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Résumé

La flore algérienne renferme une large gamme de plantes aromatiques ayant un grand
intérét thérapeutiqgue grace a leurs métabolites secondaires biologiquement actifs, ce qui
leur a fait un sujet d’intérét scientifique.

Dans ce travail nous nous somme intéressé a /’Ocimum basilicum L. (,J=) ,3=)) de la
famille des Lamiacées et [’Artemisia campestris L. (<) de la famille des Asteracées
cultivées et récoltées dans la wilaya de Biskra (sud-est algérien) qui sont bien connues au
niveau local et elles présentent une diversité de propriétés curatives dans la médecine
traditionnelle.

La premiére partie de cette étude est consacrée au contréle de qualité de la poudre végétale
et a 'investigation des métabolites Secondaires.

Le screening phytochimique a mis en évidence la présence, des flavonoides, des tanins,
coumarine, de I'huile essentielle et ainsi que d’autres métabolites.

Les HE ont été obtenus par hydrodistillation avec un rendement de 2,4% pour
O.basilicum L. et 1,8% pour A.campestris L.

Les composés phénoliques ont été obtenus par extraction successive par quatre solvants a
polarité croissante. Le dosage de ces extraits a révele la teneur de ces plantes en
polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés en tilisant le réactif de Folin
Ciocalteu, trichlorure d’aluminum et la vanilline ajoutée de Pacide chlorhydrique
respectivement.

Dans la deuxieme partie nous avons étudié le pouvoir antioxydant in vitro des extraits (HE
et composé phénoliques) en utilisant la méthode du DPPH. Les résultats confirment que
nos extraits possédent des activités antioxydantes intéressantes, dont l'acétate d’éthyle qui
est le plus performent. Par ailleurs, I'huile essentielle a montré une activité antioxydante
trés faible par rapport au standard pour les deux plantes.

Finalement nous avons évalu¢ I'activité antibactérienne de nos extraits contre dix souches
bactériennes pathogenes par la méthode de diffusion sur gélose MH. Les résultats montrent
une meilleure activitt pour I'HE que les extraits phénoliques d’O.basilicum L.
contrairement a /’A.campestris L., 'extrait acétate d’éthyle est révélé le plus actif contre la
majorité des souches a Gram+

Mots clés : Ocimum basilicum, Artemisia campestris, huiles essentielles, composé

phénoliques, activité¢ antioxydante, activit¢ antibactérienne.



Abstract

The Algerian flora includea wide range of aromatic plants, which have a therapeutics,
interacts due to the secondary metabolites substances biologically active that made of it an

interesting subject for a scientific research.

In this study, we are interested to the Ocimum basilicum L. (0=aJV ,3=d), basilic) belonging
to the family of Lamiacée and the Artemisia campestris A.(Armoise rouge, «usill)
belonging to the family of Asteracées cultivated in Biskra that are well known at local

level and presenting a several curatives properties on traditional medicine.

The first part of this study was dedicated to the quality control of vegetal power and the

investigation of secondary metabolites.

The EO obtained with hydrodistillation apparatus giving out a Yyield of 2.4% for
O.basilicum L. and 1.8% for A.campestris L.

The phenolic components were obtained with successive extraction by four solvent with
increasing polarity. The dosage reveal the tenor of total phenols, flavonoids and tannins
using Folin Ciocalteu reagent, aluminum trichloride and vanillin added to hydrochloric
acid respectively.

In the second part, we studied antioxidant activity in vitroofthese extracts using the DPPH
radical scavenging. Results have shown that the ethyl acetate extract has a very large and
the most important efficacy and it has recorded a very weak efficacy for the essential oil

referring to the standard with both plants.

Lastly, we evaluated the antibacterial efficiency of the different extracts against ten strains
of bacteria using the method of diffusion over agar MH. Results revealed that essential oil
of O.basilicum L. has a highly efficacy more than their phenolic extracts, unlike the
A.campestris L. that shown best efficiency of ethyl acetate extract against the majority of

bacteria Gram+.

Key words: Ocimum basilicum, Artemisia campestris, Essential oils, phenolic

components, antioxidant activity, antibacterial activity.
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Introduction :

Etant donné, la richesse de notre région en plantes aromatiques, connues pour leurs
vertus médicinales, cosmétiques et autres, une étude approfondie de celles-ci s’impose dans le
cadre de la mise en valeur de la flore steppique et dans le contexte de la création d’une banque
de données qui regroupe et illustre les valeurs propres a chaque espece. Actuellement, plus de
50% des médicaments et les quasi-totalités des substances anticancéreuses (ellipicéne,
celiptium, pervenche tropicale ...etc) sont issus de plantes ou dérivés. Presque tous les
médicaments dits «majeurs» résultent d’une recherche, parfois trés ancienne sur les plantes
médicinales. Ces derniéres sont employées en nature ou sont utilisées comme matiéres
premiéres pour I’extraction de principes actifs. lles peuvent servir de modéles pour la
synthése. Les molécules naturelles peuvent aussi étre retouchées par 1’homme pour étre
améliorées [1].

La découverte de nouvelles propriétés pharmacologiques et 1’extraction de nouveaux
principes actifs (huiles essentielles, flavonoides, composés phénoliques, alcaloides,
hétérosides ...) contribuent au développent de la médecine par les plantes. Ces découvertes ont
montré qu’ils avaient de nombreuses possibilités thérapeutiques dans le régne végétal. [2]
Dans le cadre de ce travail, nous allons essayer de mettre en lumiere des especes proliférants
dans notre région, il s’agit de [’Artemisia campestris A.( <)) et [’"Ocimum basilicum
L.(Ga).

Dans ce présent travail, nous avons fixé les objectifs suivants :

= Criblage phytochimique visant a caractériser la présence des familles de composés
chimiques dans les feuilles des plantes sélectionnées.

= Analyse quantitative et qualitative du contenu en polyphénols des extraits phénoliques
des feuilles des deux plantes.

= Evaluation du pouvoir piégeur (scavenger) des extraits phénoliques et HE des feuilles
vis-a-vis d’un radical libre relativement stable (DPPH).

® Evaluation de I’activité anti bactérienne des extraits phénoliques et HE des feuilles

vis-a-vis des souches bactériennes pathogénes pour I’homme.

Notre etude qui prend le titre de «valorisation de deux plantes médicinales abondantes en
Algérie et Evaluation de leurs effets biologiques» propagée en deux parties répartis comme

suit ;
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La premiére partie : est consacrée a une étude bibliographique.Nous avons entamé
cette partie par une enquéte ethnobotanique, en vue d'évaluer l'intérét et l'usage de
ces plantes chez la population sur les aspects botaniques et phytochimiques de deux
plantes. Des généralités sur les métabolites secondaires (les flavonoides, tannins,
coumarines , HE ....etc); ainsi que sur les activités antioxydantes et antibactériennes ;
Elle est divisée en deux chapitres :

& Chapitre 01 : Etude botanique des deux plante.

@ Chapitre 02 : Métabolites secondaires et activités biologiques.
La deuxiéme partie : inclut I'é¢tude expérimental qui résume le matériel et les
méthodes utilisés dans les différentes étapes de notre travail : Des tests
phytochimiques préliminaires sont ensuite effectués sur les parties aérienne des deux
plantes, justifiant notre choix porté sur les composés phénoliques de ces plantes, en
vue de leurs extractions et de leurs analyses. Et par la suite les extraits et I’'HE
d’Ocimum basilicum L. et d’Artemisia campestris A. sont testés pour leurs activités
anti-oxydantes et antibactériennes. Cette partie répartie en deux chapitres :

@ Chapitre 03 : Matériels et méthodes.

@ Chapitre 04 : Résultats et discussions.

Notre manuscrit est ponctué d’une conclusion générale et de perspectives envisageables.

Enfin, cette stratégie consiste a apporter des éléments de connaissances chimiques et
biologiques relatifs de deux plantes tres utilisées en phytothérapie. La méthode du travail, que
nous avons adopté est basée sur une action pluridisciplinaire, visant la valorisation de la
matiére végétale. Cette méthode permet de relier les éléments d'information apportés par les

botanistes au travail des chimistes et des biologistes.
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. Généralités

Les plantes aromatiques constituent une richesse naturelle trés importante dont la
valorisation demande une parfaite connaissance des propriétés a mettre en valeur. Les
propriétés des plantes dépendent de la présence d’agents bioactifs variés et appartenant a

différentes classes chimiques [3].

I1. Définitions

I1.1.La phytothérapie :

La phytothérapie vient du grec « phytos » qui signifie plante et « therapeuo » qui signifie
soigné c.-a-d. « soigner par les plantes ». Elle repose en partie sur une pratique
traditionnelle, fondée sur [’utilisation ancestrale et locale des plantes. Les plantes
médicinales renferment de nombreux principes actifs (plus de 250) qui ont des activités
thérapeutiques complémentaires ou synergiques. Ces principes ont été étudies et reproduits

chimiquement pour étre incorporés de nos jours dans de nombreux médicaments [4].

I1.2.Plantes médicinales :

Selon la pharmacopée francaise (1965), une plante médicinale est une drogue végétale
qui peut étre utilisée entiére ou partielle (feuilles, fleurs, tiges, racines ...) possédant des
propriétés médicamenteuses. Elles sont utilisées depuis au moins 7.000 ans avant notre ére
par les hommes et sont a la base de la phytothérapie. Leur efficacité releve de leurs
composés, tres nombreux et trés variés en fonction des espéces, qui sont autant de
principes actifs différents. Ces plantes peuvent aussi avoir des usages alimentaires,

condimentaires ou hygiéniques [4].

I1.3.Plantes aromatiques :

Les plantes aromatiques appartiennent a la fois au domaine des plantes médicinales et des
matiéres premicres industrielles d’origine végétale, et constituent des sources de
substances naturelles complexes, destinées a apporter des caracteres organoleptiques

particuliers aux aliments [5].

-


https://www.futura-sciences.com/sante/questions-reponses/sommeil-phytotherapie-troubles-sommeil-1590/
https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/zoologie-espece-2261/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-principe-actif-15081/
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11.4.Classification des plantes aromatiques :
La classification de ces plantes peut se faire en fonction de nombreux intéréts [6] :

o Classification botanique (systématique)
o Classification thérapeutique (action physiologique)
¢ Classification chimique (nature du principe actif)

o Classification commerciale (intérét commercial)

La recherche bibliographique sur les plantes en quéte dans cette d’étude montre qu’elles

appartiennent essentiellement aux familles botaniques suivantes : Astéracées, Lamiacées

[7].

I11. Présentation des plantes sélectionnees :
[11.1.0cimum basilicum L.

111.1.1.Généralité :

Le basilic« Ocimum basilicum L.» est une plante de la famille des Lamiacées [8] [9]

Cette herbe aromatique annuelle originaire de I'Inde, et trés cultivée en Algérie [10]
n’existe pratiquement pas a I'état sauvage [11] elle est morphologiquement tres variable,
vivace en climat tropicale [9] généralement connue sous 1’appellation "Lahbeq"
"Hamahim" et aussi "Hebeqelailaa™ [11].

Traditionnellement, le basilic a été utilisé comme plante médicinale dans le traitement des
maladies nerveuses, les vertiges, les coliques, la constipation, les ballonnements, la toux, la

coqueluche, les migraines d’origine nerveuse ou gastrique et les aphtes [12] [13] [14].

L'huile essentielle de basilic est connue aussi par son activité antimicrobienne et
insecticide [15] [16] [17].C’est aussi utilisé en cuisine pour sa suave odeur et sa saveur trés
agréable et mentholée [11] [18].

Actuellement, le basilic est donc tres répandu a travers le monde. Il reste toutefois

profondément ancré la gastronomie mediterranéenne [19].
111.1.2.Variétés d’Ocimum basilicum L. :

Les différentes variétés d'O. Basilicum L. se distinguent par leur couleur, leur forme, leur
taille et leur odeur [20], dont les plus cultivees sont [21] :

-



e Ocimum basilicum var.
e Ocimum basilicum var.
e Ocimum basilicum var.
e Ocimum basilicum var.
e Ocimum basilicum var.
e Ocimum basilicum var.
e Ocimum basilicum var.
e Ocimum basilicum var.
e Ocimum basilicum var.

e Ocimum basilicum var.

album
anisatum
densiflorum
difforme
glabratum
majus
minimum
pilosum

purpurascens

thyrsiflorum

Chapitre 1 : Etude botanique

Figure (01) : Présentation de quelques variétés de basilic.

I11.1.3.Calasse systématique :

111.1.3.1.Présentation de la famille des Lamiacées :

Nom provenant du genre Lamium (désignant les lamiers) ainsi connu sous le nom de

Labiatée [22] ou Labiées [23].Inclue environ 3200-4000 espéces réparties en 224 genres.

