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Introduction

Introduction

Les plantes sont des ressources naturelles végétales, consommées pour leurs
propriétés médicinales et nutritives. Actuellement, les recherches scientifiques s’intéressent
a ce type de plantes. Celles-ci ont pu marquer leur role important dans le développement
social, et ce par I’augmentation de la rentabilité économique et la réduction de la pauvreté

gréce a leur utilisation a la fois vaste et diversifiée (Farnsworth et al., 1986).

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En effet, a c6té des métabolites primaires, ils
accumulent fréqguemment des métabolites dits secondaires (Jeaun et al., 2005). Parmi ces
composés on retrouve : les substances phénoliques, les coumarines, les alcaloides, les
tannins, les flavonoides et les terpénes. Les polyphénols en particulier, sont largement
utilisés en thérapeutique comme anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques,
antioxydants, et antibactérienne (Marc et al., 2001). De plus, ils sont utilises par la plante
pour se defendre contre les attaques des prédateurs tels que les insectes, les champignons et
les mammiferes herbivores (Behrooz et al., 2013 ; Ibrahim et al., 2016). Pour cette
raison, environ 80% de la population utilisent les plantes médicinales pour traiter la
majorité des maladies (Agisho et al., 2014), et au moins 25% des médicaments modernes
contiennent un ou plusieurs principes actifs d'origine végétale (Benarba et al., 2015).

Les plantes aromatiques sont prometteuses et constituent une grande source
d’antibactériens naturels pour 1’industrie agroalimentaire. Les propriétés antibactériennes
des plantes représentent une alternative pour pallier les problémes récurrents
d’antibiorésistance, face aux maladies infectieuses émergeantes. Une des stratégies
modernes, consiste a explorer ’effet antibactérien des plantes utilisées en médecine

traditionnelle.

L’Algérie, par sa position biogéographique, et grace a ses différentes zones
bioclimatiques (humide, subhumide, semi-aride, aride ou désertique), offre une tres grande
diversité de végétaux (plus de 3000 espéces et 1000genres) avec un grand nombre de
plantes aromatiques et médicinales spontanées et cultivées (Reguig, 2011). Cette richesse
et cette originalité font que 1’étude de la flore algérienne présente un intérét fondamental

pour la connaissance et le savoir-faire dans le domaine de 1’ethnobotanique, de la
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pharmacopée traditionnelle mais également un intérét scientifique appliqué dans le

domaine de valorisation des ressources naturelles algériennes (Amezouar et al., 2013).

Parmi les familles qui appartiennent a cette catégorie des plantes aromatiques et
médicinales, la famille de Lamiacée représente une source mondiale d’épices et d’extraits a
fort pouvoir antibactérien, antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant, il contient
plusieurs genres, parmi elles I’Ocimum. L’Ocimum basilicum L classé parmi les plantes les
plus utilisées en Algérie (Reguig, 2011), il est utilisé dans la médecine traditionnelle pour
le traitement de plusieurs maladies (crampes d’estomac, de diarrhées, d’angines, etc...)

mais également dans 1’industrie des ardmes alimentaires (Ngom et al., 2014).

L’objectif de notre travail est 1’étude phytochimique des fractions de partie aérienne

d’Ocimum basilicum L et I’évaluation de I’activité antibactérienne de cette plante.
Ce travail est subdivisé en deux parties :

» Partie 01 : la synthese bibliographique, renferme trois chapitres :

e Le premier chapitre donne des généralités sur la plante «Ocimum basilicum L.

e Le deuxiéme chapitre consiste a un profil sur les métabolites secondaires.

e Le troisiéme chapitre concerne I’activité antibactérienne.

» Partie 02 : I’étude expérimentale, contient deux chapitres :

e Le premier chapitre : présente 1’ensemble de matériel utilisé dans cette étude
ainsi que les différentes méthodes suivies lors de I’expérimentation (tests
phytochimique, analyse par CCM, extraction et dosage des phénols totaux et
des flavonoides et enfin évaluation de 1’activité antibactérienne).

e Le deuxiéme chapitre englobe les différents résultats obtenus ainsi que leur
discussion.

e Enfin on terminera ce travail par une conclusion générale et perspective.
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Chapitre 1 Généralités sur I’Ocimum basilicum L

. Généralités sur l’ocimum basilicum L

1.1. La famille de Lamiacées

La région mediterranéenne est le centre principal pour domestication et culture de
Lamiacée ou Lamiaceae. La famille des Lamiacées est I’une des plus répandues dans le

regne végétal, comporte environ 258 genres pour 6970 especes (Naghibi et al., 2005).

L'ancien nom des Lamiaceae est Labiées dérive du nom latin "labium™ qui signifie

lévre, en raison de la forme particuliére des corolles (Dupont et Guignard, 2012).

Les lamiacées sont des herbacées ayant la consistance et la couleur de I’herbe,
parfois sous- arbrisseaux ou ligneuses (Botineau, 2010), a tige quadrangulaire et a
inflorescences verticillées. Les feuilles sont généralement opposées ou verticillées, simples

ou tres rarement pennatiséquées. Les fleurs sont bisexuées et zygomorphe.

Lamiacées peuvent étre également, mais plus rarement, des arbrisseaux de petite
taille. C’est une famille exceptionnellement homogéne, et tres facile a reconnaitre

(Guignard et Dupont, 2004).

Une grande partie de ces plantes sont aromatiques riches en I’huile essentielle et
possédent un intérét économique et médicinal. Elle est divisée en deux principales sous -

familles : les Stachyoideae et les Ocimoideae (Botineau, 2010).

Un trés grand nombre des genres de la famille des Lamiaceae sont des sources riches
en terpénoides, flavonoides et iridiodes, glycosylés et composés phénoliques (Lee et al.,
2005).

En Algérie, cette Famille comprend 29 genres et 140 espéces se développant aussi

bien dans les zones méditerranéennes que sahariennes (Naghibi et al.,, 2005).
1.2. Genre Ocimum

Le genre Ocimum originaire d’Asie méridionale, d’Iran et du Moyen- Orient ;
compte une centaine d’espéces (Ouibrahim, 2015). C’est un groupe important de plantes
herbaceées ou buissonnantes, annuelles ou vivaces, Il représente une importante source

d’huile essentielle utilisée en industries : alimentaire, pesticides et parfumerie cosmétique.
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Chapitre 1 Généralités sur I’Ocimum basilicum L

Des Ocimum sp. sont également utilisés en médecine traditionnelle pour différentes

applications dans beaucoup de pays africains et asiatiques (Dabire et al., 2011).

1.2.1. Classification de genre Ocimum

Selon (Sajjadi, 2006), Le genre Ocimum considéré comme 1’un des plus grands
genres de la famille des Lamiaceae compte plus de 150 espéces de plantes herbacées
annuelles, parmi lesquelles ;

-le basilic sacré (Ocimum sanctum L).
- le basilic citron (Ocimum canum L).
-le basilic de Ceylan (Ocimum gratissimum).

-le plus connu est le basilic commun (Ocimum basilicum L).
I.3. L’Ocimum basilicum L
1.3.1. Historique

L'histoire de l'utilisation du basilic comme médicament remonte a I'époque de
Dioscoride (entre 25 et 90 apres J.C.), qui le mentionne dans I'un des premiers ouvrages sur
les plantes médicinales, de Materia Medica, comme un antidote puissant contre les pigdres
de scorpion. Plusieurs croyances intéressantes sont attribuées a I'utilisation historique du
basilic. Les Européens considéraient qu'il était funebre et que réver de lui portait malheur,
alors qu'en lItalie, les femmes le portent dans les cheveux et les jeunes en collent une
branche au-dessus de I'oreille lorsqu'ils vont faire la cour. En Inde, les Hindous croyaient
qu'une feuille de basilic enterrée avec eux leur servirait de passeport pour le paradis. Au
début du XVlle siecle, les Anglais I'utilisaient dans leur nourriture et sur les portes pour
éloigner les parasites indésirables, comme les mouches, ainsi que les mauvais esprits (Alia
et al., 2012). 11 est aussi référe comme sacre dans 1’Inde, car il est utilisé pour désinfecter

la maison contaminée par Paludisme lequel tue les moustiques (Karthika et al., 2017).
1.3.2. Présentation

D’aprés (Li Qing et al., 2016), le nom de basilic est derivé du mot grec, basileus, qui

signifie «royal» en raison du parfum royal de cette herbe.

Le basilic (également connu sous le nom de basilic doux) est une herbe aromatique,

épicée annuelle (Ali-Dalille, 2010).
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Les Ocimum basilicum L sont des plantes a croissance rapide. Dans la littérature, des
propriétés biologiques intéressantes ont été décrites pour cette espéce. En effet, I’huile
essentielle a des propriétés insecticides, antioxydants, antibactériennes, antifongiques
(Opalchenova et Obreshkova, 2003).

Figure 01: Ocimum basilicum L.

1.3.3. Position systématique
Le tableau suivant représente la classification taxonomique de cette plante (O.basilicum L).

Tableau 1 : Position systématique d’Ocimum basilicum L (Sullivan, 2009).

Régne Plantae

Embranchement Spermaphyte (phanérogame)

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales (dicotylédones gamopétales)
Famille Lamiaceae

Genre Ocimum

Espece Ocimum bacilicum L

1.3.4. Nomenclature

Le basilic posséde plusieurs noms et synonymes sont attribués dans la littérature :

¢ Nom scientifique : Ocimum basilicum L.
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e Synonymes: Ocimum basilicum var. glabratum Benth, majus Benth.

e Noms vernaculaires : Lahbeq, habeq, hamahim, hebeq el ailaa (Ait-Youcef,
2006).

e Autres noms : Basilic, basilic commun, basilic officinal, basilic des jardins,
boranger des savetiers herbe royale, basilic romain, grand basilic (Delille, 2007),

herbe aux sauces, pistou ou pesto son équivalent italien (Chalchat et al., 2008).
1.3.5. Répartition géographique

Le basilic est une plante originaire d'Inde et d'Asie tropicale et pousse maintenant a
I'état sauvage dans les régions tropicales et subtropicales; et trouvé en Afrique et
Amérique du Sud (Khan et al., 2015). Il est cultivé commercialement dans de nombreux
pays chauds (en climat méditerranéen) et tempérés du monde entier, y compris la France,
la Hongrie, la Gréce et d'autres pays d'Europe du Sud, I'Egypte, le Maroc et I'Indonésie. I
est également cultivé dans plusieurs Etats américains, notamment en Arizona, au Nouveau-

Mexique et en Caroline du Nord, ainsi qu'en Californie (Pushpangadan et George, 2012).

L’extraction de son HE s’effectue dans la plupart des régions tempérées chaudes du
monde comme par exemple en Inde, en Bulgarie, au Pakistan (Hiltunen et Holm, 1999).
Et les pays du Maghreb, en particulier en Algérie, au Maroc, en Tunisie et en Egypte
(Figure 02).

Figure 02 : Répartition géographique du basilic (Pushpangadan et George, 2012).
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1.3.6. Description botanique

% Appareil végetatif

e Latige : est quadrangulaire, pouvant atteindre jusqu'a 50 a 60 cm d’hauteur.

Rameau
de basilic Y2

Figure 03 : Présentation d'Ocimum basilicum L (Pousset, 2004).

Les feuilles : sont nombreuses, opposées pétiolées de forme ovale, lancéolée et ailées.
Elles sont longues de 2 a 5 cm, entiéres ou dentées et ciliées sur les bords, de couleur verte

pale a verte foncée (Ait-Youcef, 2006).

Figure 04 : Présentation morphologique des feuilles de basilic (Khamouli

et Grazza, 2007).

e Le systeme racinaire : est du type pivotant (Arabici et Bayram, 2004).
< Appareil reproducteur

e Les fruits : sont des tétrakénes renfermant chacun une seule graine marron-noire
oblongue (Ouibrahim, 2015) .
e Lesgraines : petites (fines), oblongues et marron foncé, la durée de germinative de

cette graine est de huit ans (Riaz, 1999).
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G . =

Figure 05: Les graines d’O. basilicum L (Li Quing, 2016).

e L’inflorescence : est en long épis de fleurs groupées en glomérules.
e Les fleurs : sont petites et regroupées en épis a I’extrémité des rameaux en
verticilles trés le long de 1’axe. . Elles sont de couleur creme, blanche, rose ou

violacée selon la variété.

Chaque verticille, comprend 4 a 6 fleurs portées par de court pédoncules et 1 ou 2
bractées. L’ensemble a I’allure d’un épi qui peut atteindre 10 a 15 cm de long. Ses fleurs,
assez petites, sont trés irréguliéres. Elles comprennent :

- Le calice composé de cinq (05) pétales soudés (d’ou le terme gamopétale) : un grand
sépale supérieur et 4 petites dents pointues en-dessous.

- La corolle est constituée d’un tube qui se divise vers le haut en deux lévres distinctes,
d’ou le nom de Labiée donné a la famille : une inférieure entiére est formée d’un seul
concave, et une supérieure organisée autour de quatre (04) dents régulieres.

- L’androcée est a quatre étamines a long filet attachées a la partie inférieure de la corolle.
- Le gynéceée ressemble a quatre petits mamelons au milieu de la fleur, ce sont les 4 loges
de I’ovaire, entre ces loges part un long style qui porte un stigmate fourchu (Arabici et

Bayram, 2004).

Calice

\ Corolle
|‘ ’I
’ ]
!
// J’f@ma;g
=" Llamines

Figure 06 : Les fleurs d’O.basilicum L (Surville, 1959).
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1.3.7. Variété

Les différentes variétés de basilic se distinguent par leur couleur, leur forme, leur

taille et leur parfum. Selon (MacKee, 1994), les plus cultivées sont :

Ocimum basilicum var. album.
Ocimum basilicum var. anisatum.
Ocimum basilicum var. densiflorum.
Ocimum basilicum var. difforme.
Ocimum basilicum var. glabratum.
Ocimum basilicum var. majus.
Ocimum basilicum var. minimum.
Ocimum basilicum var. pilosum.
Ocimum basilicum var. purpurascens.

Ocimum basilicum var. thyrsiflorum.
1.3.8. Composition chimique

Les graines de basilic contiennent des polysaccharides, du mucilage et de I'huile fixe
qui se compose de I'acide linoléique (50%), acide linolénique (22%), acide oléique (15%),
ainsi que 8 % d'acides gras insaturés (Malik et al., 1989). Les feuilles de basilic
contiennent également environ 5% de tanins, l'acide oléanolique (0,17%) et d'une petite
quantité d'acide ursolique, protéines (14%), de glucides (61%), ainsi et des concentrations

relativement élevées de vitamine (A, B1, B2, C et E) et I'acide rosmarinique.

