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Résumé

Le présent travail a pour objectif I’étude d’une des plantes d’intérét médicinal dans
la région de Tamanrasset, en I’occurrence Salvia chudaei. I'échantillon choisi est étudiés a
travers leur contenant qualitatif en composés alcaloides, suivi d’une analyse par
chromatographie sur couche mince et évaluation in vitro des activités antioxydant et
antimicrobienne de ces composés. l'extraction des alcaloides a permis d'obtenir un
rendement de l'ordre de 0,116%. I’analyse qualitative par CCM, aprés révélation et
visualisation sous UV a 365 nm, a permis de mettre en évidence de nombreuses taches
(spots) ont des Rf et des couleurs différents, ce qui indique que la plante Salvia chudaei est
riche en plusieurs classes des alcaloides. I'évaluation de pouvoir antioxydant qui a été
réalisée en utilisant la méthode de DPPH, a montré que I'extrait d'alcaloide est un pouvoir
antioxydant relativement modéré par rapport a celui de l'acide ascorbique. I’étude de
I’activité antimicrobienne a été effectuée sur six souches par la méthode de diffusion sur
disque. les résultats obtenus indiquent que 1’extrait d’alcaloides de partie aérienne de
Salvia chudaei sont révélés actif vis a vis les souches testées, et sont beaucoup plus actives

sur la souche fongique.
Mots-clés: Salvia chudaei, alcaloides, CCM, activité antioxydant , activité

antimicrobienne, Tamanrasset.



Contribution to the biological characterization of alkaloid de Salvia
chudaei Batt. & Trab.
Abstract

The present work aims at the study of one of the plants of medicinal interest in the
region of Tamanrasset, in this case Salvia chudaei. the selected sample is studied through
their qualitative container of alkaloid compounds, followed by analysis by thin layer
chromatography and in vitro evaluation of the antioxidant and antimicrobial activities of
these compounds. the extraction of the alkaloids made it possible to obtain a yield of the
order of 0.116%. the qualitative analysis by TLC, after revelation and visualization under
UV at 365 nm, made it possible to highlight many spots (spots) of Rf and different colors,
which indicates that the plant Salvia chudaei is rich in several classes of alkaloids The
antioxidant evaluation, which was performed using the DPPH method, showed that the
alkaloid extract is relatively mild antioxidant relative to that of ascorbic acid. the study of
antimicrobial activity was performed on six strains by the method of diffusion on disk. the
results obtained indicate that the extract of alkaloids from the aerial part of Salvia chudaei
have proved to be actively inhibitory with respect to the strains tested, and are much more
active on Fungal.

Key words: Salvia chudaei, alkaloid, TLC, antioxidant activity, antimicrobial activity,

Tamanrasset.
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Introduction

Le Sahara algérien est constituée de 500 especes végétales, dont on dénombre 162
espéces endémiques dans le Sahara seul et a laquelle s’ajoute une tradition séculaire de
pharmacopée traditionnelle. Plusieurs de ces espéces sont connues par leurs propriétés
thérapeutiques remarquables (Fellous, 2003).

L'utilisation des plantes médicinales pour le traitement des maladies vient
habituellement de la croyance qu'elles présentent une trés faible toxicité du fait de leur
origine naturelle. Selon I'organisation mondiale de la santé, autour de 80 % de la
population du monde emploie la médecine traditionnelle pour le soin de santé. Ces études
ont pour but d’une part, de confirmer les propriétés thérapeutiques et d’autre part
I’identification des principes actifs a 1’origine de vertus attribuées aux plantes (Gomes et
al., 2012).

Le régne végétal représentant une source importante d’une grande variété de
molécules bioactives, elles ont ét¢ mises a profit dans I’industrie alimentaire, en
cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composes on retrouve, les coumarines, les
alcaloides, les acides phénoliques, les tanins, les terpénes et les flavonoides (Bahorun et
al., 1996).

Les alcaloides constituent I'une des catégories les plus larges de produits naturels,
étant synthétisé pratiqguement par tous les organismes vivants (Fattorusso et Taglialatela-
Scafati, 2008). Ce sont des molécules bioactives a faible poids moléculaire et trouvés dans
environ 20 % des espéces de plantes (Facchini, 2001). Parmi leurs fonctions est
d’intervenir dans les relations plantes prédateurs (protection) mais jusqu'a aujourd’hui, la
détermination de la fonction des alcaloides dans la plante reste incompléte (Bruneton,
2009).

Les propriétés antioxydants des principes actifs des extraits provenant de diverses
sources végetales continuent a avoir un tres grand intérét comme supplément en médecine
complémentaire. La plupart de ces extraits contiennent des alcaloides qui sont d’ailleurs de
plus en plus utilisés en thérapeutique, en tant que sources de médicaments, les plantes
restent encore sous exploitées surtout dans le domaine de la microbiologie médicale
(Mohammedi, 2013).

Les plantes constituent donc une source intéressante de nouveaux composés dans la
recherche de molécules bioactives donc 1’objectif de notre travail consiste a 1’extraction

des alcaloides de Salvia chudaei récoltée dans la région de sud Sahara d’Algérie
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(Tamanrasset) et 1’¢tude de leurs activités biologiques (I’activité antioxydant et
antibactérienne).

On a s'envisage cette étude en deux parties; Dans la premiere partie, nous
présentons une synthese bibliographique qui regroupe deux chapitres dont le premier est
concerne une description détaillée de la plante étudiée. Le deuxiéme chapitre englobe les
généralités sur les alcaloides.

La deuxieme partie quant a lui, il est partie en deux chapitres. Le premier chapitre
décrit le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail qui porte sur :

v" L'extraction des alcaloides.

v' L’analyse de l'extrait par CCM.

v Une étude de l'activité antioxydante des par le piégeage du radical libre DPPH.

v Evaluation de I’activité antimicrobienne

Dans le dernier chapitre, nous présenterons les résultats obtenus, leur discussion et leur

conclusion.



Premiere partie

Etude bibliographique



Chapitrel.

Présentation de la

plante étudiée



Chapitre | Présentation de la plante étudiée

La famille des Lamiaceae (Labiatae) est composée de 236 genres et 7136 especes.
Cette famille est I'une des premieres a étre distinguées par les botanistes (Pistrick, 2002 ;
Alice et al., 2016 ; Hammoudi, 2015 ) et ceci par la particularité de ses caractéres. Ce sont
généralement des plantes herbacées odorantes, a tige quadrangulaire et a inflorescences
verticillées. Les feuilles sont généralement opposées ou verticillées, simples ; il n'y a pas
de stipule. Les fleurs sont bisexuées et zygomorphes. Le calice est synsépale. Le fruit est
une drupe avec 1a 4 noyaux. On note le caractére aromatique des plantes de cette famille
(Guignard, 2001).

Les plantes de cette famille sont surtout des plantes méditerranéennes (Carrubba
et al., 2006), qui ne se rencontrent guére que dans la région présaharienne et dans I'étage
superieur du Hoggar (Ozenda, 1977).

I.1. Présentation de genre Salvia

Le genre Salvia est un membre de la famille des Lamiaceae (Bahadori et al., 2015)
et contient plus de 959 espéces réparties a I'échelle mondiale (Alice et al., 2016), et qui
manifeste des variations morphologiques et génétiques selon leurs origines géographiques
(Mirjalili et al., 2006). L'Algérie compte 23 espéces (Hammoudi, 2015). dont certains
sont économiquement importants car ils sont utilisé comme épice et aromatisant dans le
domaine de la parfumerie et cosmétiques (Miguel et al., 2011; Colmenares et al.,2006).

Depuis I’antiquité, les espeéces de Salvia ont été utilisées dans la médecine
traditionnelle comme médicament contre les coliques, la diarrhée, fievre, rhume, grippe,
maladie du foie et problemes abdominaux, et dans le traitement de la bronchite chronique,
des attaques fébriles, rhumatisme, debilité sexuelle, ainsi que mentale et maladies
nerveuses (Miguel et al., 2011; Al-Jaber et al., 2012).

1.2. Espece Salvia chudaei Battandier et Trabut

e Nom Tamahaqg : Awhihat.
e Nom vernaculaire (Francais) : sauge sauvage (Abeier, 2007).

e Nom arabique : Tagroufte (Hammiche et Maiza, 2006).
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Photo (01) : L'espece Salvia chudaei Battandier & Trabut (Hammoudi, 2015).
1.2.1. Position systématique

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

Regne Planta

Emranchement Spermaphyte

Sous —Embranchement | Angiospermes

Classe Dicotylédone
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Salvia
Espéce Salvia chudaei

1.2.2. Description botanique

La plante Salvia chudaie est un arbrisseau vivace trés rameux, de couleur gris
bleuté. Elle a environ de 30 a 40 cm de haut et possede des tiges striés tres feuilles. Les
feuilles sont étroites et allongées, denticulées, au bord crénelé et crispé. A I'extrémité des
tiges, les inflorescences en épis courts au sommet de rameaux tres nombreux portent de
longs poils laineux qui masquent les petites fleurs d'un bleu péle. La plante entiére dégage
une forte odeur agréable, un peu camphrée (Sahki et Sahki, 2004 ; Benchelah et al., 2011
; Ozenda, 1977).
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Les parties aériennes de la plante sont utilisé localement en médecine traditionnelle
pour le traitement de la dysménorrhée, douleurs abdominales, spasmes, insolation et
gonorrhée (Hammiche et Maiza.,2006).

Figure (01): Morphologie de S. chudaei (Battandier et Trabut 1907 ; Will et al., 2015)
1.2.3. Répartition géographique

Espéce 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 l'ouest, qu'au pied du plateau
(Hammoudi, 2015). (Sahki et Sahki, 2004 ; Benchelah et al., 2011).