Elle est aussi bien répandue dans les zones tropicales que dans les zones tempérées du

monde.
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111.1.3.2.Caractéristiques générales de la famille des Lamiacées :

On peut citer quelques caractéristiques générales permettant de reconnaitre une plante
appartenant a cette famille [22] [24] [25] :

-tiges généralement quadrangulaires (présentant 4 angles et 4 faces) ;

- feuilles opposées et décussées (chaque paire formant un angle droit avec la précédente),

sans stipules ;

- inflorescences groupées autour de 1’axe et dans un méme plan, n’entourant pas

complétement la tige (disposition en faux-verticilles) ;

- fleurs présentant un plan de symétrie bilatéral (1 ou 2 levres) ou quasiment radial (4 lobes

presque égaux) ;
- calice a 2 lévres ou a plusieurs lobes égaux et aigus ;

- étamines insérées sur le tube de la corolle, au nombre de 2 ou 4 (dans ce dernier cas en 2

paires inégales) ;
- 2 carpelles soudés formant un ovaire supere ; style bifide ;

- plantes souvent aromatiques, les feuilles contenant des glandes qui renferment des huiles

essentielles.
111.1.3.3.Systématique botanique :

e Reégne: Plantae

e Embranchement : Spermaphyte (Phanérogame)
e Division : Magnoliophyta

e Classe : Magnoliopsida

e Ordre : Lamiales (dicotylédones gamopétales)

e Famille : lamiacée

e Genre: Ocimum

e Espece : Ocimum basilicum

¢ Nom botanique : Ocimum basilicum L.

e Commun :, basilic (FR), basil (EN), o\~ (AR).
e Appellation locale : &=, lahbag, hbeq el aila, Rehan [26]

-
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e Autre noms : Basilic, basilic commun, basilic officinal, basilic des jardins, herbe
royale, oranger des savetiers, herbe aux sauces, pistou ou pesto son équivalent

italien, reyhan en Turquie [27].

111.1.4.Morphologie et description botanique :

(A) Ocimum basilicum. d’Algérie (B) Dessin représente I’espéce

Figure(02) : Ocimum basilicum L.

e Les fleurs : bilabiées et petites, ont la léve supérieure découpée en quatre lobes,
entourée d’une substance mucilagineuse qui se renfle dans I’eau comme celle de la
graine de lin [28].Elles sont de couleur créeme, blanche, rose ou violacée selon la
variété [29].

e La tige: quadrangulaire, pouvant atteindre jusqu’a 1m de hauteur. Anguleuses et
ramifiées portent des feuilles opposées de forme ovale a oblongue et de couleur

généralement verte a 1’aspect brillant [30].

e Les feuilles : Sont opposées, denticulées dans la partie supérieure, ovales, cuvées a
la base, acuminées au sommet, elles sont petites ou large et toujours tres brillantes «

vert pale a vert foncé » [30].

e Graines : petites (fines), oblongues et marron foncé, la durée de germinative de

cette graine est de huit ans [30].
e Le systeme racinaire : est du type pivotant [31]
o floraison : été

e Récolte : Juillet a Septembre [32]
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I11.1.5. Partie utilisable en médecine : feuilles et sommités fleuries par infusion,

macération et décoction [33].
111.1.6.Composition chimique d’Ocimum basilicum L. :

L’utilisation des solvants a polarité différente, suivie par des étapes de fractionnements et
I’emploi de différentes techniques de chromatographie permettent d’extraire, séparer et
identifier les différents composés présents dans les extraits de plantes.

La composition chimique du basilic se différe d’une variété a une autre et d’une région a
une autre selon le climat et les pratique de culture. A la suite on citera quelque exemple :
Selon Khedimallah Nouzha; Filali ImeneNihad(2018) [34] pour 1’O.basilicum L, on

aurait :

Tableau (01) : La composition chimique d'Ocimum basilicum.

Meétabolites secondaires Molécule identifiée
polyphénols Flavonoides, Anthocyanes, tanins
Huiles essentielles Linalol, Methylchavicol, Cinnamate de methyle,

Eugénol, Cis-ocimene + 1.8 — cineole.

Richard et al, (1990) — donnent les écarts dans la composition des huiles essentielles de

basilic qui sont rassemblés dans le Tableau 02.

Tableau (02) : Les composés majoritaires des huiles essentielles d’Ocimum basilicum.

Composé Pourcentage %
Linalol 022754 %
Methylchavicol 0.3288.6%
Cinnamate de methyle Traces a 15.5%
Cis-ocimene + 1.8 - cineole Traces a 13.6 %
Eugénol Tracesa 11.2 %

-
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111.1.7.0rigine et répartition géographique d’Ocimum basilicum L. :

C’est une plante herbacée annuelle originaire de I’Inde et de 1’Asie tropicale qui s’est
acclimatée en Europe tout au début des temps historiques [26].

Actuellement, elle pousse a 1’état sauvage dans les régions tropicales et subtropicales,
incluant 1I’Afrique centrale et le Sud-Est d’Asie. Cette espéce cultivée depuis plusieurs
décennies pour son utilisation médicinale et aromatique, est Commercialisée dans de
nombreux pays a travers le monde, dont la France, la Hongrie, la Grece et d’autres pays du
Sud de I’Europe, I’Egypte, le Maroc et I’Indonésie. Elle pousse également dans plusieurs
Etats américains, dont I’ Arizona, le Nouveau-Mexique et en Caroline du Nord, ainsi qu’en

Californie, ou une qualité supérieure de feuille est cultivée [35] [36].

Figure (03) : Répartition geographique du basilic.

111.1.8. Toxicité d>’Ocimum basilicum L. :

L'estragole (le méthyl chavicol) est la substance toxique du basilic.

Les plantes contenant I'estragole (estragon, basilic, anis et fenouil) peuvent toucher le foie
et induire des cancers. L’estragole est en effet un carcinogéne génotoxique (qui induit des

altérations du géne). Mais comme a chaque fois, tout dépend de la dose ingérée.
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L'huile essentielle est contre-indiquée pendant la grossesse ou l'allaitement, chez les
nourrissons et les jeunes enfants, la dose létale (DL50) des HE du basilic est égale 1 - 2

g/Kg. Son utilisation sur de longues périodes est également prohibée [37], [38].
111.1.9.Utilisation d’Ocimum basilicum L. :

Le basilic est une plante médicinale utilisée lors des problemes digestifs, se présente sous
forme de tisane (infusion) ou d'huile essentielle et en décoction ; la forme sous laquelle est

plus utilisée.
e Pour I’alimentation :

Comme herbe aromatique fraiche, les feuilles séches sont utilisées pour assaisonner des
ragouts, des dressages et des potages. Les feuilles et les jeunes tiges sont séchées, ou

utilisées comme source d’huile essentielle [39].
e En parfumerie :

Comme huile essentielle pour les préparations de parfum et liqueurs la plante fraiche

donne une essence contenant de 1’eucalyptol et de I’eugénol.
e En pharmacie :

Propriété : stomachique, carminatif, lactagogue, stupéfiant léger.
Mode d’emploi : infusion, poudre, essence, envolé, cataplasme, sédative, antispasmodique
des voies digestives, diurétique, antimicrobienne contre 1’indigestion et entant que

vermifuge, elle éloignerait les moustiques et ¢’est un reméde contre 1’héméralopie [33].
111.1.10. Travaux sur ’Ocimum basilicum L. :

De nombreux chercheurs se sont intéressés a I'étude de cette plante, on cite I'étude de
CARRON, REY et BRUTTIN [40], sur I'étude de variétés de basilic en montagne. Cet
essai a été fait en Belgique sur cing types de basilic (grand vert, laitue, fin vert, rouge et
exotique) en 1996 et 1997 car elle est utilisée en conservation traditionnelle de certains
aliments (concombre), ses huiles essentielles et leurs composants commencent a avoir
beaucoup d’intérét comme source potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles font
I’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation comme alternative pour la protection des
aliments contre 1’oxydation [41]. Sans aucun doute, les conservateurs alimentaires

chimiques ou synthétiques font partie de la panoplie des techniques et des moyens qui

.
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permettent d'assurer la sécurité du consommateur, d'allonger la durée de vie des produits
alimentaires et de limiter leurs altérations par 1’oxydation [42].

Pour la composition de ces huiles essentielles, on peut citer les travaux suivants: détection
et comparaison chimique de plusieurs variétés de basilic (Ocimum basilicum L.) cultivée
en trois régions différentes de sud de I'Algérie de KHAMOULI et GRAZZA 2007 [43],
aussi que etude des activités antibactériennes et antioxydantes des extraits d’Ocimum
basilicum L. (basilic) dans la région de Ain Defla, par : Melle, MétaliMouna |,
Mme.Kerras Kheira (2016).

Cependant, Belhadj et al [44] ont montré que la recherche de nouvelles molécules s’est
avérée nécessaire car, ces substances synthétiqgues ont montré un certain nombre
d’inconvénients et de limites d’utilisation ; elles sont avérées responsables d’effets
indésirables. En effet, le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluene (BHT) sont
suspectés avoir des effets carcinogenes.

Le recours aux huiles essentielles s’aveére étre un choix pertinent face a un risque de
contamination précis ou a la nécessité de réduire ou remplacer les agents de conservation

chimiques ou synthétiques.

I11.2.Artemisia campestris L. :

111.2.1.Généralité :

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées: c’est 1’un des genres le plus
répandu et le plus étudié de cette famille ; il contient un nombre variable d’espéces allant
jusqu’a 400 espeéces [45].11 a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites
secondaires tels que les flavonoides, les acides cafféoylquinic, les coumarines, les huiles
essentielles, les stérols et les acétylenes [46].Les especes qui appartiennent au genre
Artemisia possédent des propriétés thérapeutiques, elles sont non seulement utilisées dans

la médicine traditionnelle, mais aussi dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique [47].
111.2.2.Variétés d’Artemisia campestris :

Les différentes variétés d’Artemisia campestris L. se distinguent par leur couleur, leur

forme, leur taille et leur parfum, dont les plus connus sont : [48]

e Artemisia campestris var. alpina DC.

e Artemisia campestris var. borealis (Pall.) M. Peck

-
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Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.
Artemisia campestris var.

Artemisia campestris var.

campestris

canadensis (Michx.) S.L. Welsh

caudata (Michx.) E.J. Palmer &Steyerm.
douglasiana (Besser ex Hook.) B. Boivin
glomerataPamp.

gmelinianaBesser

latisectaFernald

macilenta Maxim.

marschalliana (Spreng.) Poljakov
pacifica (Nutt.) M. Peck

petiolata S.L. Welsh

pubescens (Ledeb.) Trautv.

purshii (Besser) Cronquist

scouleriana (Besser) Cronquist
sericophylla (Rupr.) Poljakov
spithamaea (Pursh) M. Peck
stevenianaBesser

strutziae S.L. Welsh

wormskioldii (Besser) Cronquist

-
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Figure (04) : Présentation de quelques variétes d’Artemisia L.
111.2.3.Classe systematique :

111.2.3.1.Présentation de la famille des Asteracées :

Les Asteracées renferment 408 espéces reparties en 109 genres [49].Ces derniers désignent
des plantes herbacées, buissons ou arbres ; matiéres de réserve constituées
d'oligosaccharides, entre autre I'inuline, canaux résiniferes souvent présents, de méme que
des laticiféres, mais I'un des deux manquant parfois, présence générale de poly-acétylenes
et des huiles essentielles terpéniques, généralement a lactones sesquiterpénes (mais sans

composes iridoides) [50].
111.2.3.2.Caractéristique générales de la famille des Asteracées :

De méme pour famille Asteracée, on peut citer quelques caractéristiques générales

permettant de reconnaitre une plante appartenant a cette famille :

- fleurs nombreuses et sessiles, réunies sur un réceptacle entouré d’un involucre de bractées
(capitule) ; ces dernieres sont en général disposées sur plusieurs rangs, les externes étant
plus courtes que les internes ; les combinaisons des 2 types de fleurs ont donné 3 groupes
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principaux a I’intérieur de la famille (capitule a fleurs toutes ligulées, ou toutes tubulées,
ou compose des 2 types) [51].

- fleur tubulée a corolle genéralement a 4-5 pétales soudés en un tube prolonge par 4-5
lobes ou dents ;

- fleur ligulée a pétales soudés en un tube prolongé latéralement par une languette (ou
ligule) ;

- fleurs généralement hermaphrodites, parfois unisexuées, les périphériques pouvant étre
stériles ;

- calice trés réduit ou nul, consistant souvent en une touffe de poils ou de soies ;

- 4-5 étamines inserées sur le tube de la corolle ; anthéres soudées en tube entourant le
style ;

- 2 carpelles soudés formant 1 ovaire infere a 1 loge ;

- 1 style et 1 stigmate bifide ;

- fruit : akéne, pouvant étre surmonté d’une aigrette de soies (plumeuses ou non) [51].
111.2.3.3.Systématique botanique ®2 :

e Reégne : Plantae

e Sous regne : Tracheobionta

e Embranchement : Spermatophyta

e Sous embranchement : Magnoliophyta

e Classe : Magnoliopsida

e Sous classe : Asteridae

e Ordre : Asterales

e Famille : Asteraceae

e Sous famille : Asteroideae

e Tribu : Anthemideae

e Sous Tribu : Artemisiinae

e Genre : Artemisia

e Espéce : Artemisia campestris L.

e Noms francais : Armoise champ ; Armoise des champs ; Armoise rouge.

e Nom anglais : Field Sagenort; Field southernwood; Sagewort; Sowhernwood
Wormwoo

e Nom communs : Dgouft, Alala, </

.
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111.2.4.Morphologie et description botanique :
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(A) Artemisia campestris d’ Algérie. (B) Dessin représente I’espéce.