L’O.basilicum L contient les huiles essentielles a des compositions différentes selon
le chémotype, 1’origine et la période de récolte. Ainsi on pourrait retrouver dans les huiles
essentielles des HEs a 1,8 cinéole, linalool, eugénol, méthyl chavicol et estragol
(Ouibrahim, 2015) et des métabolites secondaires en particulier principalement des
monoterpenes, des sesquiterpénes, des phénylpropanoides, des alcools, aldéhydes, cétones,
esters et divers composés (Boggia, 2015) .En outre, elles renferment des flavonoides (0,6 a
1,1%) dont flavonoides aglycones tels que quercetine et kaempférol, qui considéré comme

un antioxydant (Kwee et Niemeyer, 2011).
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1.3.9. Culture

Le basilic étant une plante cultivée dans les pays tempérés. Sa culture exige un
climat chaud et ensoleille, un sol irrigable, riche en matiéres organiques, son multiplication
se fait par semis au printemps, vers Mars-Auvril. En climat tempéré, il faut le faire en serre
ou dans des pots maintenus a une température de I’ordre de 20°C. La germination se
produit au bout de 4 a 7 jours. Le repiquage en pleine terre peut se faire lorsque le sol est
suffisamment réchauffé. Le basilic a besoin d’un pH de 5 a 8 et d’une température plus de
15°C et une exposition abritée et cinq heures d’ensoleillement quotidien (Schauenberge,

2006 ; Bezanger et al., 1990).
1.3.10. Récolte

Pour I’herbe culinaire en frais, avant épanouissement des fleurs, la récole est entre le
mois de Juillet et Septembre ; pour la premiere coupe, la barre est placée a 15 cm au-dessus
du sol car la plante remonte sur les bourgeons de bas de tige. Pour I’huile essentielle et

I’herboristerie ; la récolte est en pleine floraison (Hubert, 2007).
1.3.11. Séchage et conservation

Le séchage doit étre aussi vite que possible a une température de 30 - 35°C. Il se
conserve frais en pot ou séché a I’ombre, a 1’abri de la lumiere, de ’humidité et de la

poussiére.
1.3.12. Ravageurs

Les cultures de basilic sont est sensible a divers agents pathogénes (Garibaldi et al.,
1997). Parmi les maladies les plus importantes sont la fusariose causée par Fusarium
oxysporum ; la moisissure grise causée par Botrytis cinerea; la moisissure blanche causée
par Sclerotinia sclerotiorum (Elad et al., 2015); et ces dernieres années Peronospora

belbahrii, I'agent causal du mildiou.

Lors de la préparation de la pépiniére, la fonte des semis peut également se produire

et endommager le plant ; elle est causée par Pythium insidiosum.

Un autre ravageur qui affecte les cultures de basilic est I’aile de dentelle causée par

Cochlochi labullita. Les feuilles se recourbent d’abord, puis la plante entiere se desseche.
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Le basilic est sensible & I'oidium (Oidium spp.), A la brilure des semis (Rhizoctonia

solani) et a la pourriture des racines (Rhizoctonia bataticola) (Shasany et Kole, 2018).
1.3.13. L’utilisation traditionnel

L’Ocimum basilicum L est utilisé comme ingrédient alimentaire, remeéde, ingrédient
cosmétique et a des fins ornementales. Il est considéré comme I'un des herbes les plus
connus et les plus utilisés dans le monde culinaire, il est populaire dans la cuisine d'une
grande variété d'aliments dans de nombreux types de cuisines (Boggia, 2015), pour sa

suave odeur et sa saveur tres agréable et ment bolée (Ekren et al., 2012).

La plante est employée en usage externe pour traiter les lésions cutanées allergiques
comme ’urticaire, les brilures par ’ortie ou les piqures d’insectes. C’est un antiallergique
et, en méme temps, elle agit contre la douleur localement, son effet est soit analgésique soit

anti inflammatoire.

Les feuilles et les fleurs de 1’O.basilicum L sont utilisées dans la médecine populaire
comme tonique et vermifuge, en outre, elle est prise en tisane contre les nausées, les

flatulences, et la dysenterie.

C’est une plante médicinale utilisée genéralement pour le traitement des crampes
d’estomac, les diarrhées, la constipation, les angines, la toux, le dysfonctionnement du rein,
la bronchite, les affections pulmonaires, les thumatismes, I’inflammation, les maux de téte,
I’hypertension et comme contraceptif. Les huiles de cette plante est bénéfique pour le
soulagement des spasmes rhinite, la fatigue mentale, ainsi, comme un traitement de
premiers soins pour les piqures de guépes et morsures de serpent. L'huile essentielle de
basilic est connue aussi par son activité antimicrobienne, antioxydante, antifongique,

insecticide et antiviral (Vlase et al., 2014).
1.3.14. Propriétés biologiques
> Activité antioxydant

L’extrait éthanoliqgue du basilic ayant une consequence protectrice contre les
dommages oxydatifs de I'ADN et la mutagenese, avec un résultat décroissant dans la

synthese du cholestérol et I'accumulation des lipides dans macrophages humains.
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Les extraits aqueux et éthanolique de basilic étaient capables d'augmenter le taux
d'alcoolémie, et la O-6-méthylguanine-ADN-méthyltransférase (MGMT), responsable des
effets antioxydants dans les cellules humains, et augmente aussi la glutathion S-

transférase-P1 dans une moindre mesure (Niture et al., 2006).

L’activité antioxydant a été également expliquée par le niveau de teneurs en

composés phénoliques et flavonoides dans 1’extrait (Dasgupta et al., 2004).
> Activité antibactérienne

Des études montrent que le basilic inhibe la croissance de différentes souches
bactériennes a savoir : Bacillius cereus, B. megaterium, Listeria monocytogenes, Shigella
boydii, S. dysenteriae, Vibrio parahaemolyticus, V. mimicus, et Salmonella typhi (Hossain
et al., 2010).

Les huiles essentielles et le linalol, le composant le plus abondant, ont présenté une
activité antibactérienne contre des souches bactériennes souches bactériennes : S. aureus,
E. coli, Mucor mucedo, Fusarium solani, Botryodiplodia theobromae, B. subtilis,

Pasteurella multocida (Hussain et al., 2008).
» Activité anticancéreuse

D’aprés 1’étude de « Marwat et al., 2011» conclu que I'huile d’O.basilicum L
posséde une activité antiprolifératif le plus éleve dans la lignee cellulaire carcinome

épidermique de la bouche humaine (KB) et murin lignées cellulaires de leucémie (P388).

Dans une autre étude « Kathirvel et Ravi, 2012» indique que I'huile essentielle
basilic ayant un effet anticancéreuse du col de I'utérus (HeLa), du carcinome épithélial du
larynx (HEp-2) et la lignée cellulaire de fibrose embryonnaire de souris NIH 3T3 sont

étudiées en utilisant une méthode de méthyl thiazol tétrazolium.
> Activité antiviral

Selon I’étude de « Chiang et al., 2005», I’ extrait aqueux et éthanoliques bruts d’O.
basilicum L et sa sélection purifiée composants, a savoir linalol, apigénine et acide
ursolique, présentait un large spectre de activité antivirale. En particulier contre virus

Coxsackie virus B1, entérovirus 7132, virus de I'herpes-1, entérovirus71, adénovirus-8,
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AVD-II, activité accrue contre HSV-2, ADV-3, antigéne de surface de I'hépatite B et
hépatite B antigene.

Les extraits aqueux de cette plantes joue un role dans I’inhibition de la formation des
cellules géantes en culture avec infection par le VIH, ainsi que la transcriptase inverse de
VIHI.

» Activité anti-inflammatoire

D’apres 1’étude de «Benedec et al., 2007» sur les effets de la teinture d'Ocimum
basilicum L dans l'inflammation aigué induite par I'huile de térébenthine (IM 0,6 ml/100
mg) chez des rats males Wistar. Comparée au diclofénac, la teinture d'O basilicum L a des
effets anti-inflammatoires importants sur la réponse de phase aigué de la moelle osseuse et
un effet réduit sur la synthese de NO. Et selon «Chinnasamy et al., 2007» Les résultats
montrent que l'extrait méthanolique brut d'Ocimum basilicum L inhibe les cytokines et

médiateurs pro-inflammatoires clés, ce qui explique ses effets anti-inflammatoires.

15






Chapitre 11 Métabolites secondaires

I11.1. Généralités

Une des originalités majeures des végétaux reside dans leur capacité a fourni les
métabolites primaires (acide nucléiques, lipides, protéines, acides amines et glucides). Les
plantes produisent un assortiment vaste et diversifié de composés organiques, dont la
grande majorité ne semble pas participer directement a la croissance et le développement,
ces substances appelées métabolites secondaires (Croteau et al., 2000).

Le terme « métabolites secondaires» qui a probablement été introduit par Albrecht
Kossel en 1891, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les
plantes. lls sont des dérivées de métabolisme primaire avec des structures chimiques
souvent complexe (Donatien, 2009). lls sont répartis difféeremment dans le régne vegétal
avec des niveaux d’accumulation qualitative et quantitative variables. Ces molécules sont
synthétisés en faible quantité avec une variabilité structurale extraordinaire dont plus de
200000 structure sont été définies, cette diversité résulte des réactions chimiques post
biosynthése (hydroxylation, glycosylation, carboxylation, condensation) (Hartmann,
2007).

Les métabolites secondaires sont importants pour la survie et la propagation des
plantes qui les produisent. Beaucoup fonctionnent comme signaux chimique permettant a
la plante de répondre aux contraintes de I’environnement. D’autres interviennent pour
défendre leur producteur contre les herbivores, les pathogénes (organismes responsables de
maladies) ou les compétiteurs. Certains assurent une protection contre les radiations
solaires et d’autres encore facilitent la dispersion du pollen et des graines (Raven et al.,
2014).

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches, ils ont un intérét
multiple, ils sont mis a profit aussi bien dans I’industrie alimentaire, cosmétique et
pharmaceutique. Ils sont largement utilisés en thérapie comme vasculo-protecteurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires (Bruneton,
1999).

11.2. Définition

Le terme metabolites secondaires est définit comme des molécules organiques

complexes synthétisées et accumulées par les plantes autotrophes, ainsi possédent un réle
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important dans les interactions de la plante avec son environnement. Ces métabolites
secondaires sont résultent généralement de trois voies de biosynthése : la voie de
shikimate, la voie de mévalonate et du pyruvate. Ils sont localises au niveau des différentes

parties de la plante (racines, tige, feuilles...) (Basli et al., 2012).
11.3. Classification

D’apreés leur biosynthése, les métabolites secondaires chez les végétaux peuvent étre

divisés en trois grandes catégories (Vermerris et Nicholson, 2008 ; Bruneton, 2009) :

-les composés phénoliques.
-les terpenes.

- les alcaloides.
11.3.1. Les composeés phénoliques
11.3.1.1. Définition

Les composés phénoliques, communément appelés polyphénols, sont un groupe
important de métabolites secondaires largement distribués dans les plantes. (Lépez et
Garcia, 2017), avec plus de 8000 structures connus. lls sont naturellement présents dans
I’alimentation sous formes de vitamines A, C ou E, les caroténes (Uthurry et al., 2011).
IIs sont présentes dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges, feuilles, fleurs, fruits,
pollens, graines et bois) selon 1’espece végétale et le groupe polyphénolique considérés
(Dangles et al., 1992 ; Hagerman et al., 1998).

11.3.1.2. Structure

Les composées phénoliques sont caractérisés par la présence d'au moins d'un noyau
benzénique (aromatiques) au quelle est directement lié au moins un groupement hydroxyle

libre ou engagé dans une outre fonction : éther, ester ou hétéroside.

Figure 07 : le noyau phénols.
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11.3.1.3. Classification

Les composes phénoliques peuvent-étre répartis selon le nombre d’atomes de

carbone dans le squelette de base.Les principales classes des polyphénols sont : les acides

phénoliques, les flavonoides, les coumarines, les quinones, les lignanes et les tanins (tanins

hydrolysables et condensés) (Bruneton, 2009 ; Kabera et al., 2014).

Tableau 11 : Les principales classes des composés phénoliques.

Composée Nombre | Squelette | Structure de
phénoliques de base Exemple Référence
carbone
Acide gallique | (Crozier et al.,
Phénols simple Acide caféique | 2006 ;
6 C6 HOOOH Bruneton,1999 ;
Hennedelle,
2006)
(Crozier et al.,
2006 ;
Lovegrove et
) Kaempférol | al., 2017).
Flavonoides 15 C6-C3-C6
(Crozier et al.,
. Esculitine 2006)
. S o,
Coumarines 9 C6-C3 |/ - \1 Omblliférone
o \\[,,/ N .
(Cowan, 1999).
Tanins 6 (C6-C1)2
hydrOlysab|eS E”agotannin
Procyanidine
Tanins N cec3- | . i1
condensés C6)n \Q/\JJR or
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(Crozier et al.,

CHO CH.OH 2006).
A HO O CH:0H EntérOdIOI
Lignanes 18 (C6- C3)2 Pinorésinol
e
OH
o (Bruneton,
_ [ hydroquinone | 2009).
Quinones 6 C6 6 | 2 ubiquinone
» " -3
o
Para-

benzoquinone

)] Catéchol

Ortho-
benzoquinone

11.3.1.4 .Biosynthese des polyphénols

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques, celle de I’acide

shikimique (shikimate) et celle issue de 1’acétate :

» Voie de I'acide shikimique

Conduit a la formation des oses aux aminoacides aromatiques (phénylalanine et
tyrosine) puis, par désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et a leurs trés
nombreux dérivés : acide benzoiques, acétophénones, lignanes et lignines, coumarines
(Bruneton, 2009).

> Voie de I’acétate / malonate

La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation des acides phenols et
d’autres composés phénoliques tels que (chromones, isocoumarines, orcinols, depsides,
xanthones, quinones) a partir de cyclisation (réaction de Claisen ou condensation

aldolique) répétée d’unités acétate. (Bruneton, 2009 ; Guignard, 2000).
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Phosphoénol pyruvate
Erythrose 4-phosohate

(Protéines)
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e

—_ —> —>

Acide chorismigue

A 4

K

mu

Phénylalanine

Dérivés des acides
hydroxycinnamiques

(acides chlorogéniques.

Caféoyl-tartriques,...)

Tyrosine

TA PAL

A

TR

Acide de la sériés

A

benzoique(p-
hydroxybenzoique

A 4

Tannins hydrolysables

Phénylpropanoides (dérivés de
I’acide cinnamique) :

Acide hydroxycinnamique
(coumarique,caféique,férulique,
sinapique) et leurs esters avec le

Coenzyme A

Lignanes

A

CCR
CAD

Monolignols
(alcools p-

Coumarines

Stilbénes

p-coumaroyl-CoA (C6-C3)

coumaroyligue,

coniférilyque et
+3 malonyl CoA CHS sinapique)
(3xC3)
CHI
v POD,
Flavonoides en C15(C6-C3-C6) : Lacc
chacone,flavanones,flavonols,
anthocyanes,flavanes,..... \ 4
Tannins condensés Lignines
Isoflavonoides

Figure 08 : La voie de biosynthése des polyphénols végétaux (Macheix et al., 2005).