1.2.4. Utilisation traditionnelle

C'est une plante qui dégage une odeur agréable. Elle a des usages médicinaux et
culinaires multiples. (Maiza et al., 1993 ; Hammiche et Maiza, 2006), contre les maladies
venériennes, les rhumatismes. Elle a une utilisation pour soulager les maux d'estomac et
également utilisée dans I'alimentation (les sauces, les condiments, les épices, les aromes et
aussi pour parfume le thé des Touaregs et aux plats) et dans I'agri-horticulture (fourrage)
(Burkill, 1985 ; Ozenda, 1977; Sahki et Sahki, 2004; Benchelah et al.,2011 ;

Hammoudi, 2015). En cuisine, on l'ajoute a certains plats en condiment, a la viande ou
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aux bouillies de mil. Il s'agit aussi d'un paturage possible (Ozenda, 1977; Sahki et Sahki,
2004; Benchelah et al., 2011).

1.2.5. Travaux antérieurs

D'aprés la littérature consultée, il ya deux études sur la plante de Salvia chudaei

dans I'Algérie

1.2.5.1. Activité antimicrobienne

Dans ce travail montre que l'huile essentielle a été testée contre les agents
pathogenes microbes dont les bactéries : quatre Gram positif [Bacillus subtilis (ATCC
6633), Staphylococcus aureus (CIP 7625), Staphylococcus epidermidis (CLM), Listeria
monocytogenes (CIP 82110)], trois Gram négatif [Escherichia coli (ATCC 10536),
Pseudomonas aeruginosa (CIP A22), Salmonella enterica (CIP 81.3)] et une levure
[Candida albicans (IPA 200)]. Des souches bactériennes ont été cultivées dans la gélose
Muller — Hinton (Institut Pasteur, Algérie) et des levures ont été cultivées dans Gélose
Sabouraud dextrose (Institut Pasteur, Algérie).Tout les souches microbiennes ont été
incubées pendant 24 heures a 37°C (Kunduhoglu et al., 2011).

A partir de cette travail conclure que I'effet de I'huile essentielle est limité a Gram
positif bactéries et il est inactif contre les bactéries a Gram négatif. Le meilleur effet
inhibiteur a été détecté contre S. epidermidis et C. albicans, suivis des effets contre B.
subtilis, S. aureus et L. monocytogenes. Aussi I'huile essentielle de S. chudaei pourrait étre
utilisée pour la prévention ou le traitement des maladies graves de la peau causées par S.
epidermidis et C. albicans. En outre, il pourrait convenir & la inhibition de la croissance de
la détérioration des aliments et d'origine alimentaire pathogénes causes par B. subtilis, S.
aureus et L. monocytogenes. (Tenore et al., 2011; Tepe et al., 2005).

Dans autre travail les tests biologiques effectués un effet antimicrobien
remarquable sur les différentes souches microbiennes testées : Staphylococcus aureus
ATCC 27923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Proteus mirabilis ATCC 39452, Enterobacter
cloacae ATCC 13047, Enterococcus faecalis ATCC 29212 et Candida albicans.
(Hammoudi, 2015).
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1.2.5.2. Activité antioxydante

Le potentiel antiradicalaire des extraits a été déterminé par quatre méthodes
différentes : le test de DPPH, le FRAP, I'ABTS et le test de Phosphomolybdate
(Hammoudi, 2015).

A partir de cette travail lorsqu’il est testé par DPPH et / ou tests B-caroténe / acide
linoleique ( Tepe et al., 2004; Ebrahimabadi et al .,2010; Tel et al .,2010; Yumrutas et
al ., 2012), tandis que d'autres rapportent un antioxydant modéré a bon potentiels de
plusieurs espéces de Salvia ( Tenore et al.,2011; Fellah et al.,2006; Tepe et al.,2005;
Liand.,2009). Leur obtenir les différents résultats peuvent étre expliqués par la variation
dans leur composition chimique. Composantes majeures présentées dans I'huile essentielle
de S. chudaei analysée dans cette étude ont été signalés pour posséder une faible activité
antioxydante (Ruberto et. Baratta., 2000).
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Les métabolites secondaires sont des produits & structure chimique souvent
complexe, on recense plusieurs milliers de métabolites (au moins 30000 structures
caractérisees) et sont classées selon leur appartenance chimique (Judd, 2002). Parmi ces
substances, on trouve les composés phénoliques, les flavonoides, les tanins, les
saponosides, les terpénoides et stéroides et les alcaloides qui ont des intéréts multiples mis
a profit dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique (Iserin, 2001). Ces derniers
constituent un des plus grand groupes de métabolites secondaires avec prés de 10000 a
12000 différentes structures qui représentent un groupe fascinant de produits naturels
(Roberts et Wink ,1999 ; Stockigt et al., 2002).

11.1. Définition des Alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit par W. Meissner au début de XIX e siécle pour
désigner des substances naturelles réagissant comme des bases, comme des alcalis (de
I'arabe al-gali, la soude et du grec eidos, I'aspect). Plus de 15000 alcaloides ont été isolés

(Dunet, 2009) depuis la découverte de la morphine (Croteau et al., 2000).

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles composés de carbone,
d’hydrogéne, d’oxygéne et d’azote (Schauenberg et Paris., 2005).Typiquement comme
les amines primaires, secondaires, ou tertiaires et cela confére la basicité a I'alcaloide, en
facilitant leur isolement et purification comme sels solubles dans I'eau formés en présence
des acides minéraux (Hess,2002). lls peuvent étre présents dans tous organes (Ziegler et
Facchini , 2008). Leur teneur est trés variable, généralement comprise entre 0,1% et 2 a 3
% du poids sec de la drogue (Roux et Catier, 2007). Les alcaloides existent rarement a
I’état libre dans la plante, mais le plus souvent ils sont combines & des acides organiques

ou a des tanins (Ziegler et Facchini, 2008).
11.2. Classification des Alcaloides

La classification des alcaloides la plus utilisée est celle se basant sur la structure
chimique de ces composés et leurs précurseurs moléculaires, ainsi les alcaloides sont
classés en trois grands types : les alcaloides vrai, les pseudo- alcaloides et les proto-
alcaloides (Aniszewski, 2007).
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11.2.1. Alcaloides vrais

IIs dérivent d'acides aminés et comportent un atome d'azote dans un systéeme
hétérocyclique. Ce sont des substances douéees d'une grande activité biologique, méme a
faibles doses. lls apparaissent dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous forme d'un
sel, soit comme N-Oxide (Milcent et Chau, 2003).

11.2.2. Pseudo-alcaloides

Ne sont pas dérivés aminés. lls peuvent cependant étre a la voie des acides aminés
I’intermédiaire d’un de leurs précurseurs, ou d’un de leurs postcurseurs (dérivés) ils
peuvent aussi résulter d’animation, ou les postcurseurs d’acides aminés (Aniszewski |,
2007).

11.2.3. Proto-alcaloides

Ce sont des amines simples, dont lI'azote n'est pas inclus dans un hétérocycle. Ils

dérivent aussi d'acides aminés (Milcent et Chau, 2003).

11.3. Biosynthese des Alcaloides

Contrairement a la plupart des autres types de métabolites secondaires, les
nombreuses classes d'alcaloides ont des origines biosynthétiques unique (Figure 04)
(Ziegler et Facchini, 2008). Les noyaux de base de ces différents alcaloides dérivent des

acides aminés du métabolisme primaire (Nacoulma, 2013).
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Figure (02) : Origine biosynthétique de différentes classes d’alcaloides (Nacoulma, 2013).
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11.4. Propriétés physico-chimiques

Ils ont des masses molaires variant de 100 a 900 daltons ;

e Sont plus souvent des solides cristallisables ;

¢ Quelques-uns sont liquides a la température ordinaire (alcaloides généralement non
OXYQeénés) ;

e |lIs sont rarement colorés ;

¢ lls sont presque toujours capables de dévier la lumiére polarisée ;

¢ lls sont des composés a caractere basique ;

e ils donnent des sels avec les acides minéraux (Chlorhydrates, sulfates,
nitrates,...etc) ou organiques (tartrates, sulfamates, maléates,...etc)

e Les bases sont tres peu ou insolubles dans I'eau, solubles dans les solvants
organiques apolaires et dans les alcools a titre élevé.

e La basicité des alcaloides est tres variable, elle est en fonction de la disponibilité du
doublet libre de I’azote. Des groupements électro-attracteurs adjacents a I'atome

d'azote diminuent la basicité alors que des groupements électro-donneurs I'exaltent.

e La basicité est un facteur d’instabilité pour ses molécules qui, a 1’état de base et en
solution, sont sensibles a la chaleur, a la lumiére et a I’oxygene.
e Grace a la capacité qu'ont les alcaloides de se combiner avec des métaux et des

métalloides, la caractérisation des alcaloides est possible avec des réactions de précipitation

par des réactifs généraux des alcaloides (Bruneton, 2009).

