AICI13 (2% dans le
méthanol). Apres 10 min d’incubation, I’absorbance est lue a 430 nm. Les teneurs en
flavonoides sont déduites a partir des gammes d’étalonnage établies avec la quercitine (0-0,05

mg/ml), et sont exprimées en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait

(mg EQ/g).
I1.1.2.3.Evaluation de I’activité antioxydante (Test de piégeage du radical DPPH)

Afin d’étudier I’activité antiradicalaire des différents extraits, nous avons utilisé la
méthode basée sur le DPPHe (diphénylpicrylhydrazyl) comme un radical relativement stable,
selon le protocole décrit par(Mansouriet al.,, 2005). Le test consiste a mettre le radical DPPH
(de couleur violette), en présence des molécules dites antioxydantes afin de mesurer leur
capacité a le réduire. La forme réduite (diphénylpicrylhydrazine : de couleur jaune) n’absorbe
plus a 515 nm, dont I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des

antioxydants (Sanchez-moreno., 2002).

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml
de méthanol. 50 pL. des solutions des fractions ou standard (quercétine, vitamine C) sont
ajoutés a 1,95ml de DPPH, le mélange est laiss¢é a l’obscurit¢ pendant 30min et la
décoloration par rapport au contrdle négatif contenant uniquement la solution de DPPH est

mesurée a 517 nm. L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation suivante :
Activité antiradicalaire % = [(Abs controle - Abs échantillon) / Abs controéle] x100

Les concentrations des extraits dans le milieu réactionnel sont comprises entre 0 et
12,5 mg/ml. Alors que pour I’antioxydant standard (Quercétine, vitamine C) est comprises

entre 0 et 0,1 mg/ml

ICS0 : Concentration de 1’extrait nécessaire pour réduire a 50% la concentration initiale du

radical DPPH.

=
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I1.2.1. Analyse chromatographique des extraits
I1.2. 1.1. Par chromatographie sur colonne (CC)

10 g de I’extrait éthanolique sont fractionnés sous pression atmosphérique dans une
colonne ouverte de gel de silice. L’¢lution s’est faite initialement au moyen du
dichlorométhane pur, puis par augmentation de la polarité progressive par le méthanol, et

finalement par le méthanol pur et de ’eau. Des 21 fractions sont collectées a I’issue de ce

Chapitre 2 : Résultats et Discussions

fractionnement, les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 07.

Tableau 07 : Résultats de chromatographie sur colonne de I’extrait brut de Salvia chudaie.

Fractions Rendement % Couleurs
F1 0.35 Jaune
F2 0.183 Vert jaune
F3 0.296 Vert
F4 0.123 Vert clair
F5 0.653 Vert foncé
Fé6 1.21 Le vert est noir
F7 2.397 Huile marron
F8 3.659 Huile marron
F9 6.834 Marron vert
F10 12.849 Marron
F11 8.406 Vert marron
F12 11.661 Marron foncé
F13 13.706 Marron
F14 12.149 Marron
F15 7.233 Marron clair
F16 9.291 Marron clair
F17 10.832 Marron clair
F18 9.90 Marron clair
F19 14.336 Orange
F20 13.669 Marron clair
F21 1.084 Jaunatre blanc

-
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A la lumiére des résultats obtenus on observe un bon rendement, la richesse en
polyphénols peut justifier ces pourcentages de rendement. La différence de masse, de
rendement et des couleurs entre les fractions est due aux la réaction entre le systéme de phase

mobile avec ’extrait brut.
11.2.1.2. Analyse par chromatographie sur couche mince (CCM)

Pour une caractérisation partielle de différentes fractions du Salvia chudaie, une
analyse par chromatographie sur couche mince a ¢été réalisée. Les systémes de migration

utilisés sont :

e Butanol/acide acétique/eau (12:3:5) (v/v/v)
e Dichlorométhane /méthanol (90:10) (v/v).

Les résultats observés et les différentes Rf d’extrait brute et le standard (Quercétine)

sont représentés dans le tableau 08.

-
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Tableau 08 : Résultats de CCM des d’extrait éthanolique brute et de quercétine.