11.3.1.5. Rdle et intérét des composés phénoliques

Les polyphénols ont des multiples réles essentiels dans la physiologie végétale et ont

des propriétés sur I’organisme humain.

» Chez les végétaux

Les composés phénoliques posseédent nombreuses fonctions :
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Les polyphénols ont un role dans le contrdle de la croissance et le développement
des plantes en interagissant avec les diverses hormones végétales de croissance.

Ils impliquent dans les mécanismes de défenses élaborés par les végétaux contre la
prédation par des insectes, des herbivores et contre les infections et les agressions
microbiennes multiples (Uccella, 2001).

IIs interviennent dans la croissance cellulaire, la rhizogénese, la germination des
graines et la maturation des fruits.

Ils assurent la communication entres cellules, entre végétaux, entre végétaux et
animaux (Robert et Catesson, 2000).

IIs représentent un systeme de défense contre le rayonnement ultraviolet ou
I'agression dans les aliments, ils peuvent contribuer a amertume, astringence,
couleur, saveur, odeur et stabilité oxydative (Makoi et Ndakidemi, 2007).

Ils intervient dans la fertilité des plantes et la germination du pollen (Stalikas,
2007).

Ils assurent la pigmentation des fleurs, des fruits et des graines. De ce fait, ils jouent

un role important dans la pollinisation entomophile et la dispersion des graines.

> Chez les humains

Les composants phénoliques sont des molécules biologiquement actives, ils sont
largement utilisés en thérapeutique comme antioxydants (Dif et al., 2015),
antiallergiques, anti-inflammatoires, agents anticancéreux et antimicrobiens
(Daglia, 2012), anti athérogénique, antithrombotique, anticarcinogénes,
antiathérogénes (Papar et al., 2007), antiulcéreuse (Martin et al., 2002),
vasodilatateurs (Falleh et al., 2008) et inhibiteurs (Hodgson, 2010) enzymatiques .
L'activité antioxydant des polyphénols est reconnue et pourrait expliquer leur réle
potentiel dans la prévention de plusieurs maladies associées au stress oxydatif,
telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives (Sun et
al., 2011).

Les travaux de « Manachet et al., 2005 » ont montré que les polyphénols inhibent
I’agrégation plaquettaire impliqué dans le phénomene de thrombose qui peut
conduire a I’occlusion des artéres.

Les polyphénols sont également utilisés dans 1’industrie agro-alimentaire comme

additif, colorant, ardme ou agent de conservation (Bruneton, 1999).
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Les exemples de quelques composés phénoliques et de leurs activités biologiques
sont récapitulés dans le tableau I11.

Tableau I11: les exemples de quelques composes phénoliques et leurs activités

biologiques.
Polyphénols Principales activités Références
Antibactériennes, Antifongiques
Acide phénolique | Antioxydants (Hennedelle et al., 2004).
Antipyrétiques et anti-inflammatoires | (De Barros et al., 2008).
Antiulcéreuse
Antiviral, Antioxydants.
Anti carcinogénes, (Choi et al., 2006).
Flavonoides Antiinflammatoires, antiallergique,
antimicrobienne, antiulcéreuse,
hypotenseur, diurétique.
Anti cancérigene, Antiinflammatoire
) Antioxydants, Antiparasitaire (Ito et al., 2005)
Coumarines Antivirales, vasodilatatrices, (Iranshabhi et al., 2007).
Anticoagulantes.
Antiparasitaire, Antioxydant,
Tanins Antifongique, Antitumorale, (Kubata et al., 2005).
Antivirale Antibactérien (Lamy et al., 2011).
Lignanes Vasodilatatoire, Antiinflammatoire (Kapeli et al., 2003)
Analgésique, Antiparasitaire (Barata et al., 2000).
Antidépressives, anti-protozoaires, (Bruneton, 1999 ;
Quinones antivirales, Antibactériennes, Hennedelle et al., 2004).
Antifongiques et Antiallergiques.

11.3.2. Terpénoides

11.3.2.1. Définition

Sont des produits naturelles appelés aussi terpenes, découle du fait que les premiers
membres de la classe ont été isolés a partir de la térébenthine (“terpentin” en allemand)
(Bekkali et al., 2008).
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Les terpénoides constituent un vaste groupe des métabolites secondaires, avec plus
de 22000 composes décrits (Raven et al., 2014). Ils regroupent a la fois des molécules de
faibles poids moléculaires, volatiles et composants principaux d’huiles essenticlles. Ces
constituants proviennent de 1’isopréne de formule générale (CsHg),. La trés grande majorité
des terpénes sont spécifiques du regne végeétal plus répandus dans les fruits, légumes et
fleurs (Dudareva et al., 2005), mais on peut en rencontrer chez les animaux ,les
organismes marins. Ils constituent une ligne de recherche énorme du point de vue médical,
chimique et génétique, Qui possede des structures, des propriétés physiques et chimiques et

activités biologiques tres diverses (Bruneton, 1999).
11.3.2.2. Structure

Les terpénes sont des produits hydrocarbonés naturels, de structure cyclique ou de
chaine ouverte, ils sont formés de la condensation «téte a queue» d’un nombre entier
d’unités penta carbonées ramifiées dérivées du 2-méthyle butadiéne, appelées unités

isopréniques de formule brute (CsHg), (Bottine, 2011).

.

I
H

Figure 09 : Structure de la molécule d’isoprene.

H,C=

11.3.2.3. Classification

Les terpénoides sont classées selon le nombre de répétitions de I'unité de base
isopréne, en distingue : monoterpenes (C10), sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20),
triterpénes (C30), tétraterpénes (C40) et polycycliques (Cyo)n.

Les principales classes, configuration et quelques exemples des terpenoides sont

résumés dans le tableau V.

Tableau IV: Les principales classes configuration et quelques exemples des terpénoides
(Guentri-ayari, 2019).
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Terpénes Unités Formule | Configuration Exemple
isoprénes | brute
Acyclique Géraniol
Monoterpenes | 2 CioHis Monocyclique Limoneéne, Menthol
Bicyclique Fenchol-3-Caréne
Acyclique Farnésene,
Sesquiterpénes CisHa4 Monocyclique Zingibéreéne,
3 Periplanone
Bi cyclique a-Cadinéne
Polycyclique a-Copaéne
Acyclique Phytol
Diterpénes 4 CaoHss Monocyclique Rétinol (vitamine A)
Bicyclique Labdane
Polycyclique Paclitaxel(Taxol)
Acyclique Squaléne
Triterpenes 6 C30H48 | Titracyclique Lanostérol
Pentacyclique Hopane
Tétraterpénes | 8 CuoHes Acyclique Lycopéne
Bicyclique B-Caroténe,Lutéine
Polyterpénes N (CsHg)n Cis-polyisoprene Caoutchouc naturel
Transpolyisoprene | Gutta-percha
(gommes)

11.3.2.4. Biosynthése

La biosyntheése des terpénoides se fait par deux voies principales qui sont :

» La voie de ’acide mévalonique

C’est la voie la plus connue, elle prend son origine au niveau de 1’acétyle coenzyme
A(CH3COSCoA).
e La condensation de trois unités d’acétyles CoA conduit a la formation d’un
composé en Cg (le mévalonate) qui permettant d’aboutir aux deux intermédiaires en
Cs bio-précurseurs des terpenes (pyrophosphate d’isopentén-3yle (PPl3) et
pyrophosphate de di-méthyl allyle (PP1,)).
e Les deux intermédiaires en C5 réagissent entre eux pour conduire au pyrophosphate
de géranyle (PPG) point de départ de tous les monoterpénoides.
e La condensation de PPl sur pyrophosphate de géranyle donne le pyrophosphate de
farnésyle, précurseur de tous les sequiterpens. Selon ce processus, les diterpenes,
triterpénes et tétraterpénes sont obtenus. Cette voie se fait dans le cytosol et le

réticulum endoplasmique (Sharkey, 1991).
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Duplication

Téu
Squaléne

Triterpénes en C 4,

Stéroides

Diterpénes en Cy

oPP

+PPly

Monoterpénes en C,,

oPP
PPFarnésyle

+PPIy

Sesquiterpénes en C,¢

aterpénes en C,y

Caroténoides

Figure 10 : La biosynthése des terpénes par la voie de I’acide mévalonique.

» La voie du méthylérythritol phosphate

(non mévalonique)

Spécifique aux végétaux et se fait au niveau des plastes. Elle commence par la

condensation d’une unité pyruvate (C3) avec une unité de glycéraldéhyde3-phosphate (Cs)

et conduit au méthylérythritol phosphate, un composé intermédiaire en Cs.Plusieurs étapes

enzymatiques conduisent ensuite a la synthése de

PPIs.

Cette voie conduit a la biosynthese de la majeure partie des terpénes.

o o

+
/J\ OP
e H)I\(\ o

OH

Acide pyruvique Glycéraldéhyde 3-phosphate

)

PPl

Avec: Op =-0O P({OH)» Phosphate

)\/\() pp ——

OH
—— W\‘JP
o OH

1-désoxyxylulose-5
-phosphate

|

OH

OH OH

2-méthyl-érythritol-4-phosphate

Figure 11 : La biosynthése des terpenes par la

voie du méthylérythritol phosphate.
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11.3.2.5. Propriétés biologiques de terpénes

Les terpénes ont une large utilisation dans le domaine thérapeutique comme
antiviraux, antimicrobienne, anti-inflammatoire, anticancéreux, antiseptique (Klaas et al.,
2002), anesthésique, antihistaminique, antirhumatismal, diurétique, insecticide,
analgesique antibiotique. De plus, ils sont utilisés dans le domaine industriel des épices
(Kabera et al., 2014).

Ces molécules peuvent étre sous forme d’huiles essentielles qui se comporte en
parfums et contribue dans le golt des aliments, des pigments (caroténe), des hormones
(acide abscissique), des stérols (cholestérol) (Hopkins, 2003), transporteurs d’électrons

(I’ubiquinone, la plastoquinone) (Raven et al., 2014).
11.3.3. Les alcaloides
11.3.3.1. Définition

Les alcaloides sont une des classes des métabolites secondaires les plus importants
qui trouve chez les végétaux, les animaux et certains microorganismes. Le terme alcaloides
ou « alkaly-like » (al kaly = la soude ; like = qui a I’apparence) a été proposé pour la

premiere fois par le pharmacien Meissner en 1818 (Hesse, 2002).

Les alcaloides sont des molécules organiques, hétérocycliques, azotées, complexes,
d'origine naturelle a caractere basique, de propriétés pharmacologiques marquées,
généralement leur précurseurs sont des acides aminés (alcaloides vrais), ou des terpénes
(alcaloides terpéniques ou proto-alcaloides). Ils représentent les principes actifs de
nombreuses plantes médicinales (Omulokoli et al., 2000).

Les alcaloides se localisent dans les pieces florales, les fruits ou les graines, ces
substances sont trouvées concentrées dans les vacuoles. Leur teneur est trés variable,
généralement comprise entre 0.1% et 2 a 3 % du poids sec de la drogue (Roux et Catier,
2007). lls existent rarement a 1’état libre dans la plante, mais le plus souvent ils sont
combinés a des acides organiques ou a des tanins. Ce sont des composés relativement
stables qui sont stockés dans les plantes en tant que produits de différentes voies

biosynthétiques (Ziegler et Facchini, 2008).
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11.3.3.2. Classification

La classification des alcaloides a été rapportée par Bennett et Wallsgrove en 1994
ou les alcaloides ont été divisés en fonction de l'origine biosynthétique et la structure

moléculaire. On distingue :

v Selon ’origine biosynthétique

e Alcaloides vrais : dérivent d’acides aminés, leur atome d’azote est inclus dans le
systeme hétérocyclique, exemple : la strychnine dérivée du tryptophane.

e Pseudo-alcaloides : présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais mais ne sont pas des dérivés des acides aminés, exemple : la
caféine.

e Proto-alcaloides : sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans le
systeme hétérocyclique, ils ont un caractere basique et sont élaborés in vivo é partir
d’acides aminés. llIs souvent appelés «amines biologiques» et sont solubles dans
I’eau, exemple : Bétanine, Mescaline.

v" Selon la structure moléculaire

Tableau V : Les principaux cycles azotés et quelques exemples des alcaloides.

Nombre des cycles Nome des cycles Exemple

Hygrine

F

Pyrrolidine
1 seul cycle contenant I’atome y

d’azote

Isopelletierine
SolénopsineA

5

Pipéridine

Rétronécine

3

. Sénécionine
2 cycles contenant I’atome Pyrrolizidine
d’azote
@ Lupinine
N Spartéine

Quinolizidine
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Tylophorine
N Castanospermine
Indolizidine
o Nicotine
| _ Anatabine
1 hétérocycle aromatique Pyridin
contenant I’atome d’azote yrdine
X Pellotine
N Papavéirine
Isoquinoléine Berbérine
Q_\> Ajmaline
N Strychnine
Indolique

11.3.3.3. Biosynthése des alcaloides
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Figure 12 : Origine biosynthétique de différentes classes d’alcaloides.
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Quand la molécule comporte des carbones supplémentaires, ils sont apportés par des
¢éléments largement impliqués dans d’autres métabolismes : acétate (tropanes), di-méthyl
allyl pyrophosphate (ergolines, furoquinoléines) ou plus spécifiques a un groupe particulier
de végétaux comme le sécologanoside (alcaloide indolo-monoterpéniques). Les oxydations
allyliques, les couplages oxydatifs, I’oxydation des noyaux aromatiques, les estérifications,
les éthérifications, etc. justifient I’existence des nombreuses variations structurales. Pour
les alcaloides terpéniques, ils sont un peu particuliers et leurs précurseurs sont une origine

strictement terpénique et I’animation de la molécule est tardive.