Figure (05) : Artemisia campestris L.

e Est une plante vivace [53]

e Lestiges : robustes, d’une hauteur de 30 a 80 cm.

e Les feuilles : grabelés d’un vert foncé, les rameaux rougeatre,

e Les capitules : tres petits, étroits (1 a 1.5 cm) ovoides ou coniques, a
involucre.

e Les fleurs : ne contient que 3 & 8 de couleur jaunéatre bordées de rouge, et a
pédoncule muni de poils blanchatre a brunatre.

e les fruits : sont akénes a saveur amer et agréable odeur ; présente dans les
zones semi arides du bassin méditerranéen.

e L’odeur : trés aromatique

e Saveur : amere.

e Lafamille : astéracées.

e Larécolte : printemps ; été. [54]

e Floraison : Aolt-septembre. [54]

111.2.5.La partie médicale : les feuilles et sommités fleuries par infusion, macération
et décoction [55].
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111.2.6.Composition chimique d’Artemisia campestris A. :

L’utilisation des solvants a polarité différente, suivie par des étapes de fractionnements et
I’emploi de différentes techniques de chromatographie permettent d’extraire, séparer et
identifier les différents composés présents dans les extraits de plantes.

De nombreuses études chimiques ont révélé que la partie aérienne d’Artemisia campestris
A. est riche en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les tanins,
les huiles essentielles [56] [57].

Tableau (03) : La composition chimique d Artemisia campestris.

Metabolites secondaires Molecule identifiee
Polyphénols Flavonoides (flavones, . flavanone)
Polyphénols
Tanins
Huiles essentielles Monoterpénes, sesquiterpénes
Coumarines Hydroxycoumarines. esculetin

La composition chimique de I’huile essentielle varie selon le chimiotype considéré
[37], elle varie également selon les conditions géographiques et climatiques (température,
altitude, précipitation, hauteur, direction du vent, heures de soleil, etc.), et selon la phase de
développement de la plante [58].

Tableau (04) : Les composés majoritaires des huiles essentielles d’Artemisia campestris

[59].
B-pinéne 24 -49.8 a-Terpinéol 0.6-55
a-pinene 59-125 Terpinéne-4-ol 0.7-1.9
p-cymene 3.4-94 y-Murolene 03-54
Limonene 49-93 y-cardinene 02-24
p-ocimene 0.2-55 Spathulénol 1.2-8.9
y-terpinene 2-6.5 B-Eudesmol 1-6.4

.
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111.2.7.0rigine et répartition géographique d’Artemisia campestris L. :

Les espéces qui appartiennent au genre Artemisia sont des arbustes aromatiques, qui
poussent de fagon spontanée dans plusieurs régions de 1’hémisphére nord de la terre,
surtout dans les zones semi arides et le bassin méditerranéen, et s’étendent jusqu’a
I’Himalaya [60].dans I’hémisphére sud elles sont trouvées en Afrique du sud, 1’ Australie et
I’Amérique du sud [61], d’aprés Kyeong W.Y., Anwar M., et Jong H.K, Artemisia

campestris L. est originaire de 1’ Asie.

Artemisia pontica
Native Cincl. archaeophutes)

- non renseignée
]:[ présence

]:[ présence a confimer

douteux
disparu

- erreur

- erreur a confirmer

Botanical Museum, Helsinki, Finland 2018
Data from BGBM. Berlin-Dahlem. Germ:

Figure (06) : Répartition géographique d’Artemisia campestris.

111.2.8.Toxicité d’Artemisia campestris :

Le traitement & base d’armoise (A.campestris) est contre indiqué chez les femmes
enceintes et allaitantes ainsi que chez les enfants. Les sujets ayant des problémes d’allergie
et des problemes d’insuffisance rénale ou hépatique doivent s’abstenir de prendre de
I’armoise.

Les effets indésirables les plus fréguemment notés sont les allergies de contact provoquées
par les lactones sesquiterpéniques contenus dans la plante et les pollens.

Le non-respect des doses prescrites peut également causer des irritations gastriques et

intestinales, voire une intoxication [62] [63].

=
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111.2.9.Utilisation d’Artemisia campestris -

Artemisia campestris est une plante utilisée depuis longtemps dans la meédecine
traditionnelle pour traiter plusieurs maladies :

En usage local elle est utilisée pour traiter les troubles digestives, les ulcéres et les douleurs
menstruelles [64]. Elle est également utilisée dans le traitement de diabéte [65].

La partie aérienne est utilisée dans le traitement de bralures, de la diarrhée, les morsures de
serpents, les pigdres de scorpions, 1’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie, le rhumatisme,

elle est utilisée également pour traiter les infections urinaires, la fievre et la toux [55].

On cite les plus importantes :
- Activité antioxydante
-Activité antibactérienne

- Effets insecticide

- Propriétés allélopathiques

- Activité hypoglycémiante

- Effets antipoison

111.2.10. Travaux sur I’Artemisia campestris :

De nombreux chercheurs se sont intéressés a I'étude de cette plante, on cite l'essai des
chercheurs de 1’université du Michigan en 1993 qui sont découvert le mécanisme d’action
de I’artémisinine son groupe peroxyde semble étre la clé de son efficacité contre le parasite
du paludisme. Cette découverte a encouragé les recherches pour un éventuel effet de
I’artémisinine contre d’autres protozoaires. En médecine vétérinaire, Allen et al [66] ont
prouvé en 1996 I’effet anticoccidien de 1’artémisinine issue d’Artemisia lors d’une
coccidiose chez le poulet de chair. En 1993Yang et Liew ont démontré pour la premiére
fois ’effet de 1’artémisinine contre une leishmaniose expérimentale induite par Leishmania
major. D’autres études de Rupashree et alen2007 [67] ont prouvé son efficacité contre

Leishmania donovani.

Akrout 2011 a prouvé I’activité anti tumorale d’Artemisia, L'huile essentielle et les autres
extraits d'A.campestris, qui présentaient une activité antitumorale importante contre les
cellules HT-29 méritent des recherches supplémentaires sur la chimioprévention et le

traitement du cancer du célon [68].

.
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Le Floc’h E A.campestris a demontré avoir propriétés allélochimiques en inhibant la

croissance et la germination de certaines especes d'herbes environnantes [69].

Les principaux composants de I'huile essentielle de feuilles d’4.campestris de la Turquie
étaient  a-pinene et B-pinene (21%), eucalyptol (8%), L-thujone (4%), alcool thujylique

(15%), le géraniol (13%) et une composante inconnue (11%) [70].

En Algérie, Artemisia est largement répandue. Une étude ambitieuse est en cours de
réalisation au niveau du laboratoire PADESCA (Département des Sciences Vétérinaires-
Université Mentouri de Constantine) au sein du département des sciences vétérinaires de
Constantine. Le but est la mise en valeur des effets de cette espece steppique pour le

traitement et la prévention de la coccidiose aviaire au niveau des élevages algériens.

.
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Introduction :

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées [1].En effet, a coté des métabolites primaires
classiques (glucides, protides et lipides), les vegétaux accumulent fréqguemment des
métabolites dits « secondaires » dont la fonction physiologique n’est pas toujours
évidente mais qui représente une source importante de molécules utilisables par
I’homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou 1’agroalimentaire.
Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques tres variés tels les
alcaloides, les terpénes, les composés phenoliques, etc [2].

Les recherches des dix a quinze dernieres années ont démontré que les composés
phénoliques ne sont nullement des produits inertes du métabolisme. Ils subissent dans
les tissus végétaux d’importantes variations quantitatives et qualitatives et interviennent
dans de processus vitaux les plus divers. Le mode de leur action et sa signification
physiologique ne sont pas encore toujours claires. Un rdle important est attribué aux
phénols dans la résistance des plantes aux maladies, comme c’est le cas de la résistance

du cotonnier a la maladie de flétrissement, la verticilliose [3].
I. Les composés phénoliques

|.1.Définition :

Les composés phénoliques forment un trés vaste ensemble de substances qu’ils sont
difficile & définir simplement. L’élément structural fondamental qui les caractérise est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins & un

groupe hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, ou hétéroside.

Parmi les composés phénoliques, dont plus de 8000 sont connus, les flavonoides, les
quinones phénoliques, les lignanes, les xanthones, les coumarines et d’autres classes

existent en nombre considérable [4] [5].
|.2.Localisation et distribution :

Les polyphénols sont majoritairement présents dans les racines, les tiges, les fleurs, les
feuilles et les écorces de bois de tous les végétaux [6].Les principales sources
alimentaires sont les fruits et les légumes, les boissons (vin rouge, thé, café, jus de
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fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les légumes secs. Les fruits et les
Iégumes contribuent environ a la moitié de notre apport en polyphénols. Les boissons
telles que jus de fruits et surtout cafe, thé ou vin apportent le reste [7].

1.3.Les principales classes des composés phénoliques :

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes (tableau
01) qui se différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un
simple C6 a des formes trés polymérisees) (figure 01). Ensuite par le degré de
modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation,
etc.). Enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules
(glucides, lipides, protéines) [8]. Les formes phénoliques les plus simples présentent des
structures chimiques allant de simple phénol en C6 aux flavonoides en C15 et a des
molécules proches.

Tableau (05) : Les principales classes de composés phénoliques [9]

S;:;E? Classe Exemple origine
Cs Phénols simples Catéchol
Cs-C, | Acides hydroxybenzoiques |p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
Cs-C3 | Acides hydroxycinnamiques |Acides caféique, ferulique | Citrus
Coumarines Scopoletine, esculetine | Citrus
Cs—C;  |Naphtoquinones Juglone Noix
Cs—C,— Cs | Stilbenes Resveratrol Vigne
Cs—C3—Cs |Flavonoides
+ Flavonols Kaempferol, quercétine | Fruits, légumes, fleurs
» Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine |Fleure, fruits rouges
+ Flavanols Catéchine, eépicatéchine | Pomme, raisin
+ Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonoides Déidzéine Soja, pois
(Cs—C3x |Lingnanes Pinorésinol Pin
(Cs—C3)n |Lignines Bois, noyau des fruits
(Ci3)s Tannins Raisin rouge, Kaki
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Figure(07) : Les principales classes de composés phénoliques

%+ Phénols simple et acides phénoliques :

a. Définition :

Le terme d’acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant
au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie,
I’emploi de cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et

cinnamique [10].
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b. Classification et structure :
1. Acide phénols dérivés de I’acide benzoique :

Les acides phénols en C6-Cl1, dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, sont trés
communs, aussi bien sous forme libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside.
L’acide gallique et son dimére (I’acide hexahydroxy-diphénique) sont les éléments
constitutifs des tanins hydrolysables. D’autres aldéhydes correspondants a ces acides,

comme la vanilline, qu’est trés utilisé dans le secteur pharmaceutique [10].
2. Acide phénols dérivés de ’acide cinnamique :

La plupart des acides phénols en C6-C3 (acides para-coumarique, caféique, férulique,
sinapique) ont une distribution tres large ; les autres (acides o-coumarique, o-férulique)
sont peu fréquents [11].Les acides cinnamiques et caféique sont des représentants
communs du groupe de dérivés phénylpropaniques qui difféere par son degré

d’hydroxylation et de méthoxylation.
3. Phénols simples :

Tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol... sont plut6t rares dans la nature a
I’exception de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae,
Rosaceae...). Les deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et le

pyrogallol avec trois, ont été montré pour leur toxicité vis-a-vis des microorganismes.

b. Localisation et distribution :

Les acides phenoliques sont des dérivés de benzoique et acide cinnamique et se sont
présents chez toutes les céréales, grains (mils, sorgho, orge, mais, avoine, seigle, blé,

riz, sorgho...), Epices, fraise, Citrus. [9].

C. Activités biologiques des acides phénoliques 14:
e Antibactériennes

e Antifongiques

e Anti oxydantes

e Anti inflammatoire

.
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% Les flavonoides :

a. Définition :
Les flavonoides sont des substances naturelles issues des plantes présentes dans tout le
regne vegétal. Ce sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits
et des feuilles. Ils sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les
cellules épidermiques des feuilles, et sont susceptibles d’assurer la protection des tissus
contre les effets nocifs du rayonnement UV. Les flavonoides sont des dérivés du noyau
Flavone ou 2- Phényl-Chrome portant des fonctions phenols libres, éthers ou

glycosides.