11.5. Distribution et Localisation des alcaloides

Les alcaloides sont principalement présents dans le régne végétal chez les
Angiospermes qui en contiennent 10 a 15 %, sont rares chez les bactéries (pyocyanine de
Pseudomonas aeruginosa) et les champignons (psciloscine).Ces composés sont également
présents chez les animaux (flustramine, saxitoxin, samandarine,...etc.) (Singla et al., 2010).
Les alcaloides chez les végétaux sont souvent localisés dans les tissus périphériques
(assises externes des ecorces de tiges et de racines, téguments des racines,...ect).Ils sont
stockes dans des vacuoles cellulaires, leurs synthese se fait souvent dans des sites précis :
racines en croissance, cellules spécialisées de laticiferes, chloroplastes, avant d’étre
transportés dans leurs sites de stockage (Krief, 2003). Les végétaux contenant plus de 0,01
% d’alcaloides sont qualifiés d’espéce « alcaloidifére ».Les alcaloides interviennent dans la

protection de la plante contre les agents pathogénes (Singla et al., 2010).
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11.6. Intéréts des alcaloides

11.6.1. Fonctions au niveau du producteur

Comme pour beaucoup d'autres métabolites secondaires, on ne sait pratiquement
rien du role des alcaloides dans les végetaux. La toxicité de certaines, laisse supposer des
roles de protection contre les prédateurs (Krief, 2003). Certains auteurs estiment que ce
sont des métabolites terminaux «déchets inutiles». D'autres les désignent comme des

métabolites intermédiaires (Bruneton, 2009).
11.6.2. Actions pharmacologiques

Les alcaloides présentement fréquemment de propriétés pharmacologiques
marquées et ont de nombreuse subtilisations en thérapeutique, notamment au niveau de
systéeme nerveux central , du systeme nerveux autonome et du systeme cardiovasculaire.
Autres effets pharmacologiques sont attribués également aux alcaloides telles que 1’effet
analgésique (cocaine), anti-cholinergique (atropine), anti-malaria (quinine), anti-
hypertensive (réserpine), antitussive (codéine), stimulant centrale (caféine), dépressant
cardiaque , diurétique narcotique (morphine) et sympathomimétique (éphédrine) (Badiaga,
2011).

On notera aussi I'existence d'anti-tumoraux, d'antiparasitaires, de curarisants, les
alcaloides sont utilisées comme anti-cancer, sédatifs et pour leur effet sur les troubles
nerveux (maladie de Parkinson) (Iserin et al., 2007).

Ces nombreuses activités conduisent a une utilisation importante des drogues a
alcaloides, soit sous forme de préparation galéniques, soit le plus souvent, pour I'extraction
des alcaloides qu'elles renferment, ces alcaloides étant utilisés eux mémés ou servant de
matiére premiere d'hémi-synthése (Gazengel et Orecchioni ,2013).

a. Action cardiovasculaire

L’effet de l'alcaloide se traduit par une modification du rythme cardiaque:

e Un ralentissement par stimulation du centre cardio-modérateur.
e Une tachycardie sinusale.
e Supprimer le tonus vagal (Allouni, 2011).
b. Action sur le systeme nerveux central
L’atropine a été pendant longtemps le seul médicament a avoir une efficacité dans

la maladie de Parkinson . Elle a une action dépressive, hypnotique et amnésiante qui

11
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entraine & forte dose des troubles de la locomotion ainsi que des troubles de 1’¢élocution et
une diminution de la faculté intellectuelle chez I’homme (Allouni, 2011).

c. Action sur la pression artérielle

Une chute de la pression artérielle par dépression des centres vasomoteurs et par
vasodilatation cutanée (Allouni, 2011).

d. Action sur I’eil
Dilatation de la pupille par mydriase avec augmentation du diamétre le 1’Iris

ce qui donne une tendance a I’augmentation de la pression intraoculaire

(Allouni, 2011).

11.7. Techniques d’extraction des alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées généralement d'origine
végétale, présentant du point de vue chimique un caractére basique plus ou moins prononcé
et donnant des réactions générales de formation de composé insolubles ou de formation de
substance colorées. lls sont présents dans les végétaux sous forme de combinaisons
généralement avec des acides. La technique classique de leur extraction comporte trois
étapes: la pulvérisation de la matiére végétale, I'épuisement de la poudre au moyen de
solvants appropriés et enfin la purification des produits bruts (Hayouni et al .,2007;
lobstein , 2010).

Les particularités de I'extraction sont basées sur des principes généraux simples se
prétant a de trés nombreuses modalités d'application en fonction des conditions de travail
notamment : équipement, solvants, quantités de matiere premiére. Aussi la plupart des
alcaloides sont extraits en utilisant les caractéres de solubilité :

e D'une part la solubilité des alcaloides libres dans les solvants organiques non
miscibles a I'eau.
e D'autre part la solubilité des sels d'alcaloides dans les solvants polaires comme

I'eau, I'alcool éthylique.

A partir de ces principes genéraux, nous avons retenu deux grands types de méthodes :

les méthodes générales et les méthodes spéciales (Bruneton, 2009).

11.7.1. Les méthodes générales
» La premiére méthode générale d'extraction consiste a traiter directement la poudre

vegétale par une base qui libére les alcaloides présents. Ensuite, par épuisement du

12
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milieu au moyen d'un solvant organique approprié, I'on obtient un extrait qui, aprés
évaporation du solvant donne I’alcaloide brut. Ce dernier sera soumis enfin a
différentes techniques de purification ou de fractionnement quand il s'agit d'un bloc
alcaloidique. Les techniques de purification réalisent de nouveau formation de sels
solubles dans I'eau, elles mettent a profit des caractéres différentiels de solubilité
des divers sels. L’opération finale est la libération de 1’alcaloide par une base
(Hayouni et al.,2007; Lobstein , 2010).

» La deuxiéme méthode générale d’extraction traite la poudre végétale directement
par de I'eau ou de l'alcool acidulé. Les alcaloides vont passer alors dans le solvant
sous forme de solution de sels d'alcaloides par concentration de la solution, I'on
obtient un extrait qui pourra étre soumis a plusieurs types de traitement. Un premier
type de traitement est la libération de l'alcaloide par un alcali, suivie de
I'épuisement par un solvant organique (Hayouni et al .,2007 ; Lobstein, 2010). Un
deuxieéme type de traitement est la précipitation directe de I’alcaloide a partir de la
solution de sel par I’action d’une base, suivie de la séparation par filtration et de la
dessiccation du précipité d'alcaloide ;

» Le troisieme type de traitement est la séparation de I'alcaloide par chromatographie
sur colonne : cette séparation réalise dans un premier temps le passage de la
solution sur une résine échangeuse d'ions (résine anionique) qui fixe la base. Dans
un deuxiéme temps l'alcalinisation de la résine libére I'alcaloide qui sera déplacé
par un solvant organique approprié. Dans le cas de blocs alcaloidiques, 1’¢lution a
des pH variables permet un fractionnement des différents constituants. Il Convient
de signaler aussi que autres traitements comme la précipitation sous forme de
complexes métalliques permet tout I'isolement des alcaloides (Hayouni et al., 2007
; Lobstein, 2010).

13
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Figure (03) : Principe de I’extraction des alcaloides en milieu alcalin (Bruneton,2009).

11.7.2. Les méthodes spéciales

» Pour les alcaloides volatils I'extraction est réalisée par traitement de la poudre
végétale par de la soude en présence d’éther. L'élimination de I'éther par
évaporation a basse température donne un extracteur qui est soumis a la distillation

a la vapeur ; l'alcaloide volatil, comme dans le cas de la nicotine, est alors entrainé

par la vapeur (Lobstein ,2010).

> Pour les alcaloides donnant des combinaisons avec les bases fixes en raison de la

présence d'une fonction phénol, il ne se produit pas de précipitation avec les bases :

les phénolates restent solubles dans I'eau (Lobstein, 2010).

I1.8. Techniques d’analyse physico-chimiques des alcaloides

11.8.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)
La chromatographie sur couche mince est une technique analytique rapide, simple

et peu coliteuse, utilisée pour la séparation et parfois 1’identification des métabolites. Elle

repose principalement sur le phénoméne d’adsorption (Diallo et al., 2004).

——
| —
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Elle consiste a placer sur une feuille (papier, silice ou autre) une tache et la laisser
éluer en la trempant dans un solvant ou un mélange de solvant (appelé éluant) 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’¢luant (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 phénomeénes impliqués. Il n’existe pas de théorie pour la CCM
permettant de choisir le bon éluant (c’est lui le plus dur a trouver). La CCM se déroule en
trois étapes, préparation de la cuve, préparation de la plaque et 1’¢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 atmosphére saturée
(Touami., 2017).

Les chromatogrammes sur couche mince (CCM) permettent de Vérifier la présence
et I’état de pureté des produits suivis. Elles sont composées d’un support en aluminium ou
en verre sur lequel a été étendue une fine couche d’un milieu de sorption (par exemple la
silice Si02) comme phase stationnaire. Ces plaques sont plongées d’environ 0,5 cm dans
une phase mobile. Cette derniere est généralement un mélange binaire ou ternaire de
solvants, adapté au type de séparation recherchée. Les composés déposés a environ 1 cm
du bas de la plaque sont alors humectés et dissous par la phase mobile qui progresse par
capillarité le long de la phase stationnaire. Selon la nature des phases mobiles et
stationnaires, chaque constituant du mélange a analyser migre d’une certaine hauteur

(Milcard, 2013).
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Figure (04) : Principe de chromatographie sur couche mince (Roussac et Roussac ,2016).
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Le développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées avec 1’éluant
approprié. Les systémes de solvants les plus couramment employés sont les suivants (les

proportions sont données en volume et ils sont classés par polarité croissante):

Toluéne/ Méthanol (95:5) + 200 uLL de NH4OH.
Dichlorométhane / Méthanol (90:10) + 200 uL. de NH4OH.
Butanol/ acide acétique/ eau (4/1/5).

<N X

Chloroforme/ amoniaque/ méthanole (8/1.5/0.5).
Ces compositions ne sont bien siir qu’indicatives et sont souvent adaptées aux
besoins spécifiques d’une analyse (Milcard, 2013).