11.3.3.4. Propriétés physicochimiques

++ Masse moléculaire variant de 100 a 900g/mol.
+ Les bases non oxygénées donnent des points de fusion au-dessous de 200 0C.
+¢ Les sels sont formés grace a la basicité des alcaloides associés avec des acides minéraux
ou organiqgues.
% Les sels se conservant assez bien, constituent la forme commerciale habituelle des
alcaloides (Bruneton, 1999).
% En général, les alcaloides bases sont insolubles ou trés peu solubles dans 1’eau, solubles
dans les solvants organiques apolaires ou peu apolaires, et sont solubles dans les alcools.
+¢ Les alcaloides non oxygénés (nicotine), sont des liquides huileux volatils, frequemment
odorants, par contre les alcaloides oxygénés sont en général solides, cristallisés, inodores et
de saveur amére.
¢ Ils peuvent étre fixés sur certains agents adsorbants tels que les charbons actifs ou les
argiles du type bentonite.
¢ Les procédés d’extraction des alcaloides sont basés sur la solubilité différentielle dans
divers solvants.
¢ Les alcaloides précipitent avec certains réactifs spécifiques appelés « réactifs des
alcaloides ». Les plus importants sont les réactifs iodeés tels que :

e Solution neutre de mercure iodure de potassium ou réactif de MAYER (précipité

blanc jaunatre).
e Solution acide d’iodobismuthite de potassium ou réactif de DRAGENDORFF
(précipité rouge orange).
e Solution d’iodure de potassium iod¢ ou réactif de BOUCHARDAT.
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+¢ Les alcaloides a 1’état de bases et en solution sont sensibles a la chaleur, a la lumiére et
a I’oxygene.
+«+ La majorité des alcaloides sont dérivés a partir des acides aminés tels que : ornithine,

lysine, phénylalanine, tyrosine et tryptophane (Alexander et al., 2008).

11.3.3.5. Role des alcaloides
» Chez la plante

Au niveau de la plante, les alcaloides jouent un role essentiel dans la protection du
végetale contre les animaux come agents phytophages, ont des effets bénéfiques sur la
plante synthétisante dont ils régulent la croissance et le métabolisme interne végétaux, ils
désintoxiquent et transforment les substances nocives au végétal, ils protégent la plante

contre les rayons UV.
» Chez I’homme

Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leurs activités
pharmacologiques et thérapeutique, notamment sur : le systéme nerveux central comme
transmetteur chimique tels (1’acétylcholine, dopamine et la sérotonine), dépresseurs
(morphine), stimulants (caféine), sur le systtme nerveux autonome comme
sympathomimétique (éphédrine), parasympathomimétique (esérine), anti-cholinergique

(atropine) et sur le systeme cardiovasculaire (quinine).

Les alcaloides sont bien connus pour leur propriétés antitussifs (codéine),
vasodilatateurs (vincamine, ajmalicine), analgésiques (cocaine), antimalaria (kuinine),
antihypertensives (réserbine), anesthésikueslocal (cocaine), anticancéraux (vincristine,
vinblastine),  antipaludiques  (quinine), anti-inflammatoires,  antioxydantes et

antibactériennes.

A cOté des bien faits de ces différentes molécules, il ne faut pas oublier que
lorsqu'elles sont a un taux élevé, elles sont susceptibles de provoquer des effets
indésirables, pour cela, elles sont appelées substances anti nutritionnelles. Leur présence
diminue la qualité nutritionnelle des aliments auxquels elles sont associées (Bruneton,
2009).

31






Chapitre 111 Activités biologiques

I11. Activité antibactérienne

Dés la naissance, I'homme se trouve en contact avec des microorganismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutano-muqueux. Pour résister a ces
microorganismes de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut en distinguer 3 groupes :

les barrieres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle et I'immunité acquise.

Une des approches courantes pour la recherche des substances biologiquement
actives est le criblage systématique des micro-organismes ou les plantes, qui sont des

sources de beaucoup d'agents thérapeutiques utiles (Garcia-Ruiz et al., 2008).

I11.1. Généralités sur les bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes,
car ils ne possédent pas de membrane nucléaire. Ce caractere les distingue des autres
organismes unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues,
protozoaires), elles sont divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries
primitives (Archaea). Toutes les bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux
Bacteria. Les bactéries ont généralement un diamétre inférieur a 1pm. On peut les voir au
microscope optique, a 1’état frais ou aprés coloration. Leur forme peut étre sphérique
(cocci), en batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochetes). Les détails de

leur structure ne sont visibles qu’en microscopie électronique (Nauciel et Vildé, 2005).

111.2. Principales substances antibactériennes

111.2.1. Les antibiotiques

On appelle « Antibiotique » toute substance naturelle d’origine biologique élaborée
par un organisme vivant, Ainsi c'est une substance chimique produite par synthese ou
substance semi synthétique obtenue par modification chimique d’une molécule de base

naturelle ayant les propriétés suivantes :

e Activité antibactérienne
e Activité en milieu organique

e Une bonne absorption et bonne diffusion dans 1’organisme (Boissier, 1993).
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Les antibiotiques peuvent étre classés selon l'origine, le mécanisme d'action, le
spectre d'action et la nature chimique, cette derniére celle-ci est la plus fréquemment
rencontrée. Parmi les principales familles chimiques des antibiotiques on a : béta
Lactamines comme le Pénicilline ; Aminosides comme Gentamycine (Cohen et Jacquot,
2001).

111.2.2. Composés phénoliques

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la tres grande majorité des cas a la
sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a I’acquisition de génes de résistance portés par des éléments
génétiques mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces résistances ont
conduits a chercher de nouveau agents antimicrobiens possédant une efficacité plus
importante que les drogues synthétiques d’une part et bien accepté par 1’organisme d’autre

part (sans exercer des effets délétéres sue la santé humaine) (Garcia-Ruiz et al., 2008).

Les composés phénoliques notamment les flavonoides et les tannins jouent un role
important dans la résistance aux maladies, protection contre les ravageurs et la diffusion
d’espéces bactériennes. Les études du pouvoir inhibiteur des flavonoides sur la croissance
bactérienne ont démontré que de nombreux composés flavoniques (Apigenine, Kaempferol
et d’autres) sont doués d’un effet important sur différentes souches bactériennes a Gram
négatif (Escherichia coli) et Gram positif (Staphylococcus aureus) (Ulanowska et al.,
2007).

Une contamination des végétaux par des microorganisme pathogénes entraine une
forte augmentation des teneurs en composés phénoliques, ce qui correspond a la mise en

place de mécanisme de défense de la plante (Macheix et al., 2005).

111.3. Mécanisme d'action des agents antibactériens

111.3.1. Mécanisme d'action antibactérienne des antibiotiques

Les antibiotiques agissent a 1’échelon moléculaire sur une ou plusieurs étapes

métaboliques indispensables a la vie de la bactérie au niveau de :
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« La paroi cellulaire

La paroi bactérienne est constituée de mucopeptide. Les antibiotiques bloquent
certains enzymes : peptido-glycane, transpeptidase qui intervient pour synthétiser la paroi
des cellules-filles en provoquant la formation de paroi incomplete aboutissant a
I’éclatement de la bactérie. Exemples : B-lactamines, cyclosérine, bacitracine,

vancomycine, fosfomycine.

Les bactéries Gram positif dont la paroi est riche en mucopeptides sont les plus

sensibles.
% La membrane cytoplasmique

Les antibiotiques entrainant une altération de la perméabilité de membrane
cytoplasmique aprés la fixation sur les phospholipides. Ils opérent comme des agents
tensioactifs cationiques. Les constituants cellulaires s’échappent du cytoplasme bactérien,

ce qui provoque la mort cellulaire. Exemple : Gramicidine et Tyrocidine.
% L’ADN nucléaire

Ces antibiotiques agissent en génant la réplication de I’ADN, il semblerait qu’une
liaison entre les quinolones, I’ADN gyrase et topoisomérase entraine un effet
bactériostatique. La mort cellulaire serait induite par la fragmentation chromosomique dont

le mécanisme varie selon la structure du quinolone (Cheng et al., 2013).

s Lasynthese des protéines bactériennes

Certains antibiotiques ciblent une ou plusieurs étapes de la biosynthese des protéines
(PARNm et I’ARNt), les mécanismes de traduction de I’ARNm sont troublés, la plus par
des antibiotiques se fixent sur la sous unité ribosomale 30S, d’autres interviennent de
diverses manieres sur la sous unité ribosomale 50S et empéchent la libération de 1’acide

aminé par I’ARNt. Exemple : les Tétracyclines (Murray et al., 2009).

La figure suivante montre I’effet des antibiotiques sur la cellule bactérienne :
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(J ) Inhibition de la synthése \2) Inhibition de la synthése
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Figure 13 : Mécanisme d’action des antibiotiques.
111.3.2. Mécanisme d'action antibactérienne des polyphénols

Les polyphénols sont doués d'activités antibactériennes importantes et diverses,
probablement di a leurs diversités structurales (Domineco et al., 2005) . Les sites et le
nombre des groupes hydroxyles sur les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur
relative toxicité envers les microorganismes, avec I’évidence que le taux d’hydroxylation
est directement proportionnel a la toxicité (Cowan, 1999). Il a été aussi rapporté que plus
les composés phénoliques sont oxydés et plus ils sont inhibiteurs des microorganismes
(Scalbert, 1991).

Ces composés agissent par deux mécanismes d’actions ; la premier consiste a
I’inhibition de la synthése d’acide nucléique dans les bactéries (Wu et al., 2011) et autre
deuxieéme provoquant I’endommagement des membranes cellulaires des bactéries

(Tsuchiya et Linuma, 2000).

Les flavonols sont parmi les plus communs des produits naturels qui présentent un
large spectre et forte activité antibactérienne par rapport aux autres polyphénols, a leur
capacité de supprimer un nombre de facteurs de virulence microbienne telle que
I’inhibition de la formation de biofilms, la réduction de 1’adhésion aux ligands de 1’hote et
la neutralisation des toxines bactériennes ainsi qu’a leur capacité d’établir une synergie

avec certains antibiotiques (Daglia, 2011).
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Les tannins ont une action antibactérienne puissante leur permettant d'inhiber la
croissance des bactéries ruminales (dont certains sont sporogénes). L'inhibition bactérienne

par les tanins est dépendante de la structure et du degré de polymeérisation de ces derniers.

L’activité antibactérienne des acides phénolique est liée aux présences des
groupements hydroxyles dans leur structure (Cowan, 1999). Les acides phénolique comme
I’acide P-coumarique, acide caféique agissent en tant que des facteurs empéchant la

croissance de Staphylococcus aureus (Stojkovi¢ et al., 2013).
I11.4. Données générales sur les déférentes souches testées

» Bactéries a Gram positif

a. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une coccobactérie Gram positif, catalase positive
appartenant a la famille des Staphylococcaceae (Becker et al., 2004). Il a un diamétre
d’environ (0,5 a 1,5 um), est immobile, asporulé et facultativement anaérobique il est
habituellement disposé en grappes. De nombreuses souches produisent des entérotoxines
staphylococciques, et font partie de la flore humaine et est surtout présent dans le nez et sur
la peau (Benhamou et al., 2005 ).

b. Bacillus cereus

C'est une bactérie appartenant a la famille des Bacillaceae. Gram positif, aéro-
anaérobie facultatif, et mobile (), habituellement les bactéries sont observés en paires ou
en chainettes courtes et capable de former des endospores, capable d'élaborer plusieurs
toxines, y compris un nécrosante entérotoxine, une toxine émétiques, phospholipases,
protéases, et hémolysines. Ils sont des facteurs déterminants pathogeénes importants
(Drobniewski, 1993).

Généralement sont largement répandues dans I'environnement est fréquemment
responsable d'intoxications alimentaires et contaminer les aliments par ses spores
(Bottone, 2010).
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» Bactéries a Gram négatif

a. Escherichia coli

C’est une bactérie a Gram négatif, commensal du tube digestif de I’homme et de
I’animal (Patrick et al., 1988), de forme non sporulée, de type aérobie facultative,
généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa
largeur est de 1,1 a 1,5 um, E. coli représente la bactérie la plus impliquée dans les
infections aigues d’appareil urinaire, elle provoque également les diarrhées d’été, diarrhée

infantile et les intoxications alimentaires (Percival, 2004).

b. Pseudomonas aeruginosa

Les especes Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces bactéries
fines sont de 1.5 a 3 pm de long et 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont mobiles grace a une
ciliature de type polaire monotriche, ce type de bactéries posséde un aspect de « vol
moucheron ». P. aeruginosa ne forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est responsable de 10
% de I’ensemble des infections nosocomiales, occupant le 3éme rang aprés E. coli et S.
aureus, mais le ler rang pour les infections pulmonaires basses et le 3éme rang pour les

infections urinaires (Steven et al., 2004).
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I.1.0bjectif de I’étude

L’objectif de cette étude est consacré a la description de matériels et méthodes
utilisés afin de mener a bien la présente étude. Elle englobera les expériences suivantes :

v" Obtention de la poudre de partie aérienne d’Ocimum basilicum L et I’extraction de leur
contenue des composes chimiques par solvant extractif le méthanol ainsi que la
préparation des fractions organiques (Ether de pétrole, Chloroforme, Acétate d’éthyle et
n-butanol).

v" Faire un screening phytochimique et réalisation de chromatographie sur couche mince.

v" Dosage des polyphénols et des flavonoides dans les fractions préparés.

v Etude de D’activité antibactérienne par la méthode de diffusion en milieu gélosé

(antibiogramme).
1.2. Matériels et méthodes

I.2.1. Présentation de région d’étude

» Larégion Chelghoum Laid
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Figure 14 : Carte géographique de la situation région Chelghoum Laid (Viamichelin, site

web).
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1.2.2. Matériels

1.2.2.1. Matériel végetal utilisé

L’ensemble des manipulations ont été effectué¢ dans les laboratoires de biologie du
centre universitaire Abd el Hafid Boussouf de Mila. Le matériel végétal choisi est constitué
la partie aérienne d’Ocimum basilicum L prospecté a la wilaya de Mila (Algérie) région
Chelghoum laid, durant le mois de janvier 2021.

1.2.3. Méthode
1.2.3.1. Préparation de la poudre végétale

Pour faciliter ’extraction des composés phénoliques a partir de partie aérienne d’O.

basilicum L deux opérations ont été effectuées : séchage et broyage.
s Séchage

Une fois la récolte du matériel végétal est réalisée, la partie aérienne d’O. basilicum
L a été séchée pendant un mois (30jours) a ’obscurité, a ’abri de I’humidité et a une

température ambiante.

« Broyage
A l'aide d'un broyeur, le matériel végétal a été broyé jusqu'a obtention d'une poudre

qui sera utilisée pour la préparation d’extrait de polarité croissante.

Le broyage permet d'augmenter la surface de contact solvant-échantillon et

améliorer le rendement d'extraction des différents composés.

Figure 15: Le basilic : (a) partie aérienne fraiche. (b) partie aérienne séche. (c) poudre de

partie aérienne.
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1.2.3.2. Extraction et fractionnement
1.2.3.2.1. Extraction par macération

Au cours de ce travail, ’extraction solide/liquide a été choisie comme moyenne pour
la récupération d’une grande majorité des composés contenus dans la partie aérienne

surtout les feuillets d’Ocimum basilicum L.

On utilise des solvants organiques qui accélérent et augmentent le rendement
d’extraction. L’extraction est faite par macération selon la méthode de Bruneton (1993)

par I’eau distillée et le méthanol (20 : 80) de volume.
% Principe

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal
en contact prolongé avec le solvant pour extraire le maximum des composés (Lianeza et
al., 2009).