Les flavonoides sont donc des polyphénols complexes dont la structure est constituée de

deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle oxygénés (cycle C) [12].

Figure (08) : structure de base des flavonoides
b. Classification et structure :

1. Les Flavones : (Lutéoline, Apigénine) Elles sont particuliérement abondantes chez
les 1égumineuses et elles dérivent des flavonones par une oxydation qui introduit une
seconde double liaison dans I’hétérocycle.

2. Les flavonones : (Naringenine, Hesperetine) Dérivent des «chalcones» par une
cyclisation au centre du squelette d’ou un hétérocycle; elle est réalisée par la chalcone
isomerase (CHI).

3. Les chalcones : Le mot «chalcone» provient du mot grec chalcos (cuivre). Elles
gardent la structure du tétra ou trihydroxychalcone.

On peut signaler deux autres types de composés dont la distribution dansla plante est
plus restreinte.

4. Les flavonols : (Myricétine, Quercétine, Kaempférol) lls se différencient des
flavones par la présence d’un OH en C3.

5. Isoflavones : Dérivent aussi des flavonones, mais outre une oxydation centrale; il y’a

transposition du cycle latéral du C2 au C3 de I’hétérocycle.

g
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6. Aurones : Le mot «aurone» provient du latin aurun (Or). Ce sont des homologues
des flavones, mais a hétérocycle pentagonal.
Les quatre classes de flavonoides se trouvent a I’état naturel sous forme d’aglycones,

mais surtout sous forme de glycosides [13].
c. Localisation et distribution :

Les flavonoides possedent une large répartition dans le monde végétal, ils sont
distribués dans les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs des plantes [14]. Les formes
hétérosidiques des flavonoides, s’accumulent dans les vacuoles et selon les especes,
elles se concentrent dans I’épiderme des feuilles ou se répartissent entre I’épiderme et le
mésophylle. Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques
[15].

d. Activités biologiques :

eActivité antioxydante
eActivité antibactérienne
oEffets antiallergiques

A coté des activités citées précédemment, les flavonoides possédent d’autres
activités :
Les flavonoides sont capables de moduler le fonctionnement du systeme immunitaire
[16].1ls sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T [17].
Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabete ou du moins le réduire en inhibant
I’enzyme aldose réductase [18]. Ong et Khoo ont reporté que la myricétine posséde un

effet hypoglycémiant chez des animaux diabétiques [19].

% Lestanins:

a. Définition :
Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lié a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et
3000 Da [18].

-
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b. Classification et structure :

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétiques : Les tanins
hydrolysables et les tanins condensés [15].

1. Tanins hydrolysables : Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides
et d'acides phénols, ils sont facilement scindés par les enzymes de tannases en
oses et en acide phénol, selon la nature de celui-ci on distingue : les tanins
galliques (donnent par I'nydrolyse des oses et de l'acide gallique) et les tanins

ellagiques (sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique) [20].

O~_OH
HO OH
OH
Tanins galliques (Gallo tanins) Tanins ellagiques (Ellagitanins)

Figure (09) : structure de base des tanins hydrolysables

2. Tanins condensés :
Les tanins condensés sont des polymeres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols,
le plus souvent épicatéchine et catéchine [21].Les tanins condensés sont des molécules
hydrolysables, leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée par

I’absence de sucre [20].

Figure (10) : structure de base des tanins condensés

=
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c. Localisation et distribution :

Les tanins sont trés répandu dans le regne végétal, mais ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les coniféres, les Fagacées, les rosacées
[22].1ls peuvent exister dans divers organes : I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines
et les graines [21].

d. Activités biologiques des tanins :
Les décoctions et les autres préparations a base de drogues riches en tanins sont
employées le plus souvent extérieurement contre les inflammations de la cavité buccale,
les catarrhes, la bronchite, les hémorragies locales, sur les brulures et les engelures, les
plaies, les inflammations dermiques, les hémorroides et la transpiration excessive. En
usage interne, elles sont utiles en cas de catarrhe intestinal, de diarrhée, d’affections de
la vésicule, ainsi que comme antidote (contre-poison) lors d’empoisonnement par des
alcaloides végétaux) [23].

% Les coumarines :

a. Définition :
Les coumarines sont des composés phénoliques ayant un squelette de base en C6-C3,
généralement hydroxylés en position 7,en 6, 7 eten 6, 7, 8 [24].

5 4
6 N3
2

O O
1

Figure (11) : structure de base des coumarines

b. Classification et structure :

On distingue deux groupes de coumarines :

1. Celles dérivant de la 1,2-benzopyrone par substitution d'un ou plusieurs
hydrogenes portés par les carbones 6,7 ou 8 par des groupes hydroxy (OH) ou
méthoxy (OCH3), comme par exemple [25] : L'ombelliférone, présente dans les
carottes, le coriandre ; L'esculétine, présente dans les marrons d'Inde ou bien Le

fraxétol que I'on trouve dans I'écorce des frénes ou des marrons d'inde

-
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Figure (12) : structure de L'ombelliférone Figure (13) : structure de L'esculétine
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Figure (14) : structure de fraxétol

2. Les furocoumarines ou furanocoumarines, formées d'un noyau furane, accolé au
noyau 1,2-benzopyrone substitué ou non :-En 6,7, ce sont les furocoumarines
linéaires comme par exemple le psoraléne.

- En 7,8, ce sont de furocoumarines angulaires comme par exemple : L'angélicine

(ou isopsoraléne):

a e
0.0 Ay On 0 8 G\fﬂ
Y ﬁ| e o

Figure (15) : structure de psoraléne Figure (16) : structure de L'angélicine

m

c. Localisation et distribution :
Chez les plantes, on trouve les coumarines dans les téguments des graines, des fruits,
des fleurs, des racines, des feuilles et des tiges, bien que la plus grande concentration se
trouve généralement dans les fruits et les fleurs. La coumarine fonctionne comme

défenseur de la plante, car elle a des propriétés suppressives d'appétit, ce qui

.
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expliquerait son extension généralisée, surtout chez les graminées et les tréfles. Cela

provoque la diminution de l'impact du paturage sur le fourrage [26].
d. Activité biologique des coumarines :

L'activité enregistrée de la coumarine et de ses dérivés est, entre autres, anti-tumorale,
anti-arythmique, anti-inflammatoire, antiseptique, analgésique (soulagement de la
douleur) et contre I'hypertension, l'ostéoporose et le VIH. lls sont également utilisés
dans les traitements contre l'asthme, et ont été utilisés contre le lymphoedéeme.
Les coumarines sont utilisées comme agents de saveur ou dans les parfums (la feve de
tonka est parfois utilisée pour l'aromatisation des tabacs) ; on les utilise aussi dans
I'industrie pharmaceutique, la coumarine a des propriétés anti-inflammatoires,
I'esculétine ou l'esculine sont des agents vitaminiques P a action marquée sur la

perméabilité capillaire [26].
|.4. L’obtention des composés phénoliques :

L'extraction de principes actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiére végétale,
notamment le cas des polyphénols qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a
leur pouvoir antioxydant, est une étape tres importante dans l'isolement, l'identification
et l'utilisation de ces composés phénoliques. Cependant, il n'y a pas de méthode
d'extraction unique et standard. L’extraction est influencée par la méthode choisie en
fonction des composés phytochimiques a étudier. D'autres facteurs, comme le pH, la
température, le rapport quantité de matiére / volume du solvant, le temps, le nombre et
les étapes d'extractions individuelles, jouent également un r6le important dans cette
procédure [27].

L’extraction solide-liquide est la procédure la plus couramment utilisee. En effet, ces
techniques sont faciles d'utilisation, tres efficaces et peuvent étre largement appliqueées.
Les solvants d'extractions les plus communément utilisés sont les alcools (méthanol,
éthanol), l'acétone, 1'éther éthylique et 1’acétate d'éthyle. Cependant, pour les composes
trés polaires tels que les acides phénoliques ne pouvant étre extraits complétement avec
les solvants organiques purs, les mélanges d'alcool-eau ou acétone-eau sont
recommandés [28]. Les solvants moins polaires (dichlorométhane, chloroforme, hexane,
benzéne) sont utilisés pour éliminer les composes apolaires (cires, huiles, chlorophylle).

Classiquement, les techniques d’extractions solide-liquide utilisées sont: I’infusion, la
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maceération, la décoction, I’extraction au Soxhlet et dans certains cas, 1’extraction par
sonication et I’extraction assistée par microondes.

I.4.1. L’infusion : c’est une méthode d'extraction des principes actifs ou des aromes
d'un végétal par dissolution dans un liquide initialement porté a ébullition que I'on laisse
refroidir. Le terme désigne aussi les boissons préparées par cette méthode, comme les
tisanes et le thé.

1.4.2. La macération : c’est une méthode d’extraction solide-liquide similaire a
I’infusion qui s’effectue a température ambiante. Elle est généralement utilisée pour
I’extraction de composés sensibles a la chaleur.

1.4.3. La décoction : elle consiste a réaliser 1’extraction a température d’ébullition du
solvant. Cette opération s’oppose a la macération dans laquelle le solvant d’extraction
est & température ambiante [27].

1.4.4. Le Soxhlet : c’est une méthode classique pour I’extraction solide-liquide.
L’échantillon entre rapidement en contact avec une portion fraiche de solvant, ce qui
aide a déplacer 1’équilibre de transfert vers le solvant. Les inconvénients les plus
significatifs de cette méthode sont : la durée importante d’extraction et la grande
quantité de solvant consommeée, ce qui conduit non seulement a des pertes économiques
mais pose aussi des problemes sur le plan environnemental. Les échantillons étant
portés a haute température pendant une période relativement longue, le risque de
thermodestruction de certains composés n’est pas a négliger si la maticre végétale
contient des composés thermolabiles. Etant donné la grande quantité de solvant utilisée,
1’étape postérieure d’évaporation/concentration devient limitante [29].

1.4.5. L’extraction par sonication : ¢’est une méthode simple, efficace et peu coliteuse.
Ses avantages les plus significatifs sont liés a 1’augmentation du rendement d’extraction
et une accélération de la cinétique par rapport a une extraction classique. Elle permet de
travailler a des températures relativement basses et d’éviter la thermodestruction des
composes. Comme le Soxhlet, 1’extraction par sonication permet d’utiliser une large
gamme de solvant afin d’obtenir différents composés naturels [30].

1.4.6.L’extraction assistée par microondes : c’est ¢galement une alternative aux
méthodes d’extraction conventionnelles. Elle utilise de plus petites quantités de solvant,
n’est pas couteuse et est considérablement rapide. Cependant, la température opératoire
de cette technique est relativement élevee (100 — 150 °C), ce qui pose des problémes

quand il s’agit de I’extraction d’antioxydants [31].
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I1. Les huiles essentielles

Géneéralité :

Il'y a 7.000 ans, les huiles aromatiques étaient utilisées en Inde. Leurs principes
thérapeutiques étaient connus et les essences étaient employées dans la médecine [32]
Chaque peuple a apporté son génie a l'art des arémes et des parfums. Car, dans toutes
les civilisations antiques, les essences sont la pour purifier l'esprit, protéger le corps,

élever I'ame, et régénérer I'étre [33].

On appelle huiles essentielles (ou parfois « essences végétales ») les liquides concentrés

et hydrophobes des composés aromatiques (odoriférants) volatils d'une plante.

Elles sont largement réparties dans le régne végétal: Coniferes, Myrtacées,

Ombelliferes, Labiées, Composées.

Dans une méme plante, elles peuvent étre présentes dans différents organes. La

composition des HE peut alors varier d’un organe a 1’autre [34].
I1.1.Définition :

Huiles : caractere hydrophobe et liquide plus ou moins fluide.

Essentielle : caractere unique et typique (de 1’odeur comme des propriétés
thérapeutiques).

Une huile essentielle ne renferme pas du tout de gras, malgré ce que I’on pourrait croire.
Elle ne contient pas non plus d’eau, ni d’alcool. En revanche, elle est constituée de

centaines de molécules différentes [35].