L’observation des CCM s’effectue en lumicre visible et sous UV (254 et 365 nm),
avant révelation (par le révélateur des alcaloides) au réactif de DRAGENDORFF.
L’utilisation du réactif de DRAGENDORFF permet également de rassembler
judicieusement les fractions récoltées suite aux différentes chromatographies (Milcard,
2013).

11.8.2. Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS)

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) couplée a la
spectrométrie de masse(MS) combine les avantages de ces deux techniques, a savoir :

v' HPLC (High Performance Liquid Chromatography): haute sélectivité et
efficacité de separation est une forme moderne des méthodes chromatographie dont
les institués sont rassemblés sous le vocable général de chromatographie liquide sur
colonne, la différence est que la phase mobile est poussée sous haute pression. La
HPLC en phase normal : les colonnes dont la phase stationnaire est polaire, la
phase mobile est apolaire. Et en phase inverse : la phase stationnaire est apolaire et
la phase mobile est polaire (Benmabrouk,2018).

v/ MS (Mass Spectroscopy): informations structurales et sélectivité encore

augmentée (Milcard, 2013).
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1.1. Matériels

1.1.1. Matériels végétales

Le matériel végétal utilisé correspond a la partie aérienne composée des tiges et des
feuilles de I’espéce Salvia chudaei Batt. et Trab. La récolte s'est effectuée a Tamanrasset
(Hoggar centre) au printemps 2017

Le séchage s'est fait a la température ambiante, & I'abri de la lumiére et de
I’humidité afin d'éviter la dégradation des principes actifs et le développement des
moisissures (Catier et Roux, 2007). Aprés séchage, les deux parties de la plante ont été
broyées séparément et stockées soigneusement dans un endroit sec en vue de leurs
analyses.

1.1.2. Matériels de Laboratoire

Entonnoire Boites de pétrie Ecouvillon stérile
Spatule Bec Benzéne Agitateur
] _ _ Spectrophotométrie UV-
Balance électronique Pipette de Pasteur o
Visible
Becher Pince stérilisée Tubes sec
Papier filtre Papier Wattmen Cuves
Balance analytique Support Plaque de silice
Papier d’aluminium Tube a essai Flacon
_ Appareil de rotavapeur
Appareil de Soxhlet Autoclave (TIMO)

Buchi R-200
Etuve (Memmert et

ampoule deux cotes Réfrigérateur
LABTECH LTB-060M)

Appareil de PH métre Micropipette

1.1.3. Réactifs chimiques et solvants

Dans cette étude nous avons utilisé : Ether de pétrole ; Ammoniaque ; Acide
sulfurique ; Dichlorométhane ; chloroforme ; Méthanol ; Butanol ; Acide Acétique et les
réactifs chimiques : diméthyle sulfoxyde (DMSQO); L’cau physiologique ; Eau distillée ;
Réactif de Dragendorff, 2,2'-diphényle -1-picrylhydrazyl (DPPH) ; Vitamine C (Acide

ascorbique).
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1.1.4. Souches microbiennes testées

L'extrait d” alcaloide a été testée contre les agents pathogéne microbes dont les
bactéries : Deux bactéries a Gram-positive (Staphylococcus aureus (ATCC 6538) et
Listeria innocua (CLIP 74915) et Trois bactéries a Gram-négative (Escherichia coli
(ATCC 8737) , Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) , Salmonella typhi (ATCC
14028) et une levure (Fusaruim culmorum) seront utilisées pour étudier 1’activité
antimicrobienne d' extrait de plante . cing souches bactéries obtenues au laboratoire de
Pasteure en Algérie et laboratoire des Produits Bioactifs et la VValorisation de la Biomasse
de 'ENS Alger ont été testées pour fongique, ils sont conservées dans réfrigérateur
contenant milieu nutritive jusqua [l'utilisation, le Tableau (IlI) représente des
caractéristiques des souches microbiennes testées.

Tableau (1) : Description des différentes souches microbiennes testées.

Espéce
microbienne

Caracteéristiques

Escherichia coli

Bacilles a gram négatifs asporules, la famille des entérobactéries,

fermentent le lactose et le glucose, responsables des infections

ATCC 8737 urinaires, septicémie méningite du nourrisson, de plaies opératoires et
gastro-enterites (Hammoudi, 2015).
Bacille aérobie, Gram négatif et trés mobile grace a un flagelle polaire.
Pseudomonas . o o
) C'est l'une des bactéries les plus difficiles a traiter cliniguement Il est
aeruginosa ) ) ] )
de plus en plus souvent responsable d'infections nosocomiales (Attia et
ATCC 9027

al., 2015).

Staphylococcus
aureus
ATCC 6538

Bactérie cocci a Gram positif, la famille de Micrococcacea, immobiles
et disposées en amas. espéce saprophyte, responsables d’infections
graves communautaires et nosocomiales, d’infections des plaies, de la
peau et du sang, des abces, ostéites, otites,infections urinaires,
endocardites, gastro-entérites et infection pulmonaires. acquiert
facilement des résistances auxantibiotiques et en particulier a la
pénicilline, a la méthicillinel (MRSA), et aux fluorogquinolones mais

sensible au B lactamines (Hart et Shears, 2002; Perry et al., 2004).

Salmonella typhi
ATCC 14028

Gram négatif causée une toxi-infection alimentaire (fievre typhoide)
grave et présente dans I'eau et les aliments contaminés par des matieres
fécales (Bolou et al., 2011).
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Petits bacilles a Gram positifs, mobiles a 20-25°C, a extrémités
Listeria innocua | arrondies, elle responsable a Listériose de l'adulte et de I'enfant,

CLIP 74915 Listériose de la femme enceinte et Listériose néonatale (Belila et
Ounis, 2018).

Le principal caractere morphologique des Fusarium est la présence de
macroconidies fusiformes et cloisonnées. Sur milieux usuels le thalle,
Fusaruim il donne un mycelium plus ou moins aérien. De couleur rarement
culmorum blanche ou creme, il peut étre ochracé ou plus souvent de colorations
vives : rose, rouge ou violet (Aoki et Donnel, 1999).. La fusariose est

une maladie fongique causée par le F. culmorum qui est incriminées

dans I’infection de 1’épi (Benattous et Zitouni, 2018). .

1.1.5. Antibiotiques
Pour valoriser I'activité antimicrobien on utilise les deux antibiotiques de références
Ciprofloxacin (5ug /disque) et Imipenem (10 ug/disque).

1.1.6. Milieux de cultures

Nous avons utilisé la gélose nutritive Muller Hinton pour I'étude de la sensibilité
des souches bactériennes et la levure a été utilisée dans gélose Sabouraud aux différentes

concentrations d'extrait alcaloidique.

1.2. Méthodes

1.2.1. Extraction des alcaloides

Dans notre étude I'extraction est effectuée par I'utilisation d'une méthode générales
par un premier type de traitement est la libération de l'alcaloide par alcalin, suivie de

I'épuisement par un solvant organique (Hayouni et al ., 2007 ; Lobstein, 2010).
1.2.1.1. Principe

L’extraction des alcaloides totaux a partir la partie aérienne (tige + feuillet) de
Salvia chudaei est basée sur la différence de solubilité des alcaloides en milieu acide et

alcalin dans I’eau d’une part et d’autre part dans les solvants organiques Mamadou (2011).
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1.2.1.2. Mode d’opération

100 g de la poudre végétale sont degraissées par 375 ml d’éther de pétrole par
macération et sous agitation mécanique a tempeérature ambiante pendant 3 & 4 heures.
Apres filtration, le marc est alcalinisé par une solution 30 ml d’ammoniaque (0.5N)
pendant au moins 24 heures a température ambiante permettant ainsi aux alcaloides
de passer de la forme sel a la forme organique.

Les alcaloides totaux sont extraits par I’extracteur Soxhlet en utilisant 500 ml de
Dichlorométhane. Au moins 5 cycles sont nécessaires pour un épuisement total des
graines.

A TI’issue de cette opération, 1’extrait brut est lavé trois fois successif par une solution
de 150 ml d’acide sulfurique (0.5N) pour chaque volume, les trois fractions sont
reprises dans une ampoule a décantation, alcalinisées jusqu’a pH 9 par l'ajout de
quelques ml d’ammoniaque (0.5N).

Nous épuisons ensuite trois fois la solution par 150 ml de chloroforme, en agitant
doucement I’ampoule a chaque fois.

L’extrait recueilli dans un bécher taré est évaporé a sec sur rotavapeur . Apres
refroidissement, nous pesons a nouveau le bécher. Aprés quelque jours, on obtenir
d'extrait sous forme de pate.

Le résidu sec représente les alcaloides totaux (figure 06). Selon Mamadou (2011).

1.2.1.3. Détermination de rendement

Nous pouvons déterminer le rendement des extraits alcaloides secs des parties

aériennes de Salvia chudaei en calculant le rapport suivant (Mamadou, 2011) :

Rendement (%) = =272 x 100

P

P1: poids du ballon aprés évaporation;
P2: poids du ballon vide;

P3: poids de la matiére végétale de départ.
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ante (100 )
Delipidation
(Ether de pétrole)Ammamisque (NELOH)
Et(agitation 3 heures)
ﬁ
B
|
Extraction par Soxhlet
Marc foniss | / Soluti ive dichl o
Epuisement par I'acdesulfurique
(05N) \
H:30,3%150at . ) | Solvant
NH.OH(05N) > Epuisement par chloroforms
. Non miscible avec l'esu
Chloroformique -
Solution aqueuse spuises
Evaporation

Figure (05) : Extraction des alcaloides totaux a partir des parties aériennes Salvia
chudaei (Mamadou, 2011).
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1.2.2. Analyse qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM)

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 uL de
I'extrait (2.5 mg/ml dans le méthanol) et ensuite introduits dans des cuves
conventionnelles en verre préalablement saturée par les phases mobile, qui est un mélange
ternaire de solvants, selon le type de séparation recherchée (Diallo et al., 2004). Dans
notre étude, deux systemes de solvants ont été utilisés Tableau (I11) (Bouzidi et al.,
2011; Tlili, 2015).