%+ Mode opératoire

» Préparation de I’extrait hydrométhanolique

100g de poudre de partie aérienne d’O. basilicum L sont introduits dans un
erlenmeyer a été macéré dans 450 ml méthanol-eau distillée. Le mélange est soumis a une
agitation manuelle quelque minute, puis laisser a une température ambiante pendant 69

heures (presque 3 jours).

La macération hydrométhanoliques obtenue est filtrée a 1’aide d’un entonnoir
contient un coton. Cette opération est répétée 4fois (chaque fois ¢a prend 24 heures) afin

d’extrais le maximum des produits contenus dans la plante.

L’extrait obtenus ont été évaporé (concentré) a sec sous vide a I’aide d’un rotavapeur

(type BUCHI) a 40°C.

L’extrait brut est pesée et le rendement d’extraction doit étre calculé, puis traité avec
une quantité d’eau distillée et laisser au repos pendant une nuit pour la décantation. Apres

filtration, on obtient une solution aqueuse figure (16).
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100g matiére vegetale
séche

La
macération

est répétée 4
fois

Macération dans 450ml (MOH/H,0 (80/20)

Evaporation
a sec
(40°C)

Filtration avec coton

Réunion les filtrats

—| Extrait brut concentré

l_l_\

Reésidu J Phase aqueuseJ

Figure 16 : Protocole d’extraction par macération des composés phénoliques.

» Calcul du rendement (R%o)

Le rendement d’extraction est calculé par la formule donnée :

ext

R =

éch

x 100
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Ou : R : est le rendement en%.
Mext : est la masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant en mg.

Méch : est la masse séche de I’échantillon végétal en mg.

1.2.3.2.2. Fractiment d’extrait par extraction liquide-liquide

% Principe
Est une méthode de purification basée sur la différence de solubilité d’un soluté dans
deux phases non miscibles. L’extraction liquide/liquide est réalisée par le contact intime du
solvant avec la solution (on utilise habituellement une phase aqueuse et une phase
organique) dans des appareils destinés a mélanger les deux phases (ampoules, colonnes,
mélangeurs). La séparation des phases s’obtient par décantation gravimétrique ou

centrifuge (Gamse, 2002).
%+ Mode opératoire

A l’aide d’une ampoule a décanter de 1000mL, on a procédé a des extractions
successives de types liquide-liquide, en utilisant quatre solvants organiques de polarités

différentes : 1I’éther de pétrole, le chloroforme, I’acétate d’éthyle et le n-butanol.

Les quatre phases organiques récupérées sont évaporées sous pression au moyen

d’un évaporateur rotatif (type BUCHI) et pesées, et les rendements sont calculés.

Aprés 1’évaporation et le calcule de rendement, les phases (éther de pétrole,

chloroforme, acétate d’éthyle, n-butanol) sont dissout dans une quantité de méthanol.

Le protocole d’extraction est résumé dans I’organigramme présenté ci-dessous

montre les différentes étapes du processus d’extraction (Figure 17).
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Figurel7 : Protocole d’extraction liquide-liquide de plante Ocimum basilicum L (Fadili et
al., 2017).
1.2.3.3. Analyse qualitative

1.2.3.3.1. Screening phytochimique

C’est une étude qualitative permet de mettre en évidence la présence des familles de

molécules actives dans la plante.

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais les principaux sont les
polyphénols totaux y compris les flavonoides, les anthocyanes, les tannins, les coumarines,
les alcaloides, les saponosides, les stéroides, les stérols, les terpénes...etc. (Lendvaib

Zelles et al., 2002). Elle basée sur des réactions de coloration et/ou précipitation.
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On utilise généralement des fractions qui sont déja préparés par extraction liquide-

liquide pour réalises les tests phytochimiques.

Les résultats ont eté évalués comme suit : +++ : Fortement positif / ++

Moyennement positif / + : Faiblement positif / - : Négatif.

1. Détection des flavonoides

1ml de fraction est traité avec quelques gouttes de HCI concentré, puis une quantité
de magnésium (laisser agir), I’apparition d’une couleur rose, rouge ou jaune implique la

présence de flavonoides (Trease et Evans, 1987).
2. Détection des tanins

Les tannoides (tannins hydrolysables- tanins galliques et tanins éllagiques) et les
tannins vrais (tannins non hydrolysables ou condensés-tanins catéchiques) sont des

polymeres de polyphénols.

Pour la détection des tanins galliques, en ajoute a chaque fraction 2ml de solution
aqueuse de chlorure ferrique FeCl; (1%). et pour les tanins catechique 1ml de
formaldéhyde et 1ml de HCL concentré (réactif de stianyl) sont ajoutés a chaque fraction.
L’apparition d’une coloration bleu-noir indique la présence de tanins galliques et au brun

verdatre en présence des tanins catéchiques (Douhou et al., 2003).
3. Détection des stérols et triterpenes

La méthode de Mibindzou Mouellet (2005) permet de mettre en évidence la
présence de stérols de triterpénes. A 1ml de chaque fraction est ajouté 1ml de chloroforme.
Aprés 1ml d’anhydride acétique puis 1ml de I’acide sulfurique (H2SO,4) concentré au fond

de tube & essai a ’aide d’une pipette et ne pas agiter.

La formation d’un anneau rouge-brunatre ou violet a la zone de contact des deux
liquides et la coloration verte ou violette de la couche surnageant révélent la présence de

stérols et de triterpénes.
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4. Détection des glycosides

La présence des glycosides indiquée par une précipitation rouge brique qui
s’accentue aprés le chauffage a 70°C d’un mélange de 1 ml de la fraction, 2 ml d’eau

distillée avec 20 gouttes de liqueur de Fehling (Trease et Evans, 1987).

5. Détection des stéroides

Dans un tube a essai, 1ml d’anhydride acétique a été mélangé avec 1ml de la
fraction. Ensuite, 0,1ml de H,SO,4 concentré y sont ajoutés. L’apparition d’une coloration

violette qui vire au bleu puis au vert indique une réaction positive (Daira et al., 2016).

6. Détection des Anthraquinones

Pour la détection des anthraquinones, a 1ml de fraction ont été ajoutés 1ml de
NH4OH a 1%. Aprés agitation a 1’aide de vortex, I’apparition d’un anneau rouge indique la

présence des anthraquinones (Oloyede, 2005).

7. Détection des Quinones libres

Un volume de 1ml de fraction est mis dans tube a essai, puis y sont ajoutés quelques
gouttes de KOH a 1%. L’apparition d’une couleur jaune, rouge ou violete indique la

présence des quinones libres (Dohou, 2004).

8. Détection des Coumarines

Les coumarines ont été mises en évidence par la réaction du cycle lactonique. 1ml de
la fraction végétal a été mis dans un tube a essai. Ensuite, 1.5ml de KOH (1%) sont
ajoutés. Apres 1’agitation du mélange, I’apparition d’une couleur jaune indique la présence

de coumarine (Diallo, 2000).

10. Détection des anthocyanes

Le test consiste a ajouter a 5Sml de fraction, 5 ml d’hydroxyde d’ammonium
(NH4OH) en suite 5 ml d’acide sulfurique (H,SO,). La présence d’anthocyanes indique
une coloration rouge en milieu acide et bleue violacée en milieu basique (Mibindzou
Mouellet, 2005).
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11. Détection des alcaloides

Les alcaloides ont été mis en évidence par le réactif de Wagner (réactif de
précipitation) :1ml de la fraction sont mis dans un tube a essai puis, on y ajoute quelques
gouttes de réactif de Wagner. L’apparition d’un précipité rouge-orangé ou brun rougeétre
indique un test positif (Vijay et al., 2013).

12. Détection des protéines

Les protéines ont été mises en evidence par la réaction du Biuret. 1ml de KOH a
2% vy a été ajouté a 1ml de la fraction dans un tube a essai. Apres agitation, 2 a 3 gouttes
d’une solution aqueuse de CuSO4 ont été additionnée au mélange. L’apparition d’une
coloration violette, quelque fois avec une teinte rougeatre, indique une réaction positive
(Yves et al., 2007).

1.2.3.3.2. Caractérisation qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie est une méthode biochimique trés utilisé en biologie. Dans ce
travail, la CCM a été utilisée pour la séparation, la caractérisation et la comparaison des

composés phenoligues présents dans les fractions obtenus.
% Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des
phénomeénes d'adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui
progresse le long d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille
semi-rigide de matiere plastique ou d'aluminium. Apres que I'échantillon ait été déposé sur
la phase stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de
celle du solvant. Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé I'échantillon est placée dans la
cuve, I'éluant monte a travers la phase stationnaire, essentiellement par capillarité. En
outre, chaque composant de I'échantillon se déplace a sa propre vitesse derriere le front du
solvant. Cette vitesse dépend d'une part, des forces électrostatiques retenant le composant
sur la plaque stationnaire et, d'autre part, de sa solubilité dans la phase mobile.
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Figure 18: Chromatographie sur couche mince (Munier, 1968).

%+ Mode opératoire

a) La chromatographie sur couche mince a éte réalisée sur des plaques pré étalées de
gel de silice sur des plaques en aluminium.

b) On a déposé a I’aide d’un capillaire une petite quantité d’une solution du produit de
départ. Le diametre de la tache ne doit pas dépasser 2 mm pour réussir la séparation des
échantillons. Pour chaque fraction on fera 2a 3 dépots successifs.

c) A cOté, on a préparé, un éluant (acétate d’éthyle : méthanol, eau ; 8:1,5:0,5) qui
recouvrira le fond de la cuve sur environ 5mm de hauteur, et on a laissé saturer la cuve
(laisser la cuve fermée et laisser les vapeurs de I’éluant remplir le volume de la cuve).

d) On aplacé la plaque de CCM dans la cuve. Lorsqu’il a arrivé presque en haut de la
plaque, on a fait sortir celle-ci de la cuve et on a laissé 1’¢éluant s’évaporer.

e) Pour visualiser les différentes taches, on place la plaque sous la lampe UV

(Maxicours, site web).

1.2.3.4. Analyse quantitative

Le dosage des polyphénols totaux et les flavonoides a été réalisé sur les fractions

(chloroforme, acétate d’éthyle, n-butanol).
1.2.3.4.1. Dosage des polyphénols totaux

En raison de I'hétérogénéité des composés phénoliques naturels et leur possible
interférence avec d’autres substances facilement oxydées dans les maticeres végétales,
plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination des composés phénoliques totaux

mais aucune n’est parfaite.
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L'analyse quantitative des polyphénols totaux dans les fractions de partie aérienne de
la plante étudiee est réalisée par le dosage spectrophotométrie selon la méthode du Folin-
Ciocalteu (Skerget et al., 2005) (Figure 20).

% Principe

Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des composés phénoliques par le
réactif de Folin Ciocalteau. Ce dernier, de couleur jaune, est constitué par un mélange
d'acide phospho-tungstique (H3PW1,040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040) qui
sont réduits lors de l'oxydation des phénols en mélange d'oxydes bleus de tungsténe
(WgOy3) et oxyde molybdéne (MogOs;). La coloration bleu produite, dont I'absorption
maximum a 760nm, est proportionnelle au taux de composés phénoliques présents dans les

extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

OH 0PO;"

/\
/_/\‘\\

+ HPO. — P K

" +2Ma

Figure 19 : Principe de la réduction du réactif de Folin-Ciocalteu.

¢+ Mode opératoire

1ml de fraction diluée

N

5ml de réactif de Folin-Ciocalteu (1/10)
%

3,75ml de carbonate de sodium Na,COs (7,5%)
V

Agitation et incubation pendant 2h a température ambiante

Lecture de I’absorbance a 765nm par un spectrophotométre
UV-VIS (JENWAY 7305)

Figure 20 : Protocole de dosage des polyphénols totaux.
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Figure 21 : Dosage des polyphénols totaux (Photo personnelle, 2021).
» Courbe d’étalonnage

La courbe d’étalonnage lineaire (y= ax +b) (Figure 49) est réalisé par un extrait
I’¢talon "acide gallique" a différentes concentrations de 0.2 jusqu'a 0.025 mg/ml dans les

mémes conditions et les mémes étapes du dosage.

OH

Figure 22 : Structure de 1’acide gallique.

Le blanc est représenté par le solvant (méthanol) utilisé additionné du Folin-

Ciocalteu et de carbonate de sodium. Toutes les mesures sont répétées 3 fois.
» Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon I’acide gallique
(mg/ml) et exprimée en milligramme d’équivalents d’acide gallique par milligramme de

fraction (mg EAG/mg de fraction).
1.2.3.4.2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par
Lamaison et Carnat (1991) avec des modifications, en utilisant le trichlorure

d’aluminium comme réactif (figure 24).
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% Principe

Le principe est basé sur I’oxydation des flavonoides par Le trichlorure d’aluminium
(AICI3) qui forme un complexe acide stable avec les groupements hydroxyles des

flavonoides. Ce complexe de coloration jaune, absorbe a une longueur d’onde de 430 nm

(Dif et al., 2015).

0\\N {,o"

Figure 23: Mécanisme de réaction du chlorure d’aluminium avec les flavonoides.
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%+ Mode opératoire
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Iml de chlorure d’aluminium (2%)
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£
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Figure 24 : Protocole de dosage des flavonoides.

.

Figure 25 : Dosage des flavonoides (Photo personnelle, 2021).
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» Courbe d’étalonnage

La concentration des flavonoides est déterminée en se référant a une courbe
d’étalonnage réalisée avec la quercétine a différentes concentrations dans les mémes

conditions (Figure 50).

HO

HO

HO o

Figure 26 : Structure chimique de la quercétine.

» Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent quercétine par milligramme

de fraction (mg Eq Qu/mg de fraction).

1.2.3.5. Activité antibactérienne

Les tests d’évaluation de I’activité antimicrobienne nécessitent des conditions
d’asepsie rigoureuses afin d’éviter les problémes de contamination. En outre, le matériel,

les solutions et les milieux de cultures doivent étre stérilisés par I’autoclavage.
o -
*%* Principe

C’est une technique basée sur I’application des disques, imprégnés des extraits a
tester, sur la surface de gélose préalablement ensemencée par les bactéries choisies.
L’activité antibactérienne se manifeste alors par des zones d’inhibition autour des

disques.
« Souches bactériennes testées

Quatre souches bactériennes de références ont été testé: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aereuginasa et Bacillus cereus. Ces souches
bactériennes ont été obtenus aupres du laboratoire de Contréle de qualité et de la
conformité « Ghaouat » d’Ain Melila. Les caractéristiques des souches sont citées dans le

tableau VI.
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Tableau VI : Caracteéristiques des souches bactériennes utilisées.