Phase mobile : Dichlorométhane/Méthanol (90:10)
Extrait Rf Vanilline sulfurique
0.04 Marron
Brute 0.06 Gris foncé
0.08 Gris clair
Quercétine 0.82 Jaune
Phase mobile : Butanol/acide acétique/eau (12:3:5)
Brute 0.26 Jaune
0.28 Vert
0.33 Bleu
0.39 Violet
0.42 Brune
0.52 Marron clair
0.6 -
0.66 -
0.69 Jaune
0.81 -
0.86 -
0.94 Jaune
Quercétine 0.89 Jaune

On remarque dans cette tableau I’extrait brute contient 03 tache dans la phase mobile

let 12 taches pour la phase mobile 2. La quercétine présente une tache de Rf égale 0.82 dans

la phase mobilelet de Rf égale 0.89 dans la phase mobile 2.
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11.2.1.2.1. Analyse par CCM des fractions a 0% méthanol.

Les résultats observés et les différentes Rf'a 0% méthanol.

Tableau 09 : Résultats de CCM des fractions a 0% méthanol.

Phase mobile : Dichlorométhane/Méthanol (90:10)

Fraction Rf Vanilline
sulfurique
F1 - -
F2 - -
F3 - -

Phase mobile : Bu

tanol/acide acétique/eau (12:3:5)

F1

F2

F3

On observe aucune tache due les deux phases mobiles utilisés ne sont pas spécifique.

Nous avons choisi F2 pour titre d’exemple, on peut dire que ces fractions ne contiennent pas

des polyphénols.

11.2.1.2.2. Analyse par CCM des fractions a 05% et 10%méthanol

Les résultats observés les différentes Rf et le couleur a 05% et 10% méthanol.

Tableau 10: Résultats de CCM des fractions a Dichlorométhane et MeOH (95% : 5%).

Phase mobile : Dichlorométhane/Méthanol (90:10)

Fraction Rf Vanilline sulfurique
F4 - -
F5 0.9 Rouge
0.94 Violet

Phase mobile : Butanol/acide acétique/eau (12:3:5)

F4

F5

0.89

Jaune
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Ce tableau montre que la fraction F4 ne contient pas les taches dans la phase mobile
1 et la phase mobile 2 tandis que la fraction 5 contient deux taches dans la phase mobile 1 et

une tache dans la phase mobile 2.

Tableau 11 : Résultats de CCM des fractions a Dichlorométhane et MeOH (90% : 10%).

Phase mobile : Dichlorométhane/Méthanol (90:10)

Fraction Rf Vanilline sulfurique
Fé6 0.73 Vert
0.78 Bleu
0.88 Gris
0.94 Jaune
F7 0.48 Marron clair
0.56 Gris clair
0.62 Violet
0.8 Gris
0.87 Vert
0.9 Jaune
Phase mobile : Butanol/acide acétique/eau (12:3:5)
F6 0.86 Violet
0.92 Jaune
F7 0.63 -
0.85 Jaune

Dans ce tableau, nous remarquons que la F6 est le plus riches en polyphénols, qui

rassemble de six taches dans la phase mobile 1 et deux Taches dans la phase mobile 2.
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11.2.1.2.3. Analyse par CCM des fractions a 20% méthanol
Les résultats observés les différentes Rf et le couleur a 20 % méthanol.

Tableau 12: Résultats de CCM des fractions a Dichlorométhane et MeOH (80% : 20%).

Phase mobile : Dichlorométhane/Méthanol (90:10)
Fraction Rf Vanilline sulfurique
F8 0.52 -
0.6 -
0.83 -
0.88 -
F9 0.13 Gris foncé
0.22 Marron
0.38 Rouge
0.45 Vert
0.5 Bleu
0.56 Violet
0.87 Jaune
Phase mobile : Butanol/acide acétique/eau (12:3:5)
F8 0.75 -
0.89 -
F9 0.4 Bleu
0.48 Jaune
0.58 Violet

Ces résultats ont montré que la fraction F9 contient dans la phase mobile 1 sept et

trois taches dans la phase mobile 2.
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11.2.1.2.4. Analyse par CCM des fractions a 30 % méthanol
Les résultats observés les différentes Rf et le couleur a 30 % méthanol.