Tableau (I11) : Systémes solvants utilisés pour la CCM de gel de silice.

Phase mobile Solvants Proportions
1 Méthanol /chloroforme / ammoniaque | (7,9/2/0,1) (VIVIV))
2 Butanol/acide acétique/eau (4/1/5) (VIVIV)

Apres développement, les plaques CCM sont sechées, observées sous lampe UV a
254 nm et 365 nm, puis pulvérisées par le révélateur (Dragendorff) et ré-observées sous
lampe UV a 254 nm et 365 nm.

La valeur du Rf est définie comme suit : (Tidjani., 2016)

Rf = La distance entre I’origine et latache du produit.

La distance entre ’origine et le frontdusolvant.

1.2.3. Evaluations Activités biologiques
1.2.3.1. Activité antioxydants (Test de piégeage du radical DPPH)

Afin d'étudier I'activité antiradicalaire des différents extraits de Salvia chudaei a été
évaluée .in vitro, par test de DPPH, nous avons utilisé la méthode basée sur le DPPH’
(diphénylpierylhydrazyl) comme radical relativement stable, selon le protocole décrit par
Ladoh et al., (2018).

Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrayl ayant une
couleur violette en un composé jaune, le diphényl picryl-hydrazine (Sanchez-

Moreno,2002), dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité
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des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons. Ainsi plus la perte de
couleur est rapide plus le donneur d‘hydrogéne est considéré comme un antioxydant fort

(Mansouri et al., 2005).

Le DPPH est caractérisé par son adaptation a plusieurs échantillons dans une courte
duree, aussi il est assez sensible pour détecter les ingrédients actifs a des basses
concentrations, a cet effet, il a été employé pour le criblage des activités antiradicalaire des
extraits vegetaux (Yi et al., 2008).

R e

AH = I’antioxydant DPPHe = 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
Figure (06) : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH (Michel, 2011).

Le test de piégeage du radical libre DPPH est réalisé sur le partie arienne de Salvia
chudaei. Un volume de 50 ul de I'échantillon a différentes concentrations (0.5, 1, 2.5 et 5
mg/ml) est ajouté & 1.95 ml de la solution du DPPH (2 mg dans 100 ml méthanol).
Parallelement, un contrble négatif est préparé en mélangeant 50 ul de méthanol avec 1.95
ml de la solution de DPPH. La lecture de l'absorbance est faite contre un blanc préparé
pour chaque concentration a 517 nm apres 30 min d'incubation & 1’obscurité. Le contrdle
positif est représenté par une solution d'un antioxydant standard qui est I'acide ascorbique
(Vitamine C) est comprises entre (0,04, 0,06, 0,08, 0,1 et 0,12 mg/ml) dont I'absorbance est
mesurée dans les méme conditions que les échantillons et pour chaque concentration, le
test est répété 3 fois. (Gheffour et al., 2015).

L'inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (1%) a été calculé de la
maniére suivante (Ladoh et al., 2018):

I % = [(Abs controle - Abs extrait) / Abs controle] x100

e Abs contrdle : absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).
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e Abs extrait: absorbance en présence d'extrait.

Une courbe des concentrations de I'extrait en fonction du pourcentage d'inhibition a
été tracée afin d'obtenir I'index ICso. CE parametre est défini comme la concentration en
composés (mg/ml) requise pour diminuer la concentration du DPPH initiale de 50%
(Etame et al., 2018 ). Plus la valeur d’ICs est petite, plus l'activité de I'extrait testé est
grande (Pokorny et al., 2001).

1.2.3.2. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des alcaloides de Salvia chudaei a été testée a

différentes concentrations vis-a-vis de quelques microorganismes (Bactéries, Levure).

a. Détermination de diamétre de zone d'inhibition

Evaluation l'activité antimicrobienne de différentes concentrations (0,5 mg/ml ; 1
mg/ml ; 2,5 mg/ml ; 5 mg/ml) d'extrait d'alcaloide réalisée par la méthode de diffusion en
milieu gélose (Treki et al., 2009) . Cette technique est repose sur 1’apparition d’un zone
d'inhibition de la croissance bactérienne et fongique autour les six souches ciblés :
Escherichia coli ; Pseudomonas aeruginosa ; Staphylococcus aureus ; Salmonella typhi ;
Listeria innocua ; Fusaruim culmorum. autour du disque contenant extrait de la plante
(Bssaibis et al., 2009).

b. Préparation des extraits

La différent concentration (0.5mg/ml ; 1mg/ml; 2.5mg/ml ;5mg/ml ) de I' extrait
alcaloide de Salvia chudaei ont été prépare par DMSO (dimethylsulfoxide) ( Meddour et
al ., 2013).

c. Préparation des disques

Les disques sont préparés a partir de papier de wattman N°3, avec un diamétre de 6
mm. Ensuite ils sont mis dans un tube a essai, et stérilisés a I'autoclave et conserve jusqu' a

l'utilisation.
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d. Préparation le milieu de culture

On mettre le milieu de culture (Muller Hinton ; Sabouraud) dans l'autoclave

pendant 15 min pour soluté et stérile, puis verser dans les boites de Petrie a peu 4 mm de

hauteur et laisser quelques minutes jusqu'a sécher (Harrar, 2012).

e.

Préparation d'Inoculum

Les souches microbiens ont été ensemencées par stries sur milieu a base de gelose
nutritive (Gélose Mueller Hinton, Gélose Sabouraud) ; aprés incubation 18 heures a
37C° (Bendahou et al., 2007) racler Par d'une pipette de pasteur , quelques colonies
bien isolées et parfaitement identiques (Daouadji, 2010).

Décharger pipette pasteur dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%, bien
homogénéiser et 1’opacité de la suspension microbienne ainsi obtenue doit étre
équivalente a une DO de 0.15 a une longueur d’onde de 600 nm (concentration de
107a 10°germes /ml) (Reghioua et al., 2006 ; Hellah, 2011).

L'ensemencement doit se faire en moins de quelque min aprés la préparation de

I'inoculum (Daouadji, 2010).

Ensemencement
La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzene;
Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (il évite la
contamination du manipulateur et de la paillasse);
L’essorer en le pressant fermement en le tournant sur la paroi interne du tube, afin
de la décharger au maximum ;
Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas ;
Répéter 1’opération trois fois en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier
de faire pivoter I'écouvillon sur lui- méme .Finir ’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose ;
Les disques sont diposés sur la surface de la gélose a l'aide d'une pince stérilisée au
bec benzéne (4 disque de I’extrait) (Daouadji , 2010));

Comme référence on pose dans une boite 2 disques d’antibiotique et 1 disque DMSO

comme témoin sur chacune des souches microbiennes utilisées.
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g. Incubation et Lecture

A la fin de la durée d’incubation (18-24h) heures & 37C° pour les souches
bactériennes (Choi et al., 2006). et 48h pour la levure & 30C° de dispose les boites dans
I'étuve Chaque expérience est répétée trois fois, en méme temps et au méme endroit
(Yamag et Bilgili, 2006).

Toute Activité antimicrobienne se manifesterait par la formation d'un halo
d'inhibition autour du disque ou la culture est absente ; c'est ce qu' on appelle diamétre
d'inhibition qui sera alors mesuré en millimétres et comparé avec des diametre de référence

relatifs aux antibiotiques utilisés (Rahal, 2005).

11.3. Analyse statistique
Les analyses de la variance ont été réalisées par le logiciel Excel 2007. Toutes les
expériences ont été faites en triple, les résultats ont été présentés par la moyenne avec son

écart type.
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11.1. Résultats
11.1.1. Rendement d’extraction

Le plante Salvia chudaei a été soumise a I’extraction par Soxhlet des alcaloides
totaux a partir des parties aériennes, nous a permis d'obtenir un extrait de couleur vert-
brune et d'une odeur puissante avec un rendement d'extraction de 0,116 %. Cette valeur est
similaire du rendement des alcaloides de méme espece trouvé par (Benattous et Zitouni,
2018).

11.1.2. Analyse qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM)

Pour une caractérisation physico-chimique partielle d'extrait des alcaloides du
Salvia chudaei, une analyse par chromatographie sur couche mince a été réalisée.

Les systemes de migration utilisés sont :

v’ Phase 1: Méthanol / chloroforme / ammoniaque (7,9, 2, 0,1)
v Phase 2: Butanol / acide acétique / eau (4, 1, 5).

Le tableau (IV) représente les déférentes valeurs des facteurs de rétention (Rf) et
les couleurs caractéristiques des composes séparés a partir de partie aérienne de S. chudaei
sous la Phase mobile 1.