Famille Genre et espéece Gram Référence

Enterobacteriacées | Escherichia coli Négatif ATCC11303
Bacillaceae Bacillus cereus Positif ATCC10987
Micrococcaceae Staphylococcus aureus Positif ATCC25923
Pseudomonadacées | Pseudomonas aeruginosa | Négatif ATCC27853

«» Evaluation de ’activité antibactérienne

L’évaluation de D’activité¢ antibactérienne de différentes fractions (chloroforme,
acétate d’éthyle, n- butanol) de plante étudiée est réalisée par la méthode de diffusion en
milieu gélose (antibiogramme) (Treki et al., 2009), en raison de sa simplicité et son

efficacité pour tester la sensibilité des bactéries et s’est déroulé selon les étapes suivantes :
» Préparation des milieux de culture

1. Préparation de milieu BN (Bouillon nutritif)

5 g poudre de BN a est ajouté a 1000mL d’eau distillé sous agitation continue sur
plague chauffante pendant quelques minutes, la solution sera divisée dans des tubes en
verre a vis. Le bouillon nutritif a été préparé pour le but de la réactivation et I’entretien des

souches bactériennes.

2. Préparation de milieu MH (Mueller Hinton)

Le Mueller Hinton a été préparé pour le but du repiquage des souches bactériennes et
d’évaluation de I’activité antibactérienne. On dissout 38g de MH avec 1000ml d’eau
distillée, le mélange obtenu est semis a une agitation continue, a une température élevé sur
une plague chauffante jusqu'a le bouillage, puis le milieu sera divisée dans des flacons en

Verre.
3. Préparation d’eau physiologique

L’eau physiologique est préparée pour I’ensemencement des souches. On dissout 0.9

g de NaCl dans 100ml d’eau distillée avec agitation pendant quelques minutes.
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4. Préparation des disques d’aromatogramme

Feuilles de papier Wattman N °3 sont coupées en disques de 6 mm de diametre. Ces
disques sont ensuite mis dans un tube a vis, et stérilises a l'autoclave et conservés jusqu'a
I'utilisation (Figure 27).

Figure 27 : préparation des disques d’aromatogramme.

» Réactivation des souches bactériennes

Les souches bactériennes sont réactivées dans des tubes a vis contenue de BN stérile
et incubées a 37°C pendant 24 h, pour optimiser leur croissance.

» Repiquage des souches bactériennes

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries sur
gélose nutritive en boite de pétri. A 1’aide d’un écouvillon, puis incubées a 1’étuve a 37°C
pendant 18 a 24 heures, afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées qui ont

servi a préparer I’inoculum bactérien (Figure 28).

Figure 28 : Repiquage des souches bactériennes.
» Préparation des dilutions des fractions

Les fractions ont été reprises avec le dimethylsulfoxyde (DMSO), les dilutions sont
réalisées selon la methode suivante :

v" Solution mere SM: 100mg de fraction avec 1ml de DMSO [100%].
v T%: 0,5ml de fraction de SM avec 0.5ml de DMSO [50%)].
v T¥%: 0.5ml de fraction de T% avec 0.5ml de DMSO [25%].
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v T'% :0.5ml de fraction de T% avec 0.5ml de DMSO [12.5%].
v T116:0.5ml de fraction de T1/8 avec 0.5ml de DMSO [6.25%)].

» Préparation de I’inoculum bactérien

v" A I’aide d’une pipette pasteur, racler quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques de chacune des souches bactériennes a tester préalablement cultivées dans la
gélose nutritive.

v Décharger une pipette pasteur dans 9 ml d'eau physiologique stérile a 0.9 %, bien
homogénéiser la suspension bactérienne. Pour cela la concentration des différentes
solutions est évaluée par turbidité et est exprimée par la mesure des densités optique (entre
0,08 2 0,10 nm a une longueur d’onde de 625nm) sur un spectrophotometre UV.

v’ L'ensemencement doit se faire en moins en quelques minutes aprés la préparation

de I'inoculum (Bauer et al., 1966).

Figure 29 : Préparation de I’inoculum bactérien.
» Ensemencement des bactéries et dép6t des disques

v' La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzéne.

v' Tremper une anse de platine stérile dans la suspension bactérienne (Il est nécessaire
d’évité la contamination du manipulateur et de la paillasse).

v’ L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de
le décharger au maximum.

v’ Frotter I'anse de platine stérile sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en
bas.

v" Répéter l'opération trois fois, en tournant la boite de Pétrie de 60° a chaque fois,
I’ensemencement est fini en passant 1’anse de platine stérile sur la périphérie de la gélose.

v/ L’anse de platine stérile est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs

boites de Pétri avec la méme souche.
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v' Les disques d’antibiogramme stériles imprégnés des fractions (5ul de fraction), ont
été déposés stérilement a 1’aide d’une pince au bec benzéne sur la surface de la gélose
Mueller Hinton (GMH). Le témoin négatif était un disque de papier Wattman imprégnés de
DMSO pour la comparaison avec les résultats des fractions testes.

v' Les boites ont été incubées a 37 °C pendant 18 a 24 H.

Figure 30 : Ensemencement des bactéries et dépbt des disques.
» Incubation et lecture

Apres I’incubation 24- 48 heures a 37°C dans 1'étuve I’effet des fractions se traduit
par D’apparition autour de disque d’une zone circulaire transparente correspondant a
I’absence de la croissance. Plus le diamétre de cette zone est grand plus la souche est

sensible (Choi et al., 2006).

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque

disque a I’aide d’un pied a coulisse en (mm).

Figure 31 : Incubation et lecture.
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I1. Résultats et discussion
I1.1. Extraction des composés phénoliques

Il'y a beaucoup de démarches pour obtenir les composés phytochimiques des plantes
telles que le broyage, I'nomogénéisation et I'extraction. Parmi ces étapes, I'extraction est
I'étape principale pour la récupération et I'isolement des composés phytochimiques a partir
de matieres végétales, car elle est déterminante de la qualité et de la quantité de principes
actifs recherchés, qui reflétent directement leurs activités pharmacologiques.

Dans ce travail, L’extrait brut hydro-méthanoliques de partie végétale étudiée est
obtenu par macération, puis fractionnés par extraction liquide-liquide avec des solvants a

polarité croissante.

11.1.1. Taux d’extraction de I’extrait brut

11.1.1.1. Résultat

L’extraction de la partie aérienne d’Ocimum basilicum L a été faite a 1’aide de la
méthode de macération, et le calcul de rendement de I’extrait a été effectué en fonction de

la matiére végétale, 1I’observation de résultat démontre dans le tableau (VI1).

Aear

1

.‘7

-

Figure 32 : A : Extrait brut apres la macération, B : Extrait brut apres 1’évaporation.

Tableau VII : le rendement de 1’extrait brut.

Extrait | Aspect | Couleur masse Rendement%o
EHM Poudre | Vert brunétre 20.699 20.69%

Le résultat est exprimé dans la (figure 33).
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Figure 33 : Histogramme du rendement d’extrait brut.
11.1.1.2. Discussion

L’opération de I’extraction par macération de la partie aérienne de la plante O.
basilicum L par le méthanol aqueux a permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brute avec
un rendement de 20.69%.

Ce taux est proche a ceux obtenu par Karthika et al., (2017) et Rezzoug et al.,
(2019), ont déterminé le rendement 20.67% et 20.16% successivement pour la méme
espéce végeétale, et Iégérement supérieur a celui trouves par Prasath et al., (2019) avec un
rendement de 13.5%.

D’une maniere générale ; le rendement n’est pas relatif et varie en fonction de
plusieurs parameétres : le matériel végétal étudié (tailles de particules), I’origine
géographique de la plante, les caractéristiques physico-chimiques des solvants utilisés et
notamment de leur polarité. Il dépend aussi eux conditions et la durée de stockage, période

de récolte et a la méthode et les conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectué.

11.1.2. Taux d’extraction des fractions

11.1.2.1. Résultat

@ Ether de
pétrole

@ Acétate
d’éthyle

Figure 34 : L’extraction liquide-liquide de 1’extrait brut.
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Les rendements ont été calculés pour chaque phase organique obtenu suite au
fractionnement, et les résultats obtenus sont presentés dans le tableau (V111), avec I’aspect,

la couleur et la masse de chaque phase.

Tableau V111 : les rendements, couleur et aspect des différentes fractions.

Fraction Couleur et aspect Masses (g) | Rendements (%)

Ether de pétrole Jaune foncé visqueux - -

Chloroforme Jaune visqueux 0.192 0.192%
Acétate d’éthyle Marron visqueux 0.33 0.33%
n- butanol Marron foncé visqueux 1 1%

Remarque : nous n’avons pas calculé le rendement de la phase d’éther de pétrole ;

puisque I’extrait de cette phase est exposé a un accident lors de 1’évaporisation.

Les résultats sont exprimés dans la (figure 35).

1,00%

0,80%

x
E 0,
g 0,60% 1,00% CHCI3
§ 0’40% Et‘O'AC
e n-but

0,20% 0,33%

0,19%
0,00%
FRACTION

Figure 35 : Histogramme des rendements obtenus pour chaque fraction.
11.1.2.2. Discussion

L’extraction liquide-liquide repose sur la répartition sélective des composés contenus
dans I'extrait hydrométhanolique retenu selon leur solubilité entre les phases organiques
utilisés. Nous constatons que la majeure partie des composés de 1’extrait
hydrométhanolique d’O.basilicum L ont tendance a se retrouver dans la fraction n-butanol,
dont les taux d’extraction atteignent une moyenne de (1%), suivi par ’acétate d’éthyle

(0,33%) puis la fraction chloroformique (0,192%).
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11.2. Analyse qualitative
11.2.1. Screening phytochimique
11.2.1.1. Résultat

Selon le screening phytochimique effectué dans les quatre fractions on remarque :

v" Flavonoides

L’apparition de coloration rouge prouve la présence des flavonoides avec une réaction

moyennement positive.

Figure 36 : Résultats de test des flavonoides. (A) : fraction éther de pétrole, (B) : fraction
CHCls, (C) : f fraction n-BuOH, (D) : fraction Et-O-AC.

v Tanins

La présence de couleur bleu-noir indique la présence des tanins galliques et brun verdatre

la présence des tanins catéchiques.

A". - -
Tanins catéchiques /

\ Tanins galliques

Figure 37 : Résultats de test des tanins. (A) : fraction éther de pétrole, (B) : fraction
CHClIs, (C) : fraction Et-O-AC, (D) : fraction n-BuOH.
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v’ Stérols et triterpenes

Figure 38 : Résultats de test des stérols et triterpenes. (A) : fraction éther de pétrole, (B):
fraction CHClj, (C) : fraction Et-O-AC, (D) : fraction n-BuOH.

v" Glucosides

La formation d’un précipité rouge brique indique la présence des glucosides.

Figure 39 : Résultats de test des glucosides. (A) : fraction éther de pétrole, (B) : fraction
CHCI3, (C) : fraction Et-O-AC, (D) : fraction n-BuOH.

v' Stéroides

L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique la présence des

stéroides.

Figure 40 : Résultats de test des stéroides. (A) : fraction éther de pétrole, (B) : fraction
CHClIs, (C) : fraction n-BuOH, (D) : fraction Et-O-AC.
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v' Anthraguinones

L’apparition d’un anneau rouge indique la présence des anthraquinones avec une réaction
moyennement positive.

Figure 41 : Résultats de test des Anthraquinones. (A) : fraction éther de pétrole, (B) :
fraction CHCLg, (C) : fraction n-BuOH, (D) : fraction Et-O-AC.

v" Quinones libres

La révélation des quinones libres est indiquée par I’apparition d’une couleur jaune, rouge

ou violeéte.

Figure 42 : Résultats de test des quinones libres. (A) : fraction éther de pétrole, (B) :
fraction CHCIg, (C) : fraction n-BuOH, (D) : fraction Et-O-AC.

v Coumarines

L’apparition d’une couleur jaune indique la présence de coumarine.

Figure 43 : Résultats de test des coumarines. (A) : fraction éther de pétrole, (B) : fraction
CHClIs, (C) : fraction Et-O-AC, (D) : fraction n-BuOH.
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v' Anthocyanes

L’apparition d’une coloration rouge indique la présence des anthocyanes.

Figure 44 : Résultats de test des Anthocyanes. (A) : fraction éther de pétrole, (B) :
fraction CHCIs3, (C) : fraction n-BuOH, (D) : fraction Et-O-AC.

v' Alcaloides

L’absence d’un précipité rouge-orangeé indique un test négatif des alcaloides.

e B B )

\& Y

Figure 45 : Résultats de test des alcaloides. (A) : fraction éther de pétrole, (B) : fraction
CHCIj3, (C) : fraction Et-O-AC, (D) : fraction n-BuOH.

v Protéines

L’absence d’une couleur violet indique 1’absence des protéines.

Figure 46 : Résultats de test des protéines. (A) : fraction éther de pétrole, (B) : fraction
CHCls, (C) : fraction Et-O-AC, (D) : fraction n-BuOH.
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v/ Saponines

L’apparition d’un mousse persiste indique la présence des saponines.

Figure 47: Resultats de test des saponines, fraction éther de pétrole.

Les

résultats des tests phytochimiques effectués sur

d’O.basilicum sont reportés dans le Tableau (1X).

Tableau IX : Screening phytochimique pour chaque fraction.

les quatre fractions

Fractions
Meétabolites Réactions utilisées | Ether Chloroforme | Acétate | n-butanol
secondaires de d’éthyle
pétrole
Flavonoides HCI concentré - ++ ++ ++
+Mg
Tanins gallique | Chlorure de fer - +++ +++ +++
(FeCls)
Tanins Reactif de Stianyl - ++ ++ ++
catéchique
Sterols Chloroforme + - +++ ++ +
Triterpénes Anhydride acétique - + + F+
+H,S0O, concentre
Glycosides Réactif de Fehling - +++ ++ ++
Stéroides Anhydride - - - ++
acétyque+H,SO,
Anthraquinones | NH,OH dilué - ++ ++ ++
Quinones libres | Dosage avec KOH - ++ ++ ++
Coumarines KOH dilué - ++ ++ 4+
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Anthocyanes NH4OH+H,S0O4 - + + +
Alcaloides Réactif de Wegner - - - -
Proteines Reaction de biuret - - - -
Saponine mousse +++ - - -

Les résultats ont été évalués comme suit ; (+++) : Fortement positif ; (++) : Moyennement
positif ; (+) : Positif ; (-) : Négatif.

11.2.1.2. Discussion

D’aprés les résultats d’analyse phytochimique obtenu pour chaque fraction de partie
aériens d’O.basilicum L présenté précédemment nous avons constaté que la plante étudiée
est riche en flavonoides, tanins galliques, tanins catéchiques, quinones libres, stérols,
glucosides et coumarines, les triterpenes, anthraquinones, anthocyanes, dans les fractions
(chloroformes, acétate d’éthyle, n-butanol) et absent dans la fraction éther de pétrole.