Alcools Oxydes
Esters Cétones
Phénols Aldéhydes
Ethers Terpénes

Figure (17) : les différents constituants d’HE.
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I1.2.Localisation et distribution :

Les huiles essentielles peuvent étre extraites de différentes parties de la plante :
Les feuilles (menthe poivrée, basilic grand vert),

Les fleurs (lavande, ylang),

Le bois (cédre Atlas, santal blanc),

Les racines (gingembre, valériane, vétiver),

R T R TS

Les graines (coriandre, anis vert, carotte)

I1.3.Les principales classes des huiles essentielles :

Les huiles essentielles (HE) sont classées usuellement selon la nature chimique des
principes actifs majeurs, plus rarement sur le mode d'extraction (infra), ou les effets
biologiques (infra : pharma/cosmeto ou sanitaire.) On retient huit classes principales
(les carbures sesquiterpéniques et terpéniques, les alcools, les esters et alcools, les
aldéhydes, les cétones, les phénols, les éthers et les peroxydes) avec les composants
importants suivants :

*huiles essentielles riches en carbures terpéniques et sesquiterpéniques : HE de
térébenthine (alpha-pinéne, camphene), HE de genévrier (alpha-pinene, campheéne,
cadinéne), HE de citron (limonéne) ;

shuiles essentielles riches en alcools : HE de coriandre (linalol), HE de bois de rose
(linalol), HE de rose (géraniol) ;

*huiles essentielles mélanges d'esters et d'alcools : HE de lavande (linalol, acétate de
lynalyle), HE de menthe (menthol, acétate de menthyle) ;

shuiles essentielles riches en aldéhydes : HE de cannelle (aldéhyde cinnamique), HE de
citronnelle (citral et citrannal), HE d'eucalyptus citriodora (citronellal) ;

*huiles essentielles riches en cétones : HE de carvi (carvone), HE de sauge (thuyone),
HE de thuya (thuyone), HE de camphrier (camphre) ;

shuiles essentielles riches en phénols : HE de thym (thymol), HE de sarriette
(carvacrol), HE d'origan (thymol et carvacrol), HE de girofle (eugénol) ;

shuiles essentielles riches en éthers : HE d'anis vert, de badiane (anéthol), HE de fenouil
(anéthol), HE d'eucalyptus globulus (eucalyptol), HE de cajeput (eucalyptol), HE de
niaouli ;

*huiles essentielles riches en peroxydes : HE de chénopode (ascaridol), HE dil

(allicine) ;

-
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*huiles essentielles sulfurées : HE de cruciféres et de Liliacées.

Note : La plupart des huiles essentielles sont constituées dans leur grande majorité d'un
mélange assez complexe de monoterpenes, de sesquiterpenes, dalcools, desters,
d'aldéhydes, d'oxydes, etc. Il y a quelques exceptions : huile essentielle de gaulthérie

couchée composée a plus de 99,5 % de salicylate de méthyle (un ester aromatique) [36].
I1.4.1L°0obtention des huiles essentielles :

Il'y a plusieurs techniques, variables, selon la partie du végétal traitée, selon sa fragilité
de la plante utilisée, selon ses caractéristiques botaniques :

I1.4.1.Par entrainement a la vapeur :

La plupart des huiles essentielles sont obtenues par distillation et entrainement a la
Vapeur d'eau, trois variantes sont possibles selon la texture et la fragilité de la matiére
premiére a traiter.

% Hydrodistillation simple :

La plante est mise en contact avec de l'eau dans un ballon lors d'une extraction au

- laboratoire ou dans un alambic industriel. Le tout est porté a ébullition. Les vapeurs
sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de l'eau par
différence de densité [19].

+ Distillation a vapeur saturée :

Le matériel végétal n'est pas en contact avec I'eau, il est placé sur une grille perforée au-
dessus de la base de I'alambic. Les composés volatils entrainés par la vapeur d'eau vont
étre séparé par décantation du distillat refroidi [37].

% Hydrodiffusion :

L'hydrodiffusion consiste a faire passer un courant de vapeurs deau a tres faible
pression a travers la masse végétal. La composition des produits obtenus est
sensiblement différente au plan qualitatif de celle des produits obtenus par les méthodes
précédentes [38].

11.4.2.1’expression a froid :

La technique de I’expression a froid est réservée aux zestes d’agrumes (citron, citron
vert, orange douce, bigarade). L’huile essentielle des agrumes est contenue dans de
petites poches situées sur la peau du fruit (zeste, péricarpe). On utilise des presses

hydrauliques. La pulpe et I’huile essentielle sont ensuite séparées a la centrifugeuse
[35] .

.



11.4.3. L’enfleurage :
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1Lame inféricurc

Filue

Collecteur du jus de fnut

Figure (18) :I’expression a froid

La technique de I’enfleurage (ou macération a saturation) est ancienne, et n’est plus

guere utilisée. Elle concerne les plantes ou parties de plantes dont 1’ardme est trop

fragile pour supporter la chaleur d’une distillation. Elle consiste a étendre une couche de

ces substances végétales fragiles entre deux couches épaisses de matiére grasse. On

renouvelle les maticres végétales fraiche jusqu’a saturation de la graisse en fragrance.

On débarrasse alors le parfum de I’excédent graisseux et I’on obtient une essence

absolue (ou absolu), une huile essentielle de trés haute qualité olfactive [39].

Il existe deux types d’enfleurage : I’enfleurage a chaud et celle a froid.

1:feu 5 : eau froide
2 :eau bouillante et vapeur 6 spirale de condensation de la vapeur
3 plantes 7 i eau florale (hydrolat) et huile essentielle

4 vapeur et Huile Essentielle

Enfleurage a chaud

Ak

>y

Enfleurage a froid

Figure (19) : technique d'enfleurage
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I1.4.4.L’extraction par solvants :

La technique de I’extraction par solvants remplace aujourd’hui celle de 1’enfleurage.

Elle aboutit également a 1’obtention d’absolus trés recherchés par les parfumeurs pour la

pureté de leur puissante odeur [39].

Hydrodistillation - Extraction

Simultanée
Appareil de Soxihet

Lickens-Nickerson

Figure (20) : Les différents types d’extraction par solvants volatils [39]

I1.5.Activités biologiques des huiles essentielles :

Les HE ont des effets biologiques variés, sur les cellules de I'organisme comme les

agents infectieux. Les effets et cibles sont multiples du fait de chaque composant

chimique, et de leur multiplicité. Les HE ont notamment des :

effets antiseptiques, anti-infectieux voire antibiotiques, exemple I'HE de Lavande
avec le Linalol ;

effets sur les réponses inflammatoire et immunologique : anti-inflammatoires,
antihistaminiques ; effets sur l'activité neurologique : analgésiques, calmants,
anxiolytiques, sédatifs, anti-spasmodiques, etc.

effets sur l'activité digestive et d'‘élimination : diurétiques stimulant l'excrétion
urinaire, laxatifs stimulant le péristaltisme, bloquants de I'absorption des
nutriments, etc.

effets sur le systeme cardiovasculaire : anti-hypertenseurs, vasopresseurs, etc.
effets sur le métabolisme : anti-pyrétiques ;

autres effets : photosensibilisation (principalement les HE d'agrumes) [40].

X
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La figure suivante donne un résumé sur les HE et leur intérét :

OU LES TROUVER ?

Thym & linalol,
a thujanol, bois de rose,
bois de H, palmarosa,
arbre a thé, ravintsara,

A QUOI CA SERT ?

Meuromodulateurs,
antibactériens, antivi-
raux, antifongiques,
tuent virus, moisissures,

bactéries, champignons. lavandes.
Super-anti- Aldehydes
infectieux, tonigues, aromatiques Cannelles (&écorces).

immunostimulants.

Anti-inflammatoires,
insectifuges,
anti-infectieux,
sédatifs nerveux,
digestifs.

Verveine citronnée,
mélisse officinale,
eucalyptus citronnég,
citronnelles.

Mucolytiques
gynécologiques et
respiratoires, brile-

graisses, désclérosantes,
antivirales.

Menthe poivrée,
romarin a verbénone,
thuya, sauge officinale,
eucalyptus a cryptone.

Super-antistress,
favorisent le sommeil.
Antispasmodiques
nerveux, anti-inflam-
matoires, antidouleur,
hypotenseurs.

Lavande officinale,
ylang-ylang, camomille
romaine, gaulthérie
couchée.
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A QUOI CA SERT? OU LES TROUVER ?

Super-antispasmodigues

Phénol

. Sy Estragon
nerveux et musculaires, méthyl- - i
antidouleur &thers _basilic exotique,
antia Ilergiqués, (éthers) anis vert, fenouil doux
cestrogéne-like.
Antibactériens, antivi-
raux. Assainissent I"air Eucalyptus radig,

ambiant et soigneant
les voies respiratoires
(maladies de ["hiver),
expectorants, immuno-
modulants.

eucalyptus globuleux,
laurier noble, miaculi,
romarin a cinéole,
ravintsara.

Les plus puissants
antibactériens,
antiviraux, antifon-
giques, antiparasitaires,
immunostimulants.
Tuent les virus, les moi-
sissures et les germes.
Toniques, stimulants.

Giroflier, thym & thymol,
sarriette des montagnes,
origan compact,
cannelles (Teuilles).

Super-tonifiants,
expectorants,
balsamiques (aident 3
respirer}, assainissants
de I'air ambiant, to-
nigques circulatoires.

Pins, sapins, genévrier,
cyprés de Provence,
tous agrumes {citron,
orange, mandarine,
pamplemousse.. ).

Figure(21) : Localisation d’HE et leur intérét
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I11. Activités biologiques

I11.1.Activité antioxydante :

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agression physiques
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou
facteur de croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression
commune appelée stress oxydant, dii a I’exagération d’'un phénomene physiologique,

normalement trés contr6lé, la production de radicaux dérivés de 1I’oxygene [41].
I11.2.stress oxydant

111.2.1.Définition :
Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des espéces

réactives de 1’oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages

oxydatifs [42].
111.2.2.Les conséquences moléculaires du stress oxydatif :

La production excessive des radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines, de lipides et des glucides, mais aussi
des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites

libérés notamment lors de I'oxydation des lipides [43].

I11.3.Les radicaux libres
111.3.1.Définition :

Un radical (souvent appelé radical libre) est une espéce chimique possédant un ou
plusieurs électrons non appariés sur sa couche externe. Il se note par un point. La
présence d'un électron célibataire confere a ces molécules, la plupart du temps, une
grande instabilité (elles ne respectent pas la regle de l'octet), ce qui signifie qu'elles ont
la possibilité de réagir avec de nombreux composés dans des processus le plus souvent

non speécifiques [12].

.
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111.3.2.Différents types des radicaux libres :

Un radical libre est une espece caractérisée par une instabilité et /ou un pouvoir oxydant
fort, il se différencie par la présence d’un électron non apparié sur la couche
électronique la plus externe. Parmi toutes les especes réactives oxygénées (ERO), on
distingue un ensemble restreint de ces composés qui jouent un rble particulier en
physiologie et que nous appelons les radicaux primaires a savoir : I’anion superoxyde
(0?*), le radical hydroxyle (OH®), le monoxyde d'azote (NO®), le radical peroxyle
(ROO*) et le radical alkoxyle (RO®). Les autres radicaux libres, dits radicaux
secondaires telles que 1’oxygéne single et 10y, le peroxyde d’hydrogéne (H20.) et le
nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule [43].
111.3.3.Dommages oxydatives des radicaux libres :

Les phénomeénes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de 1’organisme.
L’altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsque
I’intensit¢é de ces phénoménes augmente anormalement et dépasse la quantité
d’antioxydants disponibles. La conséquence de ce déséquilibre va entrainer une
agression appelée « stress oxydatif » [44].Tous les tissus et tous leurs composants
peuvent étre touchés : lipides, protéines, glucides et ADN [45].Toutes ces altérations
augmentent le risque de plus de 30 processus de différentes maladies [46]. Parmi les
nous citons, les maladies d’Alzheimer [47] de Parkinson [48] les maladies
cardiovasculaires et déficience cardiaque [49] les cedémes et vieillissement prématuré

de la peau [50] et le cancer [51].

111.3.4.Moyens de défense contre les radicaux libres :
D’aprés Halliwel (1994) [52], un antioxydant est toute molécule endogéne ou exogéne
présente en faible concentration qui est capable de prévenir, de retarder et de réduire
I’ampleur de la destruction oxydante des biomolécules. Les systemes de lutte contre les
ERO sont classés dans 3 catégories [53] :

» la prévention a temps plein (la prévention passive),

» la détoxification active suite a une attaque oxydante

> la détoxification passive.

.
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II1.3.5.Mécanismes d’action contre les radicaux libres :

La grande capacité des composés phénoliques a contrecarrer les radicaux libres, et a
chélater les ions métaux de transitions est directement reliée a leurs caractéristiques
structurales. 1l est prouvé que cette activité est due aux nombres de groupements
hydroxyles présents sur les cycles benzoiques, et aussi a la proximité des groupes
alkyls. Ainsi, des différentes familles connues des polyphénols, les flavonoides sont-ils

ceux qui, en particulier, réunissent toutes ces caractéristiques [54].
111.4.Les antioxydants

111.4.1.Définition :

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber
I’oxydation de ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre
de substances, comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais
aussi de petites molécules non enzymatiques. Cette grande variété physico-chimique
autorise la présence d’antioxydants dans tous les compartiments de 1’organisme, qu’ils
soient intracellulaires, membranaires ou extracellulaires dans le but datténuer ou
d'empécher les effets nocifs des ERO et des radicaux libres [55].Notre organisme réagit
donc de facon constante a la production permanente de radicaux libres et on distingue
au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la
cellule [43].