Tableau (1V) : Résultats de CCM des alcaloides de Salvia chudaei par la Phase 1

Phase mobile 1 : Méthanol /chloroforme / ammoniaque
(79/2/0,1)
- Observation Fluorescence | Fluorescence Dragendorft
Visuel a 254 nm a 365 nm
0,61 Jaune - - -
0,62 - - Bleu -
0,66 Brune clair - - -
0,69 - bleu - -
0,72 - - Bleu -
0,76 - Violet - -
0,77 - - Bleu -
0,88 Jaune - - -

Les rapports frontaux (Rf) des différents composés de plante étudiée dans la phase

mobile 2 sont représentés dans le tableau (V).
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Tableau (V) : Résultats de CCM des alcaloides de S. chudaei par Phase mobile 2

Phase mobile 2 : Butanol / acide acétique / eau (4/1/5)
- Observation | Fluorescence | Fluorescence | Dragendorff
Visuel a 254 nm a 365 nm
0,38 - - Vert -
0,41 - Bleu - -
0,48 Jaune - - -
0,5 - - Bleu -
0,51 - - Bleu -
0,6 jaune - - -
0,64 Jaune fonce - - -
0,68 Brune - - -
0,72 Jaune clair - - -
0,75 - Bleu - -
0,81 Jaune clair - - -
0,82 - - Violet -
0,88 - - Vert -

Les résultats de I’analyse chromatographique ont permis de mettre en évidence la
présence des alcaloides. L'extrait de S. chudaei semble avoir des différents types des
alcaloides, mais avec des concentrations différentes selon I’intensité des taches obtenues.
Ce qui confirme la richesse d'extrait en ce métabolite secondaire.

La plague de CCM de systeme de butanol / Acide acétique / eau (photo 02) révele
13 taches différentes, alors que le systétme de méthanol / chloroforme / ammoniaque
(photo 03) montre seulement 8 taches.

La phase mobile 2 nous a permis d’avoir une bonne séparation chromatographique
et une visibilité acceptable des spots.

Les taches qui sont apparues sous forme de spots colores sous la lampe UV 365 nm
laissent suggérer que les spots de couleur bleu, bleu-vert ou violet fluorescent sont :

Ajmaline, Raubasine et Réserpine (Galand et al., 2002).
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Photo (02) : chromatogramme d'extrait Photo (03) : chromatogramme
d'alcaloide du S. chudaei de phase d'extrait d'alcaloide du S. chudaei de
mobile 2 a 365 nm phase mobile 1 a 254 nm

photo (04) : chromatogramme d'extrait photo (05) : chromatogramme d'extrait
alcaloide du S. chudaei de phase alcaloide du S. chudaei de phase

mobile 2 par observation visuel mobile 1 par observation visuel
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11.1.3. Evaluation biologique
11.1.3.1. Activité antioxydante (Test de piégeage du radical DPPH)

L'activité antioxydant de notre extrait a été évaluée par le test DPPH ; le DPPH
est un radical libre, stable, qui possede une bande d’absorbance a 517 nm, employé pour
évaluer I’activité antioxydante des alcaloides. Dans ce test on utilise 1’acide ascorbique
comme standard, les résultats des pourcentages d’inhibions (I %) de standard et de
I'extrait sont représentés dans la figure (08 et 09) respectivement.

y =413.2x + 1.978
R? =0.998

Figure (07) : Résultat du pourcentage de I'inhibition de DPPH pour I'acide ascorbique

Figure (08) : Résultat du pourcentage d'inhibions de DPPH pour des alcaloides de Salvia

chudaei
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D' apres le figure dissous de l'acide ascorbique et de I'extrait alcaloide de Salvia
chudaei, nous avons calculé les moyennes de concentration d'inhibitrice 1Csg et I'écart type

de trois répétitions sont représenté dans la figure (10).
4

3.5 333

3 +—

25 +—

2 +—

1.5 +—

1 +——

Concentration inbitrice 50%

0.5 +—

0.11
0 I

Extrait alcaliode acide ascorbique

Figure (09) : Histogramme des résultats de concentrations inhibitrices 50 % de DPPH

d’extrait alcaloide de Salvia chudaei

Les résultats de concentrations inhibitrices de 50 % de DPPH, révele que le pouvoir
antiradicalaire de I'extrait d'alcaloide de Salvia chudaei est modere (3,33 + 0,026) par

rapport I’acide ascorbique (0,11 + 0,0013) qui montre une activité tres puissant.
11.1.3.2. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de I'extrait alcaloidique de Salvia chudaei est testée
vis-a-vis de cing souches bactériennes et une souche fongique via la méthode de diffusion

sur disque.
a. L'effet des alcaloides de S. chudaei contre Salmonella typhi

D'apres de la figure (11), la bactérie Salmonella typhi (Gram négatif) est sensible
d'extrait d'alcaloide de Salvia chudaei de la dose (5mg/ml) dont le diamétre de zone
d'inhibition (11 £ 0,66) et les antibiotiques possede un effet considérable Ciprofloxacin
5ug (ATB2) (31+ 0,66) et Imipenem 10ug (ATB1) (38,66 + 0,22). Nous remarquons que

I'extrait d'alcaloide exerce un effet remarquable sur la souche testee.
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Figure (10) : Résultats de I’effet antimicrobien des alcaloides de S. chudaei contre

Salmonella typhi

b. L'effet des alcaloides de S. chudaei contre Pseudomonas aeruginosa
Le résultat de la figure (12) révele que I'extrait d'alcaloide de Salvia chudaei dans
la dose (5mg/ml) présent un grand diamétre de zone d'inhibition (10,33 + 0,44 mm), par
contre les antibiotique donnent un effet remarquable, dont Ciprofloxacin 5ug (ATB2)
(35,66+ 0,88) et Imipenem 10ug (ATB1) (36,66 + 0,88). Ceci peut s’expliquer l'effet

antimicrobienne de I'alcaloide modéré par rapport les antibiotiques utilisées.

40 36.66 3566
35

30
25
20
15
10 7 7.33
E B A o
0
mg/ml  1Img/ml mg/ml 5mg/ml ATB1 ATB 2 DMSO
0.5 2.5

033 1033

par mm

Diamétre de zone d'inhibition

Dose de I'extrait alcaloide par (mg/ml)

Figure (11) : Résultats de I’effet antimicrobien des alcaloides de S. chudaei contre

Pseudomonas aeruginosa
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c. L'effet des alcaloides de S. chudaei contre E. coli

D'aprés la figure (13), le diametre de zone d'inhibition d'extrait d'alcaloide de Salvia
chudaei est d'ordre de 10,66 £ 0,44 mm, alors que les antibiotiques posséde un effet
considérable Ciprofloxacin 5ug (ATB2) (36,33 £ 1,77 mm) et Imipenem 10ug (ATB1)
(40,33 £ 0,11 mm). Nous remarquons que I'extrait d'alcaloide exerce un effet modéré sur

la souche testée par rapport les antibiotiques référencées.

E 40.33
40 360,35

35
30
25
20

15 10.33 10 10 10.66
10
0

mg/ml 1mg/ml mg/ml 5mg/ml  ATBI1 ATB2 DMSO
0.5 2.5

Diamétre de zone d'inhibition par
mm

Dose de I'extrait alcaloide par (mg/ml)

Figure (12) : Résultats de I’effet antimicrobien des alcaloides de S. chudaei contre

Escherichia coli
d. L'effet des alcaloides de S. chudaei contre Staphylococcus aureus

Nos résultats illustrés par la figure (14) représentent que I'extrait d'alcaloide de
Salvia chudaei possede une activité similaire pour les différentes doses testés (5 mg/ml, 2,5
mg/ml et 1 mg/ml) avec un diametre de la zone d'inhibition de I'ordre de 7 + 0,33 mm.
Cette extrait de I'alcaloide est posséde 1’effet antimicrobienne moyenne par rapport les
antibiotiques référencées dont Ciprofloxacin 5ug (ATB2) (35,33 + 0,44 mm) et Imipenem
10 ug (ATB1) (39,66 * 0,88).

33

——
| —



Chapitre 11 Résultats et discussion

45 39.33
40 35.33
35

30
25
20
15
10

633 7 7 7
D )
0 _
mg/ml Img/ml mg/ml 5mg/ml ATB1 ATB2 DMSO

0.5 2.5
Dose de I'extrait alcaloide par (mg/ml)

9]
]

Diamétre de zone d'inhibition
par mm

Figure (13) : Résultats de I’effet antimicrobien des alcaloides de S. chudaei contre

Staphylococcus aureus
e. L'effet des alcaloides de S. chudaei Listeria innocua

Le résultat de la figure (15) révele que I'effet antimicrobienne d'extrait d'alcaloide
de Salvia chudaei est dose-dépendant, nous avons observé le maximum d'activité est de
I'ordre de 10,66 = 0,77 mm (5mg/ml).
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Figure (14) : Résultats de 1’effet antimicrobien des alcaloides de S. chudaei contre

Listeria innocua
f. L'effet des alcaloides de S. chudaei contre Fusaruim culmorum

Nos résultats illustrés par la figure (16), représentent que le Fusaruim culmorum
posséde un effet puissante pour cette I'extrait (12 + 0,33 mm) de la dose 5 mg/ml. Nous
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remarquons que l'extrait d'alcaloide exerce un effet remarquable sur la levure testée par
rapport les antibiotiques Ciprofloxacin 5ug (ATB2) (39 = 0,33 mm) et Imipenem 10ug
(ATB1) (51,66 + 0,44 mm).