Par contre les alcaloides et les protéines sont absents dans nos fractions. Les
stéroides apparaissent uniquement dans la fraction n-BuOH. Les saponines n’existent que
dans la fraction éther de pétrole.

Ce résultat est en accord avec ceux de plusieurs travaux ultérieurs qui montrent que
la partie aérienne d’O.basilicum L est riche en composés actifs (Phippen et Simon, 1998 ;
Sakr et Wael., 2012 ; Adeola et al., 2012 ; Al-Mashri et al., 2013).

Contrairement a ce qui est obtenu par Karthika et al., (2017) qui ont trouvé que la

plante O.basilicum L, renferme aussi des alcaloides.
11.2.2. Chromatographique sur couche mince CCM
11.2.2.1. Résultat

Pour un essai d'analyse qualitative du contenu phénolique de nos différent fractions
(EtOAc, n-buOH, CHCI3) d’O.basilicum L, on a utilisé la chromatographique sur couche
mince (CCM), qui est une méthode simple de séparation évidente & séparer les différents

constituent d'un extrait vegétal.

Apreés développement et 1’évaporation du solvant de migration les taches sont
visualisées sous UV.

Les résultats sont montrés dans la figure et le tableau ci-dessus.
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Figure 48 : Révélation de plaque CCM de gel de silice des trois fractions (A) :CHCls, (B)
ACOEt et (C) BUOH de partie aérienne d’O.basilicum L sous lampe UV.

11.2.2.2. Discussion

Les plagues CCM obtenus sous les Lampe UV 254 et 357nm successivement montre
que la plupart des produits aromatiques se trouvent dans la fraction ACOEt. Cependant, le
rendement de la fraction n-BuOH est le plus élevé, ca nous permet de constaté que cette
fraction contient les produits non cycliques comme les terpenes.

On observe aussi la présence d’un spot violet pour les rois fractions (couleur des
flavonoides) et un spot rouge (ca peut étre de la chlorophylle).

Une quantité importante de substances ne migre pas, cela nous amene a penser aux

glycosides.
11.3. Analyse quantitative

Les composés phénoliques sont considérés comme des métabolites secondaires
bioactifs, dotés de capacité antioxydant et antibactérienne, plus particulierement les
polyphénols totaux, les flavonoides. Ces composés ont fait le sujet de nombreuses études
récentes dans le domaine de la thérapeutique. Pour ces raisons, des dosages des
polyphénols totaux et des flavonoides ont été effectues pour les fractions préparés. On a
utilisé la méthode spectroscopique, qui nous permet de déterminer la concentration des
composés phénoliques et flavonoides, en utilisant les équations des régressions linéaires

des courbes d’étalonnage.
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11.3.1. Résultat

++ Dosage des polyphénols totaux
La teneur en polyphénols totaux a été estimée grace a une courbe d’étalonnage
réalisée avec I’acide gallique (extrait de référence) a différentes concentrations.
La formule de la régression linéaire de cette courbe d’étalonnage est de : y = 8,5929x

+0,0367 avec un coefficient de corrélation R? égal & 0.9937.

Avec :

Y : Valeur d’absorbance.

X : Concentration d’étalon en mg/ml.
R? : Coefficient de corrélation.

La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique est représentée dans la Figure (49).

1,8
E 1,6 y =8,5929x+ 0,0367
n 1,4
1]
P
a
(=)
&
2 & Abs
2
¥ Linéaire (Abs
e (Abs)
0 T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2

Acide gallique mg/ml

Figure 49 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

La quantite des polyphénols totaux dans les trois fractions est exprimée en mg
équivalent d’acide gallique par g de fraction (mg Eq AG/g de fraction). Les valeurs
obtenues sont présentés dans le tableau (X) :

Tableau X : Résultats du dosage des composés polyphénoliques.

Fraction CHCl; Et-O-AC n-BuOH
Abs 1.120 1.737 1.582
Concentration 0.126070 0.197873 0.179835
(mg/ml)
Concentration en 126.070 197.873 179.835
Mg Eq AG /g de
fraction
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% Dosage des Flavonoides

Les analyses quantitatives des flavonoides, sont déterminées a partir de courbe

d’¢étalonnage établies avec la quercétine (standard) avec différentes concentrations.

La formule de la régression linéaire de cette courbe d’étalonnage est de : y = 21.14 x

- 0,0003 avec un coefficient de corrélation R? égal & 0,998.

La courbe d’étalonnage de quercétine est représentée dans la Figure (50).

Y =21,14x - 0,0003

03 3

R*=0,998

£ 025

=

§ o2

Lag

fé‘ 0,15

2 o1 4 abs

S ——Linéaire (Abs)

Z 005

-

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014

Quercétine (mg/ml)

Figure 50 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Les résultats de I'analyse spectrophotométrique des flavonoides dans les trois
fractions sont représentés dans le tableau (XI) ou les concentrations sont exprimées en

milligrammes équivalents de quercétine par gramme de fraction (mg Eq Qu/g de fraction).

Tableau XI : Résultats du dosage des flavonoides.

fraction

Abs 0.388 0.4172 0.397
Concentration 0.018340 0.019721 0.018766
(mg/ml)
Concentration en 18,340 19,721 18,766
mg Eq Qu /g de
fraction
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Les résultats de dosage sont rassemblés dans la figure la figure 51.
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100 - M Et-O-AC
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X Chcl3 Et-O-ACn-BuOH Chcl3 Et-O-ACn-BuOH
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Teneurs des polyphénoles et
flavonoides (mg Eq AG/g fraction

Figure 51 : Histogramme des teneurs en polyphénols et en flavonoides des fractions de

partie aérienne d’O.basilicum L.
11.3.2. Discussion

Les résultats obtenus montrent que la partie aérienne d’O.basilicum L est riche en
polyphénols avec une teneur en phénols totaux pour toutes les fractions qui varie entre 126
et 198 d’équivalent d’acide gallique par gramme de fraction. Nos résultats sont supérieurs
a ceux trouvée par Kaurinovic et al., (2011) qui ont obtenus un taux de polyphénols (9.76
mg EGA/g ) pour la fraction ACOEt ,suivi par la fraction(n-BuOH) avec un taux (8.45 mg
EGA/qg) et ensuite puis la fraction(CHCI3) avec un valeur de (4.21 mg mg E GA/g ), et
presque similaires a ceux trouvées par Rezoug et al., (2019) (226 E GA/g d’éxtrait).

On remarque aussi que la teneur en flavonoides obtenus est considérables (varie
entre 18 et 20 mg Eq Qu/g) et que les valeurs sont proches pour les trois fractions. Ces
résultats sont légérement différentes a ceux enregistrées par Kaurinovic (23.12 mg E Qu/g
(ACOEt), 19.28 mg E Qu/g (n-BuOH) et 12.98 mg E Qu/g (CHCI5)). Cependant, ils sont

inférieurs & ceux enregistrés par Rezoug (213 mg E Qu/g de I’extrait brut).

De méme, la différence de la quantité en polyphénols et en flavonoides peut étre due

a plusieurs facteurs comme montrent diverses études. En effet, le contenu polyphénolique
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varie qualitativement et quantitativement dans une plante, cela peut étre attribué a plusieurs
facteurs :

» Facteurs climatiques et environnementaux : la situation géographique
(Javanmardi et al., 2002), 1a sécheresse, le sol, 1’agressions et les maladies, etc
(Bentabet et al.,2014).

> Le patrimoine génétigue (Ozcan et Chalchat, 2002) et le stade de
développement de la plante (Bentabet et al., 2014).

» Lasaison de récolte, le séchage, la durée de stockage de la plante et le traitement
auquel elle est soumise (Benedec et al., 2012).

» La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également

influence I’estimation de la teneur des phénols totaux (Bentabet et al., 2014).

La richesse d’O. basilicum L. en composés polyphénoliques nous permet de

confirmer les multiples utilisations traditionnelles de cette plante.
11.4. Activité antibactérienne

Les plantes contiennent de nombreux composés bioactifs doués d’une action
antimicrobienne importante, ces constituants comprennent les composés phénoliques, les

flavonoides, les huiles essentielles et les terpanoides (Rojas et al., 1992).

Nous avons étudié in vitro, le pouvoir antibactérien des fractions de partie aérienne
d’O.basilicum L par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide
(Mueller- Hinton). Cette méthode est intensivement employée pour étudier I’activité

antibactérienne des substances naturelles et les extraits de plantes. (Gulgin et al., 2004).

DMSO a été testé comme solvant, les résultats montrent que ce dernier est

approprié et ne présente aucun effet sur la croissance normale des souches microbiennes.

D’aprés Bouharb et al. (2014), la sensibilité a 1’extrait a été classée par le diametre

des halos d’inhibition :

v Non sensible (-) pour les diameétres moins de 8 mm.
v Sensible (+) pour les diamétres de 8 a 14 mm.
v’ Tres sensible (++) pour des diamétres de 15 a 19 mm.

v Extrémement sensible (+++) pour des diametres plus de 20 mm.
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11.4.1. Pouvoir antimicrobienne des fractions

11.4.1

.1. Résultat

Les résultats de D’activité antibactérienne des fractions de la plante médicinale

étudiée sont estimés en termes de diamétre (mm) de la zone d'inhibition autour des disques

contenant les fractions a tester vis-a-vis de six souches bactériennes. Les résultats obtenus

sont présentés dans le Tableau (XI).

Tableau XII : activité antibactérienne des fractions d’O.basilicum L.

(mm)

Concentration
Fraction des souches E.coli | B.cereus | S.aureus P. aeruginosa
(mg/ml)
chloroforme SM 12.11 8.87 - 16.95
1/2 15.55 8.19 - 15.43
1/4 32.1 16.12 14.17 9.48
1/8 29.01 | 14.40 10.54 9.15
1/16 16.21 11.54 10.58 8.24
acétate SM 10.42 | 15.39 12.20 8.26
d’éthyle 1/2 9.74 | 1175 10.42 8.76
1/4 - 10.70 13.53 10.84
1/8 10.53 8.80 8.68 9.61
1/16 9.34 - 10.54 10.51
SM 8.06 8.93 - 8.06
1/2 9.07 9.23 - 9.11
n-butanol 1/4 855 | 10.02 : i
1/8 9.75 11.03 - -
1/16 10.01 | 10.59 - -

Les résultats exprimés dans le Tableau (XI) montrent que les espéces bactériennes

étudiées présentent des degrés de sensibilité différents vis-a-vis des fractions testés.
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On remarque que les souches bactériennes E. coli et B. cereus sont présentes comme
les plus sensibles aux fractions d’O.basilicum L quel que soit la dose. Alors que les
souches bactériennes S. aureus et P. aeeuginosa sont sensible aux fractions (chloroforme

et acétate d’éethyle) mais sont résistant a fraction (n-butanol).

> Pouvoir antibactérien d’O.basilicum L vis-a-vis Escherichia coli

L’effet antibactérien des trois fractions phénoliques d’O.basilicum L a été remarqué
vis-a-vis d’E.coli. Leurs diamétres de zones d’inhibition varient de (12.11-32.1) mm, de
(9.34 -10,53) mm et de (8.06-10.01) mm pour la fraction chloroformique, acétate d’éthyle
et n-butanol respectivement. A une concentration de 25 mg / ml, la fraction chloroformique
présente le meilleur effet antibactérienne avec la plus grande zone d’inhibition enregistrée
contre E. coli de 32.1mm, mais cette activité disparait avec la dose de 25 mg/ml pour la

fraction n-butanol (Figure 52).
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Figure 52: Le diamétre des zones d’inhibition d’O.basilicum L vis-a-vis d’E. coli.
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Figure 53 : Aspect des zones d'inhibition des fractions vis-a-vis E.coli.

> Pouvoir antibactérien d’O. basilicum L vis-a-vis Bacillus cereus

La sensibilité de Bacillus cereus marque des diameétres d’inhibitions pour la fraction
chloroformique varient entre 8.19 et 16.12 mm, pour la fraction acétate d’éthyle 8.80 et
15.39 mm et d’autre diamétres varient entre 8.93 et 11.03mm pour la fraction n-butanol.

La zone d’inhibition la plus large est de 16.12mm contre B.cereus, est enregistrée
avec la fraction de chloroforme de dose de 25mg/ml. Cependant la fraction acétate d’éthyle
a montré une zone d’inhibition 15.39 mm avec la dose de 100 mg/ml, mais cette activité

disparait avec la dose de 6.125mg/ml (Figure 54).
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Figure 54: Le diamétre des zones d’inhibition d’O.basilicum L vis-a-vis de B. cereus.
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Figure 55 : Aspect des zones d'inhibition des fractions vis-a-vis B. cereus.
» Pouvoir antibactérien d’O. basilicum L vis-a-vis Staphylococcus aureus

L’effet antibactérien des fractions de partie aérienne d’O.basilicum L a été remarqué
vis-a-vis de S .aureus. Leurs diamétres de zones d’inhibition varient de (10.54-14.17) mm
pour la fraction chloroforme, cette activité disparait avec les doses de 100mg/ml et de
50mg/ml, et de (8.58-13.53) pour la fraction acétate d’éthyle. Par contre la fraction n-
butanol ne montre aucuns effets inhibiteurs contre S.aureus avec toutes les doses (Figure
56).
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Figure 56 : Le diamétre des zones d’inhibition d’O.basilicum L vis-a-vis de S.aureus.
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Figure 57 : Aspect des zones d'inhibition des fractions vis-a-vis S.aureus.

> Pouvoir antibactérien d’Ocimum basilicum L vis-a-vis Pseudomonas

aeruginosa

Les différentes concentrations de la fraction chloroforme de partie aérienne
d’O.basilicum L affichent des effets inhibiteurs compris entre (8.24-16.95) mm avec un
large zone d’inhibition de 16.95mm contre P.aeruginosa pour la dose 100mg/ml, ainsi que
les diamétres d’inhibition de la fraction acétate d’éthyle varient entre (8.26-10.84) mm. Par
contre la fraction n-batanol a montre des zone d’inhibition compris entre (8.06-9.11) avec
les doses de 100mg/ml et de50mg/ml, cette activité disparait avec les autres doses (Figure
58).
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Figure 58 : Le diamétre des zones d’inhibition d’O.basilicum Lvis-a-vis de P. aeruginosa.
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Figure 59: Aspect des zones d'inhibition des fractions vis-a-vis P. aeruginosa.
11.4.1.2. Discussion

Les résultats obtenus indiquent que les fractions sont présentent une certaine
sensibilité vis-a-vis de tous les souches bactérienne testé avec des zones d’inhibition allant
de (8.06 a 32.1) mm. La fraction chloroforme de partie aérienne d’O.basilicum L présente
un pouvoir inhibiteur plus prononcé que les autres fractions vis-a-vis les quatre souches
bactériennes testées. Cela peut étre expliqué d’un part par sa teneur élevée en flavonoides
et d’autres parts par la nature et la qualité de ces constituants phénoliques. En effet, la
majorité des composés identifiés dans la plante d’O.basilicum L sont connus pour leurs

effets antibactériennes.