RL pn'lmires RL. secondaires

) ROO°

—» ROO° —»RO0°

) ROO°
Antioxydants enzymatiques Antioxydants non enzymatiques

SOD Vitamine E/(
catalase Glurathion

peroxvdase

Figure (22) : Les systemes de défense naturels contre les radicaux libres [56].
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111.4.2.Les criteres des antioxydants :

Un bon antioxydant se devra de respecter quelques criteres [53].

-Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux libres

-Chélater des ions de métaux de transition (Fe?*, Cu*) d’importance biologique capables
de promouvoir la production de radicaux libres par la réaction de Fenton

-Interagir avec d’autres antioxydants, et, dans la mesure du possible, les régénérer -
Avoir un effet positif sur I’expression génique

-Etre rapidement absorbé

-Avoir une concentration qualifiée de «physiologique» dans les tissus et les fluides
biologiques

-Etre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieu membranaire.

111.4.3.Différents types des antioxydants :

a. Les antioxydants naturels :
¢ Les antioxydants enzymatiques :
La cellule est pourvue de systémes de defense trés efficaces. Plusieurs enzymes peuvent
catalyser des réactions de détoxification des différents pro-oxydants. Les antioxydants
enzymatiques sont capables d'eéliminer les radicaux libres primaires de fagon
permanente et efficace, en transformant l'anion OH° et le H>O> en produits non
toxiques : I’eau et I’oxygeéne moléculaire [57]. Les antioxydants enzymatiques sont
principalement trois enzymes : la superoxy de dismutase, la catalase et les peroxydases
En état de stress oxydant, la production des radicaux libres primaires augmente tres
fortement, de ce fait, les systemes enzymatiques primaires qui ont une vitesse maximum
d'élimination des radicaux libres primaires, sont débordés. Ces radicaux libres primaires
non éliminés vont alors oxyder les constituants cellulaires. Ce qui engendre la formation
de radicaux libres secondaires (ROO°®) qui sont capables de réaction d'oxydation en
chaine conduisant a la destruction des cellules. Ces phénomenes d'oxydation en chaine,
peuvent étre ralentis par des antioxydants secondaires non enzymatiques qui sont
apportés par I'alimentation [56].
% Les antioxydants non enzymatiques :
Divers piégeurs de radicaux libres non enzymatiques peuvent prendre en charge la
détoxification d'un grand nombre de radicaux libres. Ces composés sont facilement

oxydables, relativement stables et conduisent & des dismutations permettant I'arrét des

.
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réactions radicalaires en chaine. Ce systeme de protection peut étre a la fois
membranaire (vitamine E, A) ou cytosolique et extracellulaire (glutathion, vitamine C).
Certains éléments mineraux exercent indirectement un role antioxydant en agissant
comme des cofacteurs. Ainsi le cuivre, le zinc et le fer sont des cofacteurs pour la
superoxyde dismutase, le fer est également un cofacteur pour la catalase et le sélénium
est le cofacteur du glutathion peroxydase [58].Aussi, parmi les antioxydants vegétaux,
les polyphénols apparaissent parmi les plus efficaces quant a leurs effets protecteurs
dans I’organisme [59].Les polyphénols, suscitent un intérét croissant de la part des
nutritionnistes, des industriels de 1’agro-alimentaire et des consommateurs. Une des
raisons principales, est la reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes et ainsi leur
implication probable dans la prévention des diverses pathologies associées au stress
oxydant. En effet, un trés grand nombre de données expérimentales plaide aujourd’hui
en faveur de leur implication dans la prévention des maladies dégénératives telles que

cancers, maladies cardio-vasculaires, ostéoporose ou maladies inflammatoires [60].

b. Les antioxydants synthétiques :

Les antioxydants synthétiques tel que le butylhydroxyanisole (BHA),
butylhydroxytoluéne (BHT), gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone
(TBHQ) sont largement utilisés dans I’industrie alimentaire parce qu’ils sont efficaces
et moins chers que les antioxydants naturels. Cependant, il a ét¢ montré que ces
antioxydants de synthese pouvaient étre toxiques [61]. En effet, le BHA convertirait
certains produits ingérés en substances toxiques ou carcinogenes en augmentant la

sécretion des enzymes microsomales du foie et des organes extra-hépatiques [62].

I11.5.Les méthodes d’évaluation de ’activité antioxydante :

Tableau (06) : description de quelques tests antioxydants in vitro chimiques

Test DPPH ABTS ou | FRAP ORAC
TEAC
Mécanisme Transfert Transfert Transfert Transfert  de
d’action d’¢électron d’électron et | d’¢électron proton
majoritaire de proton

.
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Natures des | Hydrophiles et | Hydrophiles et | Hydrophiles Hydrophiles et
molécules lipophiles lipophiles lipophiles
Testées
Expression CI50 et/ou en | CI50 et/ou en | en mg ou umol | CI50 et/ou en
des résultats | mg ou umol | mg ou pmol équivalent mg ou umol
équivalent équivalent Fe équivalent
Trolox ® Trolox ® Trolox ®
Avantages -Trés facile a | - Tres facile a | -Tres facile a | -facile a mettre
mettre en | mettre en | mettre en | en ceuvre
ceuvre cuvre ceuvre -couteux
-peu couteux —cinétique  de | -Peu couteux -utilisation
réaction  trés d’un
rapide générateur de
- peu couteux radicaux
(ROO)
Inconvénients | -encombrement | -produits  de | -pH utilisé non | -mécanismes
stérique de | dégradation physiologique | ge  génération
molécules & | antioxydants -interférences | jes ROOs non
hauts poids Radical possibles a 595 physiologique
moléculaires | inexistant in nm -interférences
-interférences | Vivo possibles  des
possibles a 515 -inférences protéines®
nm avec Composés
forte possedant
dépendance au E*<0.77V
pH et au
solvant
-radical
inexistant  in
Vivo
Références [63]. [64]. [65]. [67].
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IV. Activité anti- bactérienne :

Le mécanisme d’action des HE sur les cellules bactériennes et fongiques reste difficile a

cerner, compte tenu de la composition complexe des huiles volatiles [67]. La variabilité

des constituants des huiles suggére qu’elles agissent sur plusieurs sites d’action étant

donné que chaque composé posséde son propre mode d’action [68]. Leur activité

antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique, et en

particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs [69]. Leur action se déroule

en trois phases : [70]

% lere Phase : attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une
augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

% 2éme Phase : acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de
I’énergie cellulaire et la synthése des composants de structure.

%+ 3éme Phase : destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

Coagulation du cytoplasme

k— = |
3 — | SN H* Force promotrice
e SN
4 . .
Relarguage ~ 2
Iy des éléments ‘
| ' cytoplasmiques : |
| métabolites |
et ions
Paroi YT TSV T
: Al FITTUITIR Membrane
cellulaire AL AL ALY i
SAEMEAEASASARAARAY | cytoplasmique
.~
Protéines

membranaires

Figure (23) : Sites d’action des Huiles essentielles sur la cellule bactérienne [67].
IV.1.Les bactéries :

IV.1.1.Définition

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
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Bacteria. Les bactéries ont généralement un diameétre inférieur a 1p m. On peut les voir
au microscope optique, a 1’état frais ou apres 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 [71].
IV.1.2.La culture des bactéries :

On utilise habituellement pour cultiver les bactéries des milieux complexes a base
d’extraits ou d’hydrolysats enzymatiques de viandes. Ces milieux peuvent étre liquides
(bouillons) ou solides. La solidification des milieux et obtenue par 1’addition de ’agar,
un extrait d’algues qui a la propriété de fondre a 1’ébullition et se solidifier a des
températures inférieures a 40°C. En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement
et leur multiplication se traduit par un trouble, le plus souvent homogene. Sur un milieu
solide, lorsque la quantité de bactéries est faible, chaque bactérie va pouvoir se
multiplier sur place jusqu’a former un amas de bactéries visible a I’ceil nu, que I’on
appelle colonie (Si la densité bactérienne est trop élevée dans 1’échantillon ensemencé,
les colonies sont confluentes et forment une nappe.). L’emploi de milieux solides

permet ainsi le dénombrement des bactéries viables dans un échantillon [71].
IV.2.les antibiotiques

IV.2.1.Définition :

Ce sont des substances chimiques élaborées par des microorganismes; ces substances
possédent le pouvoir dinhiber la croissance ou le développement d'autres
microorganismes (bactéries) [72] dont lesquelles elles pénétrent en perturbant le
métabolisme [73] ou en agissant spécifiquement sur une étape essentielle de ce dernier
[74] mais qui sont dépourvus de toxicité pour les autres cellules humaines ou animales.
Le cadre des antibiotiques était limité dabord a des substances d'origine biologique
produites par des champignons, s'est élargi plus tard et comprend actuellement d'autres
produits possédant la méme action antibactérienne, mais obtenus par synthése [75].

Le mode d'action des antibiotiques est, soit bactériostatique (empéche le développement
microbien) essentiellement tétracyclines, phénicols, macrolides ; soit bactéricide (qui

détruit les germes) les bétalactamines, les aminosides, les polypeptides [76].

.
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IV.2.2.Classification des antibiotiques :

Il existe plusieurs classifications des antibiotiques, elles sont basées sur le spectre
d'action, la cible, ou la famille chimique. Cette derniére celle-ci est la plus fréquemment
rencontree.

Les principales familles chimiques des antibiotiques sont :

Bétalactamines: pénicilline et céphalosporines ;

Aminosides: streptomycine, gentamycine; Chloramphénicol et thiamphénicol;
Cyclines: tétracyclines, doxycycline.

Macrolides et apparentés : érythromycine, oléandomycine. [86]

.
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Partie | : étude phytochimique

Introduction

Cette partie contient tous qu’on a pratiqué, et aux plusieurs niveaux, nous nous intéressons
a la recherche et la révélation des principaux groupes chimiques existants dans les plantes
ciblées  (Alcaloides, Tanins, Flavonoides, Anthocyanes, Coumarines, Terpenes,
Saponines....) en utilisant des réactifs spécifiques plus au moins sélectifs, puis I'isolement
des huiles essentielles et des extraits phénoliques des plantes pour faire le dosage des

polyphénols totaux, des Flavonoides et des tanins.

Les manipulations ont été effectuees au sein de laboratoire de chimie organique du

département de science de la matiére de I'universit¢é Mohammed Khider-Biskra.

|.1.Site de récolte et préparation du matériel végétal :

Nos travaux de recherche sont portés sur le choix de deux espéces : Ocimum basilicum L.
et Artemisia campestris A. appartenant a la famille des lamiacées et Astéracées qui sont

largement répondue au niveau local.

Elles sont issues de la wilaya de BISKRA Sud Est de I’Algérie. La récolte a été entreprise
manuellement et soigneusement en plein saison entre le mois de Mai et le mois de Juin de
Iannée 2018.

1.1.1.Séchage et broyage :

Apres avoir trié les feuilles, ces derniéres ont ét¢ laissées a l'air libre (2 I'ombre) dans le
but de les sécher. Aprés elles sont broyées a I'aide d’un mortier et un pilon. La poudre (le
broyat) obtenue sera utilisée dans les prochaines étapes d’extraction, de criblage

phytochimique et de détermination des caractéres physicochimiques des deux plantes.
1.2.Criblage (screening) phytochimique :

L’intérét de cette étape et la détection des différentes composantes d'une drogue végétale.

Le screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence des groupes
de familles chimiques présentes dans une drogue donnée. Il présente un test préliminaire ;
Les tests de caractérisation sont basés en partie sur I'analyse qualitative, soit sur la

formation de complexes insolubles en utilisant les réactions de précipitation, soit sur la

E
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formation de complexes colorés, en utilisant des réactions de coloration, ainsi qu’a des
examens par lumiére ultraviolette UV [1].

1.2.1.Les huiles essentielles :

Aprés avoir réalisé le montage de I'hydrodistillation. On met 150 mL d’cau distillée dans
un ballon de 500 mL, on mtroduit 10g de poudre séche, L’apparition d’une couche

huileuse indique la presence des huiles essentielles

1.2.2.Les Tanins :

Dans un bécher qui contient 20 mL de I'alcool éthylique (C2HsOH) 50% on ajoute 10g de
la poudre, on laisse macerer environ 15 min puis filtrer, ensuite on ajoute au filtrat
quelques gouttes de chlorure ferriqgue (FeCls), L’apparition d’une coloration verte foncée
ou bleue verte indique la présence des tanins.

- L’apparition d’une coloration verte foncée indique la présence des tanins catéchiques.

- L’apparition d’une coloration bleue-verte indique la présence des tanins galliques [2].