60
= 51.66
Q.
1)
il 39
S 40
Z
£
> 30
o £
S E 2
5 12
© 10.66 10.66 11.33
T 10 -
=
‘@ 0
€ 0 -
8
(a]

mg/ml0.5 mg/ml1 mg/ml2.5 mg/mi5 1ATB 2ATB DMSO

Dose de I'extrait alcaloide par (mg/ml )

Figure (15) : Résultats de I’effet antifongique des alcaloides de S. chudaei contre

Fusaruim culmorum
g. Etude comparative des pouvoir antimicrobienne sur différents souches

Résultats de la figure (17) nous avons comparée sensibilité de les souches

microbiens testés en fonction de la dose 5 mg/ml d'extrait alcaloide de Salvia chudaei.
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Figure (16) : Résultats de I’effet antimicrobien des alcaloides de S. chudaei contre les

souches microbiennes testées.
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Ces résultats révele que I’extrait alcaloide de partie aérienne du S.chudaei
possedent des propriétés antimicrobiennes importante, et la souche F. culmorum est le plus
sensible de diameétre de zone de 12 + 0,33 mm, par contre la souche la plus résistante est S.

aureus d’un diamétre de l'ordre 7 £+ 0,33 mm du zone d'inhibition.
11.2. Discussion

I1.2.1. Rendement d’extraction

Le rendement d'extraction alcaloidique de partie aérienne de S. chudaei est de 0,116
%. C'est un rendement inférieur a celui obtenu par Andersen et Markham (2018) de
I'extraction a froid par simple macération des alcaloides de Ruta montana 0,27 %, et moins
important par rapport les valeurs trouvé par Benkiki (2006) sur le partie aérienne de Ruta
montana est de 3,4 %.

Nos résultats sont similaires avec les travaux Allouni (2011) qui trouve un taux
d’alcaloide de 0,1 % a partir des graines de Datura stramonium.

D'une manieré générale, Le rendement de 1’extraction varie en fonction de I’espéce
végétale, I’organe utilisé dans I’extraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque
espece en métabolites (de son métabolisme) (Mohammedi, 2012).

La méthode d’extraction adopté et les réactifs spécifiques utilisé pouvant d'agir sur
le rendement total d'alcaloides (Bougoffa, 2006), et le stade de croissance de plante, les
conditions pédoclimatiques et édaphique de la région, la température et la durée de séchage
(Allouni, 2018).

L'utilisation de Soxhlet a la température pendant plusieurs heures qui peut dégrader
certains constituants sensibles et de la nature du solvant utilis€é dans 1’extraction ou
fractionnement et de sa polarité et la taille des particules et coefficient de diffusion de
solvant (Andersen et Markham, 2006).

11.2.2. Analyse qualitative par chromatographie sur couche mince

L’analyse physico-chimique par chromatographie sur couche mince de I'extrait
alcaloide a éte réalisée sur deux phases mobiles différentes.

Les résultats montrent que la presence de 13 taches pour phase 2 et 8 taches pour
phase 1, ce qui montre la richesse de I'extrait en compositions d'alcaloides.

Des travaux antérieurs sur la méme plante (Benattous et Zitouni, 2018), qui trouve
deux taches de I'extrait de Salvia chudaei donnent une coloration rouge et une Rf (0,5) et
(0,63) respectivement, sous UV 365 nm, par contre nous avons remarqué que notre extrait

présente cing composés de différentes coloration dont le premiére compose donne une
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coloration vert et une Rf (0.38) et les C2 et C3 et C4 possédent une coloration bleu ,bleu et
violet respectivement et une Rf (0,5), (0,51) et (0,82) respectivement comme : Ajmaline,
Raubasine et Réserpine. (Galand et al., 2002). Et le C5 a une coloration verte et un Rf
(0,88).

Donc on peut conclure que les alcaloides présents dans notre extrait est : Ajmaline,

Raubasine et Réserpine (Benattous et Zitouni, 2018).

Il n’est pas possible de comparer un Rf obtenu avec les valeurs signalées dans la
littérature car les valeurs de Rf observées sont difficilement reproductibles, elles sont
influencées par de nombreux facteurs (température, humidité, La phase stationnaire, et la

phase mobile...) difficiles a contrdler (Benattous et Zitouni, 2018).

Par comparaison avec dautre espece de famille (Asclepiadacae ), Madiélé et al.,
(2014) montre que la chromatogramme d'extrait d'alcaloide de Enantia chloranthaa fait
ressortir sept taches a différents couleurs, alors que Sanogo et al. (2014) trouve seulement
quatre taches au niveau de chromatogramme d'extrait d'alcaloide de Argemone mexicana L.
dans le phase mobile BAW (nButanol, Acide acétique, Eau) (40, 10, 50).

En général, les constituants chimiques différent selon la partie de plante aussi d'une
espéce a l'autre (Bougar et Belkacem kourmi, 2016). Les différences de nombre des
taches et leurs couleurs peut expliquer par la variabilité de solubilité des alcaloides dans les
différents systemes des phases mobiles (Dehak, 2013). Les alcaloides en générale sont
solubles dans les solvants organiques par un ordre de solubilité chloroforme >acétone >
éthanol > méthanol > éthyl acétate >éther > n-hexane, alors que Les sels d’alcaloides sont
généralement solubles dans 1’eau et les alcools dilués, ils sont insolubles dans les solvants

organiques apolaires, sauf rares exception (Afoun et Ammour, 2017).

Les analyses qualitatives par chromatographie sur couche mince (CCM) seulement est
insuffisante pour identifier exactement les différents types des alcaloides constituent dans
notre extrait, pour bonne identification il faut ajouter des analyses par des techniques plus
développé tell que HPLC et RMN.

11.2.3. Evaluation biologique
11.2.3.1. Activité antioxydante

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 I’hydrogéne (Ardestani et
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Yazdanparast, 2007). L'activité antioxydante de I'extrait alcaloides isolées de partie
aérienne de Salvia chudaei et I’acide ascorbique (standards) est évalué par 1’ICs,.

L’ICsy est le pouvoir antioxydant de [D’extrait testé sont inversement
proportionnelles. La valeur d’ICsy de ’acide ascorbique est proche de celle trouvée par
Tlili (2015) qui est de I’ordre de 0,079 £+ 0,0008 mg/ml.

En comparant les I1Csy d’extrait de partie aérienne de Salvia chudaei par rapport a
celle de I’acide ascorbique, nous remarquons que I’activité antiradicalaire de notre extrait
est moyenne a la capacité du piégeage du radical DPPH’ de la substance de référence.

Selon Benhammou et al (2009) Atriplex halimus (chénopodiacées) de la région du
Sahara algérien, qui trouve 1’ICsg de I’extrait alcaloides de la partie aérienne est de 1'ordre
de 9,06 + 0,45 mg/ml, ce qui montre une valeur supérieure a celle de notre extrait et une
faible capacité antiradicalaire.

Si nous comparons nos résultats avec un autre plante Brunfelsia americana, on
trouve que I’ICsg de I’extrait alcaloidique des racines est de 0,310 mg/mL (Thiesen et al.,
2018), ce qui révele une valeur inférieure a celle de notre extrait. Brunfelsia americana
présente donc une forte activité par rapport a notre de I'extrait.

La variabilité de le pouvoir antiradicalaire peut s'expliquer par plusieurs facteurs
influencés on peut citer diverses régions de la plante étudiée, différent entre les espéces des
plantes végétale (Tlili, 2015), de 1’organe végétal a tester, le période de récolte (Bettaieb
et al., 2017) et les conditions expérimentales différent solvants (Benhammou et al., 2009).

Selon lwasa et ses collaborateurs (2001), qui ont démontré que la capacité a
réduire le radical DPPH par trois groupes d’alcaloides isoquinoléiques.

Donc, il peut conclue que plusieurs facteurs dans la molécule antioxydante
influencent D’activité antiradicalaire. Au niveau des alcaloides une N-méthylation, une
méthylation des groupements « OH » en positions Cg et C; ou une oxydation réduit ou

détruit I’activité antiradicalaire de la molécule (Rackova et al., 2004)

11.2.3.2. Activité antimicrobienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien d'extrait isolés de Salvia
chudaei par méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide, Mueller- Hinton

pour les bactéries et Sabouraud pour la levure.

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diamétre de la

zone d'inhibition autour des disques contenant les différents doses d'extrait a tester vis-a-
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vis de six germes pathogenes qui sont : E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, L. innocua, S.
typhi et F. culmorum.

Les résultats montrent que le solvant (DMSO) est approprié et ne présente aucun

effet sur la croissance normale des souches microbiennes.

Les souches testées ont montré des sensibilités différentes aux antibiotiques
standards utilisés : Ciprofloxacin 5ug/ml et Imipenem 10ug/ml.

La plante Salvia chudaei a des actions inhibitrices sur toutes les souches
bactériennes et fongiques. L'activité antimicrobienne d'extrait alcaloide dépend de deux
paramétres essentiels, le premier paramétre est la nature et la composition de I'extrait, le
second parametre est le génotype de la souche microbienne (Behidj-Benyounesn et
Dahmenet, 2013).

L’effet antimicrobien d’une substance est dii a la présence de certaines molécules
dotées de ce pouvoir. En réalité, le plante de S. chudaei est riches en alcaloide renferment
un effet détoxifiant, possédent une tres bonne activité antifongique et qui sont des
composés reconnus pour leurs propriétés antimicrobiennes (Zee, 1997 , Irobi et Daranola,
1994; Brantner et al., 1996; Milcent et Chau, 2003; Moroh et al., 2008;Yan et al.,
2008; Tene et al., 2009; Daniyan et Alabaka , 2012).

L’activité antibactérienne dépend de plusieurs facteurs & savoir : I’espece de la
plante, la préparation de I’extrait, le solvant utilisé, et la sensibilité des bactéries
Boussoualim (2014), la variation de I’activité de cet extrait trouverait une justification sur
la partie de la plante utilisée. Manifestement, il a ét¢ prouvé que la composition et I’activité
de I’extrait varie selon que 1’on travaille avec les feuilles, la tige ou les racines de la plante
(Yala et al., 2016), De plus, le solvant utilisé dans 1’extraction affecte considérablement
’activité antimicrobienne (Adejare et al. 2013).