Tableau 13: Résultats de CCM des fractions a Dichlorométhane et MeOH (70% : 30%).

Phase mobile : Dichlorométhane/Méthanol (90:10)

Fraction Rf Vanilline sulfurique
F10 0.12 -

0.14 -

0.21 -

F11 0.07 Gris foncé
0.1 Bleu
0.16 -

0.19 -

Phase mobile : Butanol/acide acétique/eau (12:3:5)
F10 0.16 -
0.37 -
0.46 -
0.48 -
0.81 -
F11 0.26 Bleu
0.38 Vert
0.46 -

Ce tableau montre que la fraction F11 est les plus intéressants, et présent quatre spots

pour la phase mobile 1 et trois pour la phase 2.
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11.2.1.2.5. Analyse par CCM des fractions a 40 % méthanol
Les résultats observés les différentes Rf et le couleur a 40 % méthanol.

Tableau 14: Résultats de CCM des fractions a Dichlorométhane et MeOH (60% : 40%).

Phase mobile : Dichlorométhane/Méthanol (90:10)

Fraction Rf Vanilline sulfurique
F12 0.08 -

0.12 -

F13 0.09 Orange

0.14 Bleu

Phase mobile : Butanol/acide acétique/eau (12:3:5)
F12 0.19 -
0.4 -

0.42 -
0.46 -

0.62 -

F13 0.25 Marron

0.42 -
0.48 Bleu

0.54 -
0.62 -

Le profil phénolique de F13 est important qui montre son richesse en nombreux

taches.

.
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11.2.1.2.6. Analyse par CCM des fractions a 50% méthanol
Les résultats observés les différentes Rf et le couleur a 50 % méthanol.

Tableau 15: Résultats de CCM des fractions a Dichlorométhane et MeOH (50% : 50%).

Phase mobile : Dichlorométhane/Méthanol (90:10)

Fraction Rf Vanilline sulfurique
F14 0.1 -
0.14 -
F15 0.06 Bleu
0.9 -
0.12 -

Phase mobile : Butanol/acide acétique/eau (12:3:5)

F14 0.19 -

0.45 -
0.79 -
F15 0.14 Marron
0.22 -

036 Jaune
0.46 -
0.5 -
0.56 -
0.62 -

La fraction F15 contient des diverses classes des polyphénols. Composé sept tache .
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11.2.1.2.7. Analyse par CCM des fractions a 75 % méthanol

Les résultats observés les différentes Rf et le couleur a 75 % méthanol.

Tableaul6 : Résultats de CCM des fractions a Dichlorométhane et MeOH (25% : 75%).

Phase mobile : Dichlorométhane/Méthanol (90:10)

Fraction

Rf

Vanilline sulfurique

F16

0.06

0.1

0.15

F17

0.06

0.9

0.15

Phase mobile : Butanol/acide acétique/eau (12:3:5)

F16

0.14

0.22

0.42

0.58

0.59

F17

0.14

0.24

0.41

0.46

Ce tableau montre la bonne séparation et la richesse de deux fractions analysées .
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11.2.1.2.8. Analyse par CCM des fractions a 100% méthanol
Les résultats observés les différentes Rf et le couleur a 100% méthanol.

Tableau 17: Résultats de CCM des fractions a100% MeOH.

Phase mobile : Dichlorométhane/Méthanol (90:10)

Fraction Rf Vanilline sulfurique
F18 0.09 -
0.21 -
F19 0.08 -

Phase mobile : Butanol/acide acétique/eau (12:3:5)

F18 0.14 -
0.41 -
0.58 -
F19 0.16 -
0.35 -

Nous avons remarqué que, la F18 présente trois des taches.
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11.2.1.2.9. Analyse par CCM des fractions aqueuses
Les résultats observés les différentes Rf et le couleur a 100% Eau.

Tableau 18: Résultats de CCM des fractions a100% Eau.