Test de Stiasny :

Il se fait par le réactif de Stiasny (annexe).

e On ajoute 0.5 ml du réactif de Stiasny a 1mL d’infusion puis chauffer au bain marie a
90 °C pendant 15min. Tapparition d’un précipité montre la présence des tanins
catéchiques.

e Aprés la filtration de la solution obtenue. Le filtrat est saturé par I'acétate de sodium, a
ce mélange il est ajouté 100 pL d’une solution de FeCls a 1%. Le développement d’une
teinte bleu-noir indique la présence des tanins galliques non précipités par le réactif de
Stiasny [3].

1.2.3.Les saponosides :

On prend 2 g de poudre seche et on ajoute 80 mL d’eau distillée, chauffée puis filirée, la
solution obtenue (le filtrat) est refroidie puis agitée vivement, 'apparition d’une mousse
constante indique la présence des saponosides [2].

e Disparition de la mousse = test négatif (-)

o L[’épaisseur de la mousse < lcm = test plus au moins positif

o L[’épaisseur de la mousse entre 1 et 2 cm = test positif

e [’¢paisseur de la mousse > 2 cm = test trés positif

E
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1.2.4. 1.’amidon :

On chauffe 5 mL de Textrait aqueux avec 10 mL d’une solution de hydroxyde de sodium
(NaOH) saturée dans un bain marie jusqu’a I'ébullition. L’ajout de quelques gouttes de

solution de diiode fait apparaitre une coloration bleu-violette en présence de 'amidon [2].

1.2.5.Les sucres réducteurs :

Réaliser une extraction dans Deau distillée pendant 2 heures, filtrer, ajouter au filtrat
quelques gouttes de la liqueur de Fehling (annexe) (2-3 gouttes) le chauffer dans un bain-
marie. La présence des glucides se traduit par I'apparition d’une couleur rouge-brique suite

a la réduction de la liqueur de Fehling [2].
1.2.6.Les flavonoides [ :

Testl : dans un Erlenmeyer de 100 mL, on introduit 3g de la poudre a macérer dans 50 ml
de I'acide chlorhydrique (HCI) a 1% pendant une nuit, puis filtrer.
- on prend 10 mL du filtrat et on le rend basique par I'ajout d’une solution
d’hydroxyde d’ammoniuum (NHsOH) concentrée, l'apparition d’une couleur jaune
claire indique la présence des flavonoides.
Test2 : dans 50 ml d’eau distillée laisser macérer 3g de poudre séche pendant 30 min, on
fitre puis on procéde au test suivant: on ajoute 1 mL d’alcool chlorhydrique (butanol,
HCI: 80 :20 (V/V)) et 1 mL d’alcool isoamylique puis quelques copeaux de magnésium.
Observer la coloration apparue :
- Rouge-orangé indique la présence des flavones ;
- Rose-violacée indique la présence des flavanones ;

- Rouge indique la présence de flavonols, flavanonols.

1.2.7.Les alcaloides [*I:

e Meéthodel : macéré 3g de la poudre dans 50 mL d’eau distillée pendant 24h. Apres
filtration le filtrat est réparti en 3 tubes pour étre testé par deux réactifs :
- 1°" tube: ajouter quelques gouttes de réactif de Dragendorf (annexe) qui fait
apparaitre un précipité de couleur orange-rouge en présence des alcaloides.
- 2¢me tube: ajouter une goutte de HCI concentré et 3 gouttes de réactif de Bouchardat

(annexe) qui fait apparaitre un précipité rouge-brun en présence des alcaloides.

E
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e Méthode 2: mettre 6 g de la poudre seche dans 30 mL de solution d’acide sulfurique
H2SO4 a 10% pendant 30-60 min, puis filirer. Le filtrat est réparti en 4 tubes a essai et
on procede aux tests suivants :

- 1°" tube: ajouter quelques gouttes de réactif de Mayer (annexe) qui donne une
coloration jaune en présence des alcaloides.

- 2¢me tube : ajouter quelques gouttes de réactif de Dragendorf qui donne un précipité
rouge-oranggé.

-3¢me tybe : ajouter quelques gouttes de réactif de Bouchardat qui donne un précipité
rouge-brun.

- 4fme tybe : soumis sous lumiere UV pour détecter la présence des alcaloides de

quinquina qui donne une fluorescence bleue mtense a A= 365nm.

1.2.8.Les terpénes et stérols non saturés :

On met environ 5 g de la poudre dans 20 mL de chloroforme (CHCI3), laissé agir quelques
minutes puis filtrer. Ajouter au 10 mL du filtrat 1mL d’acide sulfirique H2SO4 & 10 % sur
les parois du tube, le point de rencontre entre les deux phases donne une coloration verte

qui indique la présence des stérols insaturés et terpenes [2].

1.2.9.Les coumarines :

Méthode 1 : Introduit 3g de la poudre séche dans 50 mL d’éthanol pendant 24H puis filtrer,
prendre 2 mL du fitrat y ajouter 0.5 mL de soude (NaOH) a 10%, chauffer jusqu’a
I’ébullition

Aprés refroidissement ajouter 4 mL d’eau distillée et quelques gouttes d’acide
chlorhydrique HCI concentré, observer sous UV (365nm) I'apparition d’une fluorescence
témoigne la présence des coumarines.

Méthode 2 : Une quantité de 2 g de matériel végétal sec broyé est placé dans 10 mL de

CH2CI2. Le tout est chauffé pendant quelques minutes puis filtré. La migration de cette

solution a été faite sur couche mince dans le solvant : toluéne /acétate d’éthyle (93/7 :

V/IV). Aprés un séchage sous hotte ventilée, la révélation a été faite a I'aide de I'ammoniac

NH3 sous UV a 365nm [5].

E
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1.2.10.Les anthocyanes :

Mettre 1g de poudre dans 10 mL d’eau distiliée, porter au bain-marie bouillant pendant 15
min.

Filtrer, puis tester le filtrat avec quelques gouttes d’acide chlorhydrique HCI puis I'ajout
d’hydroxyde d’ammonium NHsOH concentrée va entrainer un changement de couleur de
I'extrait initial indiquant la présence des anthocyanes [2].

|.3.Controle d’'une drogue végétale :

|.3.1.Détermination de la matiére séche et le taux d’humidité [°] :

Les plantes sont riche en eau donc c’est éventuelle de savoir la teneur en eau de la plante
aprés séchage. A partr d’une masse de matiere végétale séche (m) mtroduite dans un
creuset taré et préalablement pesée (m') puis séchée dans Iétuve a 105C° jusqu’a ce que la
masse devienne constante ou pendant 24 h tous court, puis peser le creuset a nouveau (M)

- De préférence on utilise une balance a 4 chiffres pour chaque mesure

- le MS% : le pourcentage de matiere seche est calculé en suivant cette équation ;

[ MS% =100x (M-m') /m ]

-le H% : taux d’humidité soit aussi calculé comme suit ;

[ H% = 100% - MS% ]

1.3.2. Détermination de teneur en cendres :
1.3.2.1.Teneur en cendres totales [] :
A\. Principe :

Il s’agit d’évaluer la quantité des résidus de la calcnation totale de la drogue. La
pharmacopée européenne a décrit que la teneur en cendre doit atteindre au maximum 14 %

au terme de norme.
B. Technique :

Dans ce test on désire garder que la partie inorganique de I’échantillon et bruler la totalit¢

des matieres organiques.
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- On introduit 2 g de notre poudre végétale dans un creuset en céramique préalablement

taré.

- Soumis I'échantillon dans le four & moufle & 600 °C et la laisser se calciner pendant 24h a

fin de bruler la totalité des matieres organiques
- Laisser refroidir dans un dessiccateur et on pese a nouveau

C. Calcul :

La perte de masse témoigne sur la teneur de la drogue en matiéres inorganique qu’on en

détermine par un simple calcul :

[ T%=M;M'x100 ]

M : la masse finale (creuset + cendres totales) ;

M’ : la masse de creuset vide ;

E : la prise d’essais de la matiére (la masse introduite mitiale.

|.4 .Extraction :

1.4.1.Extraction des composés phénoliques :

L’extraction des polyphénols se fait selon le protocole classique [8]:

1.4.1.1.Extraction solide-liquide :

Elle consiste a I'obtention des extraits hydro-alcooliques par macération [9]:

On fait introduire 50g de la poudre végétale pesée précisément a I'aide d’une balance dans
un récipient, a cette quantit¢ on ajoute 300 ml d’une solution aqueuse de méthanol (eau :
méthanol ; 30:70 : V/V) puis on laisse macérer a température ambiante pendant 24 heures
avant de proceder a une filtration sous vide a travers un papier filtre.

- Récupérer le retentat et répéter la macération (24 h) deux fois de plus par 200 ml puis 100

ml de la solution hydro-alcoolique.
- Puis filtrer et garder I'extrait hydro-alcoolique a T° ambiantejusqu’a son utilisation.

- Apres on passe a I’évaporation de méthanol a laide de rotavapor (BuchiR-215) pour

commencer I'étape de I'extraction liquide-liquide.

NB : nous avons suivi le méme protocole avec les deux plantes.
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Dans une ampoule a décanter on fait extraire chaque constituant par un solvant approprie,

pour cela nous avons choisi 4 solvants organiques a polarité croissante il s’agit de ether de

pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol :

Tableau (07): les différents solvants utilisés et leurs propres composés extraits (selon

I’ordre de polarité croissant)

Solvant Densité
1er solvant Ether de  pétrole 0,645<Deau

(C14H10)
- Apolaire

2¢me  golvant  Dichlorométhane 1,337>Deau
_  (CHCL)

-Faiblement polaire

3eme  golvant | Acétate d’éthyle 0,90<Deay
i (C4Hg0O2)
-moyennement
polaire
4¢me  solvant - 1-butanol (C4H100) 0,81<Deau

-fortement polaire

Les composés extraits
- matiére grasse

- chlorophylle

- impuretés qui risquent
de compliquer I'épreuve

chromatographique

-les terpénes
-polyphénols aglycones
(flavonoides, tannins,

anthracénosides)

- Les aglycones
- Les mono-glycosides
- Les di-O-glycoside

- Le reste des di-O-
glycosides,des tri-O-
glycosides et C-
glycosides.
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*La solution aqueuse restante a la fin du partage a été utilisée comme fraction trés polaire.
Aprés I'étape d’extraction par solvant on procéde a I’évaporation de chaque solvant a fin

d’obtenir les extraits secs.

Evaporation de I’alcool L’extrait BExtraction lig-lig par
différent solvants

Aprés évaporation
obtention des extraits secs

A : les extraits sec d’A.campestris. B : les extraits secs d’O.basilicum.

Figure (24) : illustration des différentes étapes d’obtention des extraits phénoliques.

NB : Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que
les conditions dans lesquelles I'extraction est effectuée (a chaud ou a froid), affectent tous
le contenu total en phénols, flavonoides et tanins et par conséquent affecte les activités

biologiques méditées par ces métabolites [10].
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1.4.2 .Extraction des huiles essentielles :

1.4.2.1.Extraction solide-liquide :

Elle consiste a obtenir les huiles essentiells par Hydrodistillation [11].Dans un montage
d’Hydrodistillation (ballon) déja prét, 50 g de la matiére végetale (poudre) a été introduite.
Puis additionnée une quantité suffisante d’eau distillée jusqu’a deux tiers du ballon (2/3)
pour que la plante soit bien recouverte de I'cau en évitant que c¢a séche durant I’extraction.
Le montage est laissé en cours pendant 5 heures. Apres ; nous avons récupeéré la totalité du
distillat.

1.4.2.2.Extraction liquide-liquide :

Le fait que I'eau bouillit a 100°C présente I'inconvénient d’étre difficile a évaporer sans
avoir modifier les constituants donc on effectue une extraction liquide-liquide par un
solvant organique qui présente I'avantage de s’évaporer a des température assez faibles et

dissoudre mieux nos huiles essentielles.

- on verser la premiere quantit¢ du distillat dans 'ampoule a décanter (300, 300,100 mL &
chaque fois)

- pour avoir une meilleure séparation 300 mL de distillat ont été entrainés par 200ml du
solvant extracteur (CH3Cl CH2CL) en trois fois (100 mL, 50 mL, puis 50 mL).

- on agite rigoureusement en libérant le gaz de temps en temps et on laisse décanter jusqu’a

apparition des deux phases bien séparées.

- la phase organique (phase inférieure) a été récupérée par décantation dans une

Erlenmeyer.

- apres séchage par un agent dessechant comme le sulfate de sodium (Na2SOs4) pour

absorber les traces d’eau puis on filtre.
- onrépete les mémes étapes avec la deuxieme quantité de distillat.

1.4.2.3.Evaporation du solvant :

Aprés avoir effectué Dextraction par solvant et avant de procéder a I’évaporation du
solvant d'extraction. La récupération de T'huile essenticlle pure devient plus facile ; on a
éliminé le solvant aI’'aide d'un ROTAVAPOR (BUCHI R 215).

E
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Aprés l'obtention des huiles essentielles pures on doit calculer le rendement de chaque
extraction (50g de matiere végétale) pour évaluer la contenance des plantes en huile

essentielle.