Les travaux de Soundararajan et al., (2012), montrent que les extraits d’Elaeis
guineensis présentaient une meilleure activité sur les bactéries Gram+ que sur les Gram- .
Selon plusieurs études, cette différence d’activité pourrait s’expliquer par la différence de
la composition pariétale des deux types de bactéries. Effectivement, les bactéries Gram+
composée d’une paroi exclusivement de peptidoglycane ¢épais semblent étre plus
favorables a la pénétration des phytomolécules qui atteindraient facilement leurs cibles
intracellulaires. A 1’opposé, les bactéries Gram- avec leur membrane externe composée des
phospholipides qui interférerait avec les molécules, rend leur passage a travers la paroi

difficile surtout les composé hydrophobes (Tian et al. 2009; Soundararajan et al., 2012).
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Le test antifongique réalise sur Salvia chudaei Batt. & Trab. a révélé que les
I'extrait de 1’alcaloide a un effet antifongique remarquable sur la souche testé.

Selon Abad et al., (2007), ont cité sur le pouvoir antifongique des extraits
veégétaux, que la souche Candida albicans, le genre Aspergillus et le genre Fusarium ont
montré une sensibilité vis-a-vis des extraits de plusieurs familles de plantes parmi elles, la
famille des Apiaceae, la famille des Lamiaceae. C’est ce qui explique dans notre cas
I’activité enregistrée d’extrait sur la souche étudiée y compris F. culmorum.

Les auteurs suggeérent que la berbérine, un alcaloide isoquinoléinique, est
responsable de I'effet antifongique (Kosalec et al., 2009). Cela est confirmé par une autre
étude qui a montré que le chlorure de berbérine a une bonne activité antifongique (lauk et
al., 2007).

Cette inhibition remarquée pourrait s’expliquer par le fait que le souche a
développé des mécanismes de résistance aux molécules antifongiques présentes dans
I’extrait. Parmi ces mécanismes la capacité de switcher ou capacité a changer de phénotype
«switch phénotypique» (Millon et al., 2002). Effectivement, de nombreux travaux ont
révélé que la variabilité phénotypique pourrait étre une stratégie mise en place par certains
micro-organismes pour échapper aux mécanismes immunitaires de I’hdte. Ainsi, la facilité
de changer le phénotype peut-étre en relation avec sa résistance aux antifongiques (Pfaller
et al., 1998; Millon et al., 2002; Chen et al., 2003; Yang et al., 2005).

Cette variabilité d'activité peut s'expliquer aussi par plusieurs facteurs influencés on
peut citer : la répartition géographique de la plante étudiée, de 1’organe végétal a tester, la
nature de la souche a étudier (Graven et al., 1992), la composition des alcaloides brutes, la
charge de I'inoculum fongique, le temps d'incubation (Marzouk et al., 2006).

L'activité antifongique de nos extrait est di a la présence des composés majoritaires
de différents polarité, aujourd'hui il est connu que I'effet synergique ou antagoniste des
composes du mélange doit étre considéré (Burt, 2004).

En outre, les composants des extraits notamment les alcaloides de quantité plus
faible peuvent également contribuer a l'activité antimicrobienne, ils s'intercalent dans la
paroi cellulaire microbienne et inhibent la synthése de I’ADN des cellules microbiennes,
en causant la lyse cellulaire (Mert, 2006; Silva et Fernandes, 2010 ; Tiwari et al., 2011),
impliquant probablement un certain type de synergie avec d'autres composés actifs
(Belmekki et al., 2013).

La présence des composés lipophiles dans nos extraits brutes permet aux ces

composés de se lier aux membranes cellulaires des microorganismes et d'inhiber les
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échanges d'électrons membranaires lors de la phosphorylation oxydative ce qui freine ainsi
le métabolisme cellulaire (Teuscher et al., 2005).

Les feuilles de plante sont encore utilisées comme médicaments en Tamanrasset.
Jusqu'a maintenant il n'y a aucun rapport sur les effets secondaires de Salvia chudaei Batt.
& Trab. Cette plantes peut étre de source utile pour le traitement infections
dermatophytiques.

L'étude de l'activité antimicrobienne de notre extrait d'alcaloide montrées que cette
plante peut étre utilisée pour soigner quelques maladies infectieuses, et constitue donc
une alternative avec un complément de médicament synthétique a effet secondaire
indésirable (Beddou, 2015).

En fin, I'ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu'une premiére
étape dans la recherche des substances de source naturelle biologiquement active, il serait
également intéressant de compléter ce travail par la détermination des concentrations
minimales inhibitrices (CMI), bactéricides (CMB) et fongicide (CMF), des extraits

d'alcaloides de cette plante.
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Conclusion

Dans le but de la valorisation des alcaloides de la partie aérienne de Salvia chudaei,
nous avons effectué ces études pour contribuer a la mise en évidence de quelques activités

biologiques.

L'extraction des alcaloides a donné un rendement massique pour 1’espéce étudié de
I'ordre de 0,116 %. L'analyse qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM),
nous a conduit a la richesse de cette extrait en plusieurs classes des alcaloides sont
observés selon leurs couleurs et leur rapports frontaux, ce résultats ne constitue qu'une
premiere étape, il serait également intéressant de compléter ce travail avec l'ajouté des

analyses par des techniques plus développé tell que HPLC et RMN.

Concernant I’activité antioxydante, nous avons étudié le pouvoir antioxydant par la
capacité de piégeage de radical DPPH, en comparant les ICs de I'extrait des alcaloides par
rapport de I’acide ascorbique, nous avons remarqué que 1’extrait des alcaloides totaux
présente une activité antioxydant moderé de l'ordre d’ICsp 3,33 mg/ml avec I’lCsy de

’acide ascorbique est égal 0,11 mg/ml.

L'étude de I’activité antimicrobienne des alcaloides de partie aérienne de Salvia
chudaei sur des microorganismes pathogeénes s’est avérée importante, vu que cette plante a
révéler une activité importante sur les six souches ciblés. L’activité antimicrobienne de
I'extrait a été estimée en termes de diameétre de la zone d'inhibition autour des disques
contenant I'extrait a tester vis-a-vis Fusaruim culmorum, Salmonella typhi, Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa, Listeria innocua et Staphylococcus aureus.

Les diamétres de zones d’inhibition variant entre 7 4 12 mm, notre extrait montre

une bonne capacité antimicrobienne sur les six souches testées.

Ces résultats nous sont confirmés que Salvia chudaei est une plante médicinale qui
élabore une importance non négligeable en médecine. En effet, elle possede de nombreuses
propriétés thérapeutiques. Aussi on peut dire que cette plante posséde une activité
antioxydant modéré, et peut étre utilisée comme une source d’agents antimicrobienne qui

ouvre des perspectives intéressantes.
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Résumé

Le présent travail a pour objectif I’étude d’une des plantes d’intérét médicinal dans la région de Tamanrasset, en
I’occurrence Salvia chudaei. L'échantillon choisi est étudiés a travers leur contenant qualitatif en composés alcaloides, suivi
d’une analyse par chromatographie sur couche mince et évaluation in vitro des activités antioxydant et antimicrobienne de
ces composes. l'extraction des alcaloides a permis d'obtenir un rendement de l'ordre de 0,116%. I’analyse qualitative par
CCM, apres révélation et visualisation sous UV a 365 nm, a permis de mettre en évidence de nombreuses taches (spots) ont
des Rf et des couleurs différents, ce qui indique que la plante Salvia chudaei est riche en plusieurs classes des alcaloides.
L'évaluation de pouvoir antioxydant qui a été réalisée en utilisant la méthode de DPPH, a montré que I'extrait d'alcaloide est
un pouvoir antioxydant relativement modéré par rapport a celui de I'acide ascorbique. I’étude de I’activité antimicrobienne a
été effectuée sur six souches par la méthode de diffusion sur disque. Les résultats obtenus indiquent que I’extrait
d’alcaloides de partie aérienne de Salvia chudaei sont révélés actif vis a vis les souches testées, et sont beaucoup plus
actives sur la souche fongique.

Mots-clés: Salvia chudaei, alcaloides, CCM, activité antioxydant , activité antimicrobienne, la région de Tamanrasset.
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Contribution to the biological characterization of alkaloid de Salvia chudaei Batt.
& Trab.
Abstract

The present work aims at the study of one of the plants of medicinal interest in the region of Tamanrasset,
in this case Salvia chudaei. The selected sample is studied through their qualitative container of alkaloid compounds,
followed by analysis by thin layer chromatography and in vitro evaluation of the antioxidant and antimicrobial
activities of these compounds. the extraction of the alkaloids made it possible to obtain a yield of the order of 0,116%.
The qualitative analysis by TLC, after revelation and visualization under UV at 365 nm, made it possible to highlight
many spots (spots) of Rf and different colors, which indicates that the plant Salvia chudaei is rich in several classes of
alkaloids. the antioxidant evaluation, which was performed using the DPPH method, showed that the alkaloid extract
is relatively mild antioxidant relative to that of ascorbic acid. the study of antimicrobial activity was performed on six
strains by the method of diffusion on disk. the results obtained indicate that the extract of alkaloids from the aerial
part of Salvia chudaei have proved to be actively inhibitory with respect to the strains tested, and are much more
active on Fungal.

Kev words: Salvia chudaei. alkaloid. TLC. antioxidant activitv. antimicrobial activitv. reaion of Tamanrasset.