Phase mobile : Dichlorométhane/Méthanol (90:10)

Fraction Rf Vanilline sulfurique
F20 0.1 -
0.14 -
0.29
F21 - -

Phase mobile : Butanol/acide acétique/eau (12:3:5)

F20 0.1 Vert
0.22 Marron
0.34 -
0.39 -
0.53 -

F21 - -

Les chromatogrammes obtenus présentent une bonne migration ; par conséquent une

bonne séparation qui permet ’analyse qualitative des composés phénoliques.

Les taches sont bien distinctes et montrent une richesse considérable des fractions
analysées en substances phénoliques. Partant de leurs fluorescences et Rf, les échantillons
sont riches en flavones en premier lieu qui correspondent aux taches violettes, brunes et

bleues (Touami, 2017).

Les différences des valeurs de Rf sont dues a la polarité des composés vis-a-vis du
systeme de solvants d’¢lution et la phase stationnaire. Les molécules méthylées ont un Rf plus
¢levé que celles glycosylées. Notons aussi qu’a travers cette analyse nous déduisons que les
fractions continentes plus de composés polaires. Nous avons choisi les fractions F2, F6, F9,
F11, F13, F15, F18, F20. Le choix d’une fraction a analyser se base sur certains critéres a

savoir, la simplicité de sa CCM analytique et la quantité suffisante.
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Figure 13 : Chromatogramme des fractions d’extrait éthanolique de Salvia chudaie.
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I1.2.2. Analyse quantitative

11.2.2.1. Dosage de polyphénols

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique

adaptée de (Wong et al., 2006) avec le réactif de Folin-Ciocalteu.

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de

I’extrait (mg EAG/g). Cette teneur est calculée en utilisant 1’équation de la régression linéaire

de la courbe d’étalonnage tracée de ’acide gallique (Figure14).

Figure 14 :
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Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

Les teneurs en polyphénols de fractions analysées sont regroupées dans la figure 15.
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Figure 15: Résultat des teneurs en polyphénols totaux.
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La figure 15 montre que les teneurs en polyphénols varient considérablement entre les
fractions dosées. Ces résultats montrent que la fraction F9 présente la valeur la plus élevée de
composé€s phénoliques (279.1 = 7.78 mg EAG/g), suivi par le F6 (258.5 + 0.21 mg EAG/g
d'extrait). D'apres les résultats précédents, nous avons remarqué que les fractions issues des
phases mobiles a faible polarité renferment la majorité des composés phénolique totaux. Cela
peut étre justifié par les résultats de Marhoune et Boulebtina, (2017), qui montrent que
meilleur solvant d’extraction est le méthanol, puisque, la plupart des phénols simples peuvent

facilement d’étre extraire par les alcools.

Ces résultats montrent la quantité important de polyphénols dans les différentes
factions testées vis-a-vis D’extrait brut (2.5 mg EAG/g d'extrait) dosé par les travaux de
Hammoudi, (2015), cette différence peut €tre due a la pureté des fractions et le dosage par ce
réactif donne une évaluation brute de tous les composés phénoliques d’un extrait. Il n'est pas
spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés peuvent réagir avec le réactif,

donnant un taux phénolique apparent ¢levé (Tawaha et al., 2007).
11.2.2.2. Dosage de flavonoides

Le dosage des flavonoides a ¢té réalis¢ par la méthode colorimétrique décrite par
(Bahorun et al., 1996). La teneur en flavonoides des différentes fractions de la plante est

exprimée en mg équivalent de quercétine (EQ) par gramme d’extrait (Figurel6).
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Figure 16 : Courbe étalonnage quercétine pour le dosage de flavonoide.
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La quantité de flavonoides de fractions dosés est schématisée dans la (figure 17)
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Figure 17: Résultat des teneurs en flavonoides.

Les résultats de teneurs en flavonoides (figurel7), font apparaitre que la F6 contient la

quantité le plus important (12.2 = 0.01 mg EQ/g d’extrait).

Cet histogramme montre que la majorité des flavonoides est élué dans les phases
mobiles de 10 a 20% de méthanol, donc on peut déduit que les flavonoides de I’extrait
¢thanolique brut de la partie aérienne de Salvia chudaie sont des flavonoides a moyenne

polarité.