Extraction par

Poudre végétale hydrodistillation

B 2 |

Evaporation du solvant Extraction lig-lig

Aprés évaporation obtention de
I’huile essentielle séche

Figure (25): illustration des différentes étapes de I'extraction des huiles extraites des deux
plantes

3
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1.4.2.3.Analyse physico-chimiques des HE

En effet, la consommation des HE comme produits de base dans divers domaines
(parfumerie, pharmacie, cosmétique,....) nécessite une veérification de leur conformité par
rapport aux normes définies par la réglementation ou les usages organiques normales.
L'évaluation de la qualité des HE est reliee a la détermination des caractéristiques
physiques (densité, indice de réfraction, pouvoir rotatoire, solubilit¢ dans lalcool,....) et
chimique (indice d'acide, d'ester,...).Nous avons déterminé les propriétés physiques suivant

la commission frangaise de normalisation [12]

A. Aspect

Les propriétés organoleptiques des HE ont été analysees par évaluation sensorielle

suivant la couleur, I'odeur et I'aspect.
B. Densité
> Définition :

La densit¢ d’un corps (solide ou liquide) est par définition le rapport qui existe entre la
masse d’un certain volume de ce corps et la masse du méme volume d’eau distillée pris

ala méme température. La densité d?020 est donnée par I'expression :

m., —m
20

_ d;, = —2 20
Avec : m, —m,

mo: la masse en gramme du pycnometre vide.
m;: la masse en gramme du pycnométre remplie d’eau distillée.
My: la masse en gramme du pycnométre remplie d’huile.

» Principe :

On opére a l'aide d’une seringue hamiltonienne de 0.5 ml au lieu du pycnometre. On
détermine la masse mo de la seringue vide. Ensuite, on la pése my aprés I'avoir rempli

d’eau distillée a 20°C soit my, puis d’HE apres séchage de la seringue soit mp.
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C. Indice de réfraction (norme NFT 75— 112)

» Définition :
L’indice de réfraction n*°p d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de I'angle
d’incidence et le sius de Tlangle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur

d’onde déterminée passant par Pair dans Ihuile essentielle maintenue a une

température constante.
» Principe :

L’indice de réfracton n°p a ét€ déterminé par la lecture directe a laide d’un

réfractometre classique.
Nous avons opéré comme suit :

Les surfaces des prismes ont été nettoyées avec du papier doux imbibé d’eau, puis
séchées sans frotter. Apres étalonnage de Iappareil, deux gouttes d’HE ont été

déposées a I'aide d’une pipette au milieu du prisme.

Une plage sombre et une plage claire séparées par une bande plus ou moins irisée sont
observées dans l'oculaire. L’intersection du réticule sur la ligne de séparation est

amenée avec le bouton de droite. Puis les irisations sont supprimées. On note alors la

valeur indiquée par ’échelle et on releve la température indiquée .

D. Pouvoir rotatoire
> Définition :

Le pouvoir rotatoire a.?%p est la propriété que possédent certains corps de faire tourner
le plan de polarisation de la lumiére, ce qui traduit la présence d'atomes asymétriques.

La valeur du pouvoir rotatoire est donnée par la relation:

Avec : Xp =

a : valeur lue sur le polarimetre en milli degré.

L : épaisseur de la cellule en dm.

C : concentration de I'essence (HE) exprimée en ¢/100 mL
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» Principe :
On a utilisé un polarimétre de marque KARL KOLB, avec une lampe de sodium, raie
jaune de longueur d’onde 589 nm, et une cellule de longueur de 1 dm remplie d’HE
dans TI’éthanol a raison de 0.2 g dans 100 mL. L’angle de rotation est Iu directement sur

Pappareil, la valeur de a.?%p est calculée a laide de la relation.

E. Détermination de pH
Le potentiel d'hydrogene (pH) mesure [lactivité chimique des ions hydrogenes (H*)
(appelés aussi couramment protons) en solution. Cette mesure a été effectuée a l'aide d'un

papier pH au lieu d'un pH-métre en raison de l'insuffisance d'huile essentielle.

1.4.3.Calcul du rendement : [13]

Le rendement est calculé suivant cette équation :

m
R% =100 X —
M

M : masse de la matiére végétale introduit initialement pour I’extraction

m : masse de I’extrait (masse du ballon contenant I'extrait — la masse du ballon vide)

1.5.Analyse chromatographique CCM :

1.5.1.Définition :

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique de séparation d’un
mélange liquide en ses constituants par entrainement physique entre deux phases: une
phase mobile liquide présente I’éluant et une autre phase fixe solide. La séparation repose
principalement sur des phénoménes d'adsorption, les substances migrent a une vitesse qui
dépend de leur nature de I’échantillon et de celle du solvant.

Les principaux éléments d'une separation chromatographique sur couche mince sont :

* la cuve chromatographique : un récipient habituellement en verre, de forme variable,
fermé par un couvercle étanche.

* la phase stationnaire : une couche d'environ 0,25 mm de gel de silice ou d'un autre
adsorbant (alumine) est fixée sur une plaque de verre a laide d'un liant comme le sulfate de

calcium hydraté (platre de Paris) I'amidon ou un polymére organique.
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e l'échantillon : environ un microlitre (uL) de solution diluée (2 a 5 %) du mélange a
analyser, déposé en un point repere situé au-dessus de la surface de l'éluant.
* la phase mobile « [I'éluant »: un solvant pur ou un mélange, il migre lentement le long de

la plaque en entrainant les composants de l'échantillon par capillarité [14].

1.5.2.Principe de la technique.

Lorsque la plague sur laquelle on a dépose l'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
phase stationnaire et d'autre part, de sa solubilit¢ dans la phase mobile.

Les composés se déplacent donc alternativement de la phase stationnaire a la phase mobile,
laction de rétention de la phase stationnaire étant principalement controlée par des
phénomenes d'adsorption. Généralement, en chromatographie sur couche mince, les
substances de faible polarité migrent plus rapidement que les composants polaires [14].
1.5.3.Applications de la CCM.

Lorsque les conditions opératoires sont connues, elle permet un contrdle aisé et rapide de
la pureté d'un composé organique. Si lanalyse, réalisée avec divers solvants et différents
adsorbants, révele la présence d'une seule substance, on peut alors considérer que cet
échantillon est probablement pur.

De plus, étant donné que la chromatographie sur couche mince indique le nombre de
composants d'un mélange, on peut l'employer pour suivre la progression d'une réaction.

La chromatographie sur couche mince est également la technique habituellement employée
pour rechercher le meilleur solvant, avant d'entreprendre une séparation par
chromatographie sur colonne.[14]

1.5.4.Développement de la plague.

Le développement consiste a faire migrer le solvant sur la plague. Dans les analyses
usuelles de laboratoire, le principal type de développement est la chromatographie
ascendante : la plague est placée en position verticale dans une cuve et le solvant qui en
recouvre le fond monte par capillarite.

Le niveau de liquide est ajusté a environ 0,5 cm du fond de la cuve; on place souvent du
papier filtre contre les parois de la cuve pour saturer plus rapidement la cuve en vapeurs
d'éluant et éviter les effets de bords pendant le développement du chromatogramme, la

cuve doit demeurer fermee et ne pas étre déplacée.
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Lorsque la position du front du solvant arrive & environ 1 cm de l'extrémité supérieure, la
plaque est retiree de la cuve, le niveau atteint par le solvant est marqué par un trait fin, puis
la plaque est séchée a lair libre ou a l'aide d'un séchoir [14].
1.5.5.Révélation.
Au cas ou les substances isolées son incolores, on doit acceéder a la révélation des taches
donc il existe plusieurs technique de révélations en fonctions de la nature des composés
isolés :
- Révélation sous lampe UV : A= 254 nm ou A= 366 nm
- Révélation a liode : beaucoup de composés organiques forment des taches jaune-marron
en présence d'iode.
- Révélation par atomisation : Cette technique utilise un atomiseur contenant le révélateur
en solution. Selon le produit a révéler, la solution peut-étre :

o Ninhydrine pour les acidesa-aminés (taches violettes qui brunissent pour

disparaitre en quelques jours)
» Acide sulfurique a50% pour a peu pres tout (taches noires).
e On utilise aussi des mélanges complexes d'oxyde de molybdéne en présence de
sulfate de cérium [14].

1.5.6.Mode opératoire :
- On a utilisé le méthanol pour préparer les échantillons (extraits phénoliques secs + huiles
essentielles)
- Pour avoir des résultats fiables on a utilis¢ des differents systémes d’élutions et deux

méthodes de révélation :

Tableau(08) : les différents systémes d’¢lutions et les méthodes de révélation

Systeme d’élution Méthode de révélation
Syst 01 : n-hexane+ dichlorométhane - révélation sous lampe UV
0 = W), a 254 nm et a 366 nm

Syst02 : Chloroforme + méthanol
(2/QQ goutte) (V/IV)

Syst 03 : Acétate d’éthyle +Ether de pétrole -révélation par systeme chimique :
SV Acide acétique.... 1 mL

Syst 04 : Chloroforme + méthanol+ eau distillé Acide sulfurique...1 mL
(5/5/QQ goutte : VIVIV) Eau distillée.........8 mL

E
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- les dépbts des échantillons ont été faits a I'aide d’une pipette pasteur sur une plaque de
silice de (7 / 2 cm) de dimension

1.6.Analyse quantitative des composés phénoliques :

Afin de déterminer la concentration des différents composés phénoliques présents dans les
deux plantes. Un dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés a
été effectué dans les différents extraits phénoliques des deux espeéces.

1.6.1.Préparation des échantillons :

Avant de passer au dosage on doit préparer des solutions meres a partir des extraits secs
obtenus précédemment pour pourvoir faire des dilutions par la suite si y en a besoin.

Pour cela; on a utilisé le méthanol comme solvant et on a préparé des solutions de V=5
mL a concentration de 1 mg/mL.

1.6.2.Dosage des polyphénols totaux :
A\. Principe :

La concentration des polyphénols a été déterminée par spectrophotométrie selon la
méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu [15] , ce reactif de couleur
jaune est un mélange de Tlacide phosphotungstique (H3PW12040) et de Iacide
phosphomolybdique (H3PMo012040). Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le
réactif Folin-Ciocalteu en un complexe ayant une couleur bleue constituée d’oxyde de
tungsténe et de molybdéne. L’intensit¢ de la couleur est proportionnelle aux taux des
composés phénoliques oxydés [16].

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Skerget et al [17], en y apportant quelques
modifications. Brievement, dans des tubes a hémolyse en verre, un volume de 200 pL de
chaque extrait a été ajouté, avec un mélange de 1 mL de réactif Folin-Ciocalteu dilué 10
fois, aprés 5 minutes d’incubation ,800 pL d’une solution de carbonate de sodium a 7,5 %
a eté ajouté au mélange précédent. Les tubes sont agités et conservés pendant 5 minutes a
50 °C. Le test est répété 3 fois.

La lecture de I'absorbance a été effectuée a une longueur d’onde de 765 nm a l'aide d’un
spectrophotométre (SHIMADZU 2600 UV) et contre un blanc qui ne contient que le
milieu réactionnel (sans I’échantillon).Les concentrations en polyphénols sont exprimées
en mg équivalent d’acide gallique par gramme de matiere séche (mg EAG /g de MS) en se

référant a une courbe d’étalonnage préalablement préparée avec I'acide gallique (Annexe).

E
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B. Mode opératoire :

L’organigramme suivant, englobe les principales étapes du dosage des polyphénols suivis

lors de cette étude

200 pL de I’extrait phénolique + 1000 uL de réactif de Folin-ciocalteu (10 fois)

il

Agitation puis laissé reposer 5 min

1l

Ajouter 800 puL de (Na) CO32a 7.5 % + Laisser reposer 120 min

1l

Mesure de I’absorbance a 765 nm

Figure (26) : Protocole de dosage des polyphénols totaux

1.6.3.Dosage des flavonoides totaux :
A\ Principe :

La concentration des flavonoides totaux a été déterminée par spectrophotométrie selon la
méthode colorimétrique utilisant le trichlorure d’aluminium AICk[18].Cette méthode
basée sur la formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure d’aluminium et les

atomes d’oxygene présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides [19].

Le protocole utilisé est celui décrit par Ayoola.G. et Odugbemi T. O [20]; dans des tubes
a hémolyse en verre, un volume de 1mL d'une solution éthanolique de AICkL (2%) est
rajoutt a 1mL de lextrait de la plante (solution aqueux), incuber 30 minutes a une

température ambiante. Le test est répété 3 fois.

On observe un changement de couleur en jaune dont I'intensit¢ dépend a la teneur en
flavonoides. La concentration sera déterminée en fonction de Iabsorbance mesurée a 430

nm a l'aide d’un spectrophotometre (SHIMADZU 2600 UV) et contre un blanc qui