Il est probable que ce résultat est due a une différence de la capacité de pénétration
des composés actifs présentent dans les extraits. Chez les bactéries a Gram négatif, la
membrane externe constitue une barriére de perméabilité efficace ; par contre les bactéries

a Gram positif sont moins protégées contre les agents antibactériens (Belhamel, 2014).

L’étude de Karthika et al., (2017), a montré que ’extrait de basilic a différentes
concentrations allant de 100, 200 et 300 pg/mL, inhibe la croissance de différentes souches
bactérienne a savoir : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
et Bacillus subtilis.
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D’aprés Sanni et al., (2008), ils ont mentionnés que les extraits d'O.basilicum L
avaient une activité antibiotique in vitro contre S. aureus, Streptococcus spp, Salmonella
spp, Shigella spp et P.aeruginosa a fortes doses. Selon Kaya et al., (2008) indique que les
extraits d'O.basilicum L possédent une activité antibactérienne et qu'ils provoquent la lyse
et d'éradiquer les bactéries en dégradant les parois cellulaires. Par la découverte et la
purification de lI'agent actif qui est présent dans I'extrait de O. basilicum L, il sera possible
de découvrir de nouveaux médicaments naturels servant des agents chimio thérapeutiques
pour le traitement des pathogénes nosocomiaux et pourrait contrdler les résistances aux

antibiotiques.

La toxicité des composés phénoliques vis-a-vis des microorganismes peut étre due
aux dommages au niveau de la membrane des cellules bactériennes (Juven et Henys,
1972), inhibition du métabolisme bactérien, la chélation des ions métalliques, la
séquestration des substances nécessaires a la croissance des bactéries et les interactions

avec les protéines des parois cellulaires ou les enzymes (Cowan, 1999).

L'efficacité antibactérienne d'une espéce végétale varie selon la zone géographique

de la plante, la partie de la plante et la méthode d'extraction (Ozkan et al ., 2009).

En outre, la méthode d’évaluation de I’activité antibactérienne, 1’effet de la matrice
biologique, le type et la structure moléculaire des composants actifs, la dose ajoutée, le
type des micro-organismes ciblés sont des facteurs pouvant largement influencer ’activité

antibactérienne (Cowan, 1999).

Les activités antimicrobiennes des plantes ont été attribuées a des composants
bioactifs tels que les alcaloides, les saponines, les tannins, les flavonoides, les stéroides et
les anthragquinones (Al-Ghamdi et al., 2020).
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales et aromatiques représentent une source inépuisable de
substances et composés naturels bioactifs qualifiées de métabolites secondaires, ils
possedent des propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses
applications dans divers domaines a savoir en medecine, pharmacie, cosmétologie et
I’agriculture.

Le présent travail a porté sur [I’étude phytochimique et activités biologiques
(antioxydante et antibactérienne) des fractions d’Ocimum basilicum L. Cette plante a été
choisie en raison de ses propriétés thérapeutiques.

L’extraction des substances bioactives de partie aérienne d’O.basilicum L a été
effectuée par macération a froid, la détermination du rendement de 1’extrait brut a montré
une rentabilité égale a 20.69%. Les rendements des fractions d’O.basilicum L oscillent
entre (0.192-1%). Cette variabilité notée entre les différentes fractions est largement liée a
la méthode d’extraction appliquée. Le meilleur rendement est obtenu par la fraction n-

butanol avec une valeur de 1%.

Qualitativement, 1’évaluation préliminaire de la composition phytochimique de partie
aérienne d’O.basilicum L a permis de mettre en évidence la présence des métabolites
secondaires, notamment, flavonoides, tanins galliques, tanins catéchiques, quinones libres,
stérols, glucosides et coumarines, triterpénes, anthraquinones, anthocyanes et saponines.
Ces substances sont généralement responsables de 1’activité biologique des extraits.

La Chromatographie sur couche mince nous a permis de révéler la présence des

flavonoides.

Quantitativement, 1’évaluation de la teneur en polyphénols totaux en adoptant la
methode de Folin-Ciocalteu et flavonoides par la méthode d’AICI3 dans nos substrats
végetaux révelent leurs présences en quantités modérées. Leurs teneurs varient en fonction
de I’organe végétal et la technique d’extraction. En effet, la fraction ACOEt a présenté la
meilleure teneur en polyphénols totaux et flavonoides avec une valeur de 197.873 mg E
GA/g et 19,721mg Eq Qu/g.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes, selon la
méthode de diffusion des disques, Les résultats indiquent la sensibilité variable et modérée
des agents bactériens aux différentes fractions testées, des zones d’inhibition allant de 8.06
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a 32.1mm. A une concentration de 25mg/ml, les effets antibactériens les plus remarquables
sont observés avec la fraction chloroformique vis-a-vis les souches a Gram négative E.coli
(32.1 mm) et P.aeruginosa (19.95 mm), Néanmoins, S.aureus et P.aeruginosa sont

révélées non sensible é la fraction n-butanol.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre étape dans
la recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active et nécessite des études
complémentaires approfondies. Ainsi, de nombreuses perspectives peuvent étre
envisageées :

» Analyser les fractions obtenues par des méthodes plus performantes telles que
I’HPLC, CPG-SM et RMN, pour déterminer la composition exacte et les teneurs
en principes chimiques des fractions de plante afin de confirmer les résultats
obtenus.

» L’extraction des huiles essentielles de la partie aérienne de plante et étudier
d’autre activités biologiques.

> Elargir la gamme d’espéces bactériennes testées. Il est également intéressant
d’utiliser des champignons et des virus.

» Deéterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux
différents problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments

synthétiques.

» Développer des médicaments antiradicalaires a base de plantes, doués d’une

activité antioxydante.
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Annexe |: Préparation des solutions

¢ Hydroxyde d’ammonium NH4OH (1%) :

e Chlorure ferrique FeCl; (1%) :

T P lg

Bau distillée. ... oo 10ml
e KOH

KOH. . lg

Eau distillée. ... ..o 10ml

o Réactif de stianyl :

Formal déhyde. ... iml

e Folin-Ciocalteu :
FOlin-Ciocalteau ..........oouiniiii e 10ml
Bau diStillée. ......oneeiei e 100ml
e Carbonate de sodium :
Carbonate de SOTIUM...... ..ot 7.5¢g
Eau distillée.........ooviiniii e 100ml
e Reéactif de Wagner :
Todure de potassium..........ooeiiiiiiii i 2g
Lo .o 1.27¢g

Bau distillé. . .ooooi 100ml
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e Acide gallique :
Acide galliqUe. ... Img

MEthanol. ... ..o 10ml
Annexe 11 : Composition des milieux de culture

e Gélose Muller-Hinton
MUEller HINTON ..o s 389
BEaU AISIHIEE ..o 1000ml
Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min

e Bouillon nutritive
BOUIION NUEFITIVE ..o 5¢
BaU diSIIEE ... 1000ml

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min

e Gélose nutritive
GEIOSE NULTTEIVE. ...ttt ettt et 5.75¢g
Eau distillée. .. ..ovvieii e 250ml
Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

e Eau physiologie 0.9%

Chlorure de SOUIUM .......ooviiiiiiiice s 99
BaU ISHIHIER ..o 1000ml

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.
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Résumé

Ocimum basilicum L connue sous le nom vernaculaire «Lahbeg» de la famille des
Lamiacées, largement utilisée en médecine traditionnelle algérienne. L’objectif de notre
travail est I’étude phytochimique des fractions de partie aérienne de basilic et 1’évaluation

de Dactivité antibactérienne.

L’extraction des composés phénoliques par macération a permis d’obtenir un résidu
sec d’extrait brute avec un rendement de 20,69%. La détermination du rendement des
fractions a montré que les rendements varient considérablement selon les solvants

d’extraction, dont la quel le meilleur rendement est enregistré par la fraction n-butanolique.

L’étude qualitative des fractions par screening phytochimique a révéler la présence
de plusieurs groupes de métabolites secondaires, parmi lesquels, les flavonoides, les tanins,
les stérols, les glycosides, les coumarines, les quinones libres, les triterpénes, les
anthraquinones et les anthocyanes et les saponines. Les résultats de 1’analyse par CCM ont
révélés la présence des flavonoides. Alors que I’étude quantitative des phénols totaux,

flavonoides a montré que la fraction acétate d’éthyle est riche en ces composés.

L’effet antimicrobien a été déterminé par la méthode de diffusion sur gélose Mueller
Hinton réalisée sur quatre souches bactériennes référenciées. Les résultats indiquent que la
fraction chloroformique ayant une bonne pouvoir inhibitrices vis-a-vis les souches a Gram
négative E.coli (32.1 mm) et P.aeruginosa (19.95) mm. Alors que, S.aureus et
P.aeruginosa sont révélées non sensible é la fraction n-butanol.

Tous ces résultats mettent encourage la recherche de nouvelles molécules naturelles a
caractere antioxydante et antibactérien dont le but de les investir dans les différentes
industries : pharmaceutiques, cosmétiques, alimentaires,... etc.

Mots clés: Ocimum basilicum L, Fraction, Métabolites secondaires, Activité

antibactérienne.



Abstract

Ocimum basilicum L known as the vernacular «Lahbeg» of the family Lamiaceae,
widely used in traditional Algerian medicine. The objective of our work is the

phytochemical study of airborne basil fractions and the evaluation of antibacterial activitie.

Extraction of phenolic compounds by maceration resulted in a dry residue of crude
extract with a yield of 20.69%.The determination of fraction yield has shown that yields
vary considerably between extraction solvents, where the best yield is recorded by the n-
butanolic fraction.

Qualitative study of fractions by phytochemical screening to reveal the presence of
several groups of secondary metabolites, among which, flavonoids, tannins, sterols,
glycosides, coumarin and free quinones triterpens, anthraquinons, anthocyans and
saponins. The results of the CCM analysis revealed the presence of flavonoids. While the
quantitative study of total phenols, flavonoids showed that the ethyl acetate fraction is rich
in these compounds.

The antimicrobial effect was determined by the Mueller Hinton agar diffusion
method on four referenced bacterial strains. The results indicate that the chloroformic
fraction with a good inhibitory power vis-a-vis the Gram-negative strains E.coli (32.1 mm)
and P.aeruginosa (19.95) mm. Whereas, S.aureus and P.aeruginosa are found not sensitive
to the n-butanol fraction. All these results encourage the search for new natural molecules
with antioxidant and antibacterial character whose purpose is to invest them in the different

industries : pharmaceuticals, cosmetics, food, ....etc.

Key words : Ocimum basilicum L, fraction, secondary metabolites, Antibacterial activity.



uadlall

a5 Gt e aadiine 4y 608l Alilal) (e " Gaall" Glall anYl Ca s 2l Ocimum basilicum L
Ll iy 40 sell Baadl o 3aY ALl Al shal) Aul Al g Ulee (e Chagdl g i 3all gaill bl
LSl bl

el 5 720,69 by alall Galiiiall e ddls WE cidael a8l ok e 40l il LS el Gadlaiul
Jomdl Jamas 23 Cum ¢ Al (W) cade e 13l ) 170 MR Calisy J ganall o Cilalitall J peasa sl
,d}'a\.ﬁ)_.g_n ;)'.;:dn.m\)g d};au

(e le gana B30 ga g o (Sl b ghadll Gasdll Gk e Glaldtuadl e gl A jall ciis

Al g3 ¢ (5 la sSH el 3 sSulall (Y 5 il ¢adall e 3 S LSy L (e ¢ A D) L)

A ) < pelal Latas 2 53 8O LS 50 3535 COM Jilat il gl cptilans 515 931551 ¢l 5300
LSl odg i Y1 il ¢ 5 o 2553 (Y il panal Tl

el Sle cuoal Al Hinton Mueller Sl il 45 )k ddas) o il pSall sbiad) il a5

Ll VO i sas ddafie 348 a8 s,slS) aldiue of ) il o lEl dma je 4,00 Y

€ P.aeruginosa s S. aureus LS of cudi Lain (a« 19.95) P.aeruginosa s (~ 32.1) E.coli al sl
NUPHEPITRN, FE R PIIVEN

Caagl) 5 LSl 3alizan 5 30083 Baliae dagda €l Bagas Lpapls iy Jo 8 Cand) aandii il 028 (S
F eI ¢ Jraatl) ) pmatine ¢ 4y s iR Clelia L8 W L) g e

) slime Tl ¢ A i CLiaalle paldtione ¢ anll il sApalifal) cilaldl)



Année universitaire : 2020/2021 Présenté par : LAHDJAZI Ghania
TIKOUDANE Hamida

Etude phytochimique et évaluation de ’activité antibactérienne de I’Ocimum

basilicum.L.

Résumé

Ocimum basilicum L connue sous le nom vernaculaire «Lahbeg» de la famille des
Lamiacées, largement utilisée en médecine traditionnelle algérienne. L’objectif de notre travail
est 1’étude phytochimique des fractions de partie aérienne de basilic et 1’évaluation de
I’activité antibactérienne.

L’extraction des composés phénoliques par macération a permis d’obtenir un résidu sec
d’extrait brute avec un rendement de 20,69%. La détermination du rendement des fractions a
montré que les rendements varient considérablement selon les solvants d’extraction, dont la
quel le meilleur rendement est enregistré par la fraction n-butanolique.

L’étude qualitative des fractions par screening phytochimique a révéler la présence de
plusieurs groupes de métabolites secondaires, parmi lesquels, les flavonoides, les tanins, les
stérols, les glycosides, les coumarines, les quinones libres, les triterpénes, les
anthraquinones et les anthocyanes, les saponines. Les résultats de ’analyse par CCM ont
révélés la présence des flavonoides. Alors que I’étude quantitative des phénols totaux,
flavonoides a montré que la fraction acétate d’éthyle est riche en ces composés.

L’effet antimicrobien a été déterminé par la méthode de diffusion sur gélose Mueller
Hinton réalisée sur quatre souches bactériennes référenciées. Les résultats indiquent que la
fraction chloroformique ayant une bonne pouvoir inhibitrices vis-a-vis les souches a Gram
négative E.coli (32.1 mm) et P.aeruginosa (19.95) mm. Alors que, S.aureus et P.aeruginosa
sont révélées non sensible é la fraction n-butanol.

Tous ces résultats mettent encourage la recherche de nouvelles molécules naturelles a
caractére antioxydante et antibactérien dont le but de les investir dans les différentes

industries : pharmaceutiques, cosmétiques, alimentaires,... etc.

Mots clés : Ocimum basilicum L, Fraction, Métabolites secondaires, Activité antibactérienne.
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