D'apres les résultats de Hammoudi, (2015) la dose de flavonoides de l'extrait brute du
Salvia chudaie est de I’ordre de 1 mg EQ/g d’extrait. Cette quantité est moins important que
la quantité des flavonoides dans les différentes fractions. Cela peut étre due a la sensibilité de
trichlorure d’aluminium, le degré de pureté des fractions et I’interaction entre les molécules

de flavonoides.

Les résultats obtenus par I’analyse quantitative fait apparaitre que les fractions
d’extrait éthanolique de la partie aérienne de Salvia chudaie peuvent étre considérées comme

une source éventuelle de cette classe de métabolites secondaires.
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11.2.3. Evaluation de ’activité antioxydante (Test de piégeage du radical DPPH)

Dans ce test les antioxydants réduits décolorent le radical DPPH, en le transformant en
un composé jaune le diphenyl picryl hydrazine. L’ampleur de la réaction dépendra de la

capacité des antioxydants a donner ’hydrogene (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

L’activité antioxydante de nos fractions est exprimée en IC50 (figurel8), ce parametre
a ¢été défini comme une concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de
I’activité de DPPH (couleur). Ces IC50 sont déterminés graphiquement, dont 1’abscisse

représente la concentration des extraits et ’ordonnée 1’activité antioxydante en pourcentage.
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Figurel8: Les résultats de concentrations inhibitrices 50 % de DPPH des différentes

fractions.

Ces résultats ont montré une activité antiradicalaire de 1’acide ascorbique (vitamine C)
tres puissante de I'ordre de 0.187+0.0374 mg/ml, et révele que nos fractions ont des pouvoir
antioxydant modéré, et nous observons que la fraction F9 est le plus actif de 1.736 = 0.501

mg/ml. Cette activité due a la quantité important de polyphénol et le flavonoide.

Cet histogramme, a montré une différence entre le pouvoir antiradicalaire enter les
fractions testées, Cela revient peut-étre aux calasses de polyphénols contenues dans les deux

extraits.
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Les flavonoides sont des composés naturels qui interviennent non seulement dans la
pigmentation des végétaux, mais aussi qui présentent des activités biologiques, telles que des

actions antioxydante (Tigrine et Moudache, 2013).

D’apres I’étude de Hammoudi, (2015) de I’extrait éthanolique brut de Salvia chudaie
Batt. & Trab. Qui trouve Dactivité antiradicalaire de 1’ordre de 5.53+ 0.31 mg/ml. Cette
résultat est faible par rapport a I’activité de nos fractions. Par conséquent, il est clair que les
produits obtenus apres cette premicre purification ont une meilleure activit¢ que celle

observée dans I’extrait brut due a I’effet antagoniste entre les molécules des polyphénols.

=
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Conclusion

Dans le but de la valorisation d’une des plantes de la famille Lamiacées issue de la
région de Tamanrasset, en I’occurrence Salvia chudaei, nous avons effectué un
travail permettant pour contribuer a la mise en évidence de la fractionnement et 1’activité

biologique de polyphénols.

L’extrait éthanolique de la partie aérienne de Salvia chudaei a été soumise a
fractionnement a grand échelle par chromatographie sur colonne par des solvants de polarité
croissante, nous avons obtenues des 21 fractions, aprés I’analyse chromatographique par le CCM
et la comparaison des profils phénoliques de ces fractions, nous a conduit a la composition par

diverse classes des polyphénols dans les fractions obtenues.

La teneur en composés phénoliques des plantes estimées par la méthode de Folin-
Ciocalteu est comprise entre 279.1 + 7.78 mg EAG/qg et 66.4 + 2.33 mg EAG/g de fraction F9 et
F20 respectivement.

Le dosage des flavonoides par la méthode d’AlCIs a révélé que F6 est le plus riche avec

un teneur de 12.2 + 0.01 mg EQ/g d’extrait.

La variation de la teneur des composés phénoliques entre les différentes fractions, montre
que ’augmentation de polarité change significativement la quantité des composés phénolique
élués, et nous avons remarqué que les fractions a faible polarité sont les plus riches en ces

COMPOSES.

Les résultats obtenus par I’analyse quantitative fait apparaitre que les fractions d’extrait
éthanolique de la partie aérienne de Salvia chudaei peuvent étre considérées comme une source

éventuelle de cette classe de métabolites secondaires.

L’évaluation de I’activité antioxydante en utilisant de méthode ; le piégeage du radical
libre DPPH, a révélé une réponse antioxydante considérable. Les résultats varient
significativement d’une fraction a un autre. La fraction F9 est le plus actif de I’ordre del.736 +

0.501 mg/mi

L’aptitude antioxydante, d’extrait éthanolique de plante Salvia chudaei, présente une

bonne correlation avec les teneurs en polyphénols totaux, et les teneurs en flavonoides.

Comme les résultats obtenus in vitro, dans ce travail, ne constituent qu'une premiére

étape dans la recherche des substances, de source naturelle, biologiquement actives, nous




Conclusion

pouvons émettre certaines perspectives a envisager dans cet axe de recherche et compléter ainsi

notre projet, il s’agit de :

» Purifications des fractions par des petites colonnes (deuxiéme colonne).
» La réalisation des tests biologiques in vivo afin de mettre en évidences certains

principes actifs.
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Annexe

Annexe 01 :Résultat de rendement
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Photo des fractionsF10-F21.



Annexe

Annexe 02 : Résultat de I’activité antioxydant
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Annexe 03 : Résultat de CCM

Photo de chromatogramme des fractions d’extrait éthanolique de Salvia chudaei.



Le travail effectué constitue une contribution a la caractérisation d’une plante médicinale du Sahara
méridional algérien. Il a permis la mise en évidence de I’activité biologique des fractions de I’extrait
éthanolique Salvia chudaei (Lamiaceae) de la région de Tamanrasset. L’extrait éthanolique de la partie
aérienne de Salvia chudaei a été soumis a fractionnement a grand échelle par chromatographie sur colonne par
des solvants de polarité croissante, nous avons obtenues des 21 fractions. L’analyse chromatographique par le
CCM et la comparaison des profils phénoliques de ces fractions montre la richesse et la diversité en composés
phénoliques. Les teneurs des phénols totaux et des flavonoides des fractions étudiées ont été réalisée par
méthode de colorimétrie. Celle-ci nous a permis de confirmer que les fractions a faibles polarité sont les plus
riches en composés phénoliques de 1’ordre de 279.1 = 7.78 mg EAG/g pour les polyphénols et de 12.2 £+ 0.01
mg EAG/g pour les flavonoides. L’évaluation de ’activité antioxydante en utilisant de méthode ; le piégeage
du radical libre DPPH, a révélé une réponse antioxydante considérable. Il est clair que les produits obtenus
apres cette premiere purification ont une meilleure activité que celle observée dans 1’extrait brut et la fraction
FO est le plus actif de I’ordre del.736 + 0.501 mg/ml.

Mots clés :Salvia chudaei, chromatographie sur colonne, CCM, polyphénols, Activité antioxydant.
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The work done is a contribution to the characterization of a medicinal plant in the southern Algerian
Sahara. It allowed the demonstration of the biological activity of the fractions of the ethanolic extract Salvia
chudaei (Lamiaceae) from the region of Tamanrasset. The ethanolic extract of the aerial part of Salvia chudaei
was subjected to fractionation on a large scale by column chromatography with solvents of increasing
polarity, we obtained 21 fractions. CCM chromatographic analysis and comparison of the phenolic profiles of
these fractions shows the richness and diversity of phenolic compounds. The contents of the total phenols and
flavonoids of the fractions studied were carried out by colorimetric method. This allowed us to confirm that the
fractions with low polarity are the richest in phenolic compounds of the order of 279.1 + 7.78 mg EAG / g for
the polyphenols and 12.2 + 0.01 mg EAG / g for the flavonoids. Evaluation of antioxidant activity using
method; trapping of the free radical DPPH, revealed a considerable antioxidant response. It is clear that the
products obtained after this first purification have a better activity than that observed in the crude extract and
the F9 fraction is the most active of the order of 1.736 + 0.501 mg / ml.

Key words : Salvia chudaei, column chromatography, CCM, polyphenols, Antioxidant activity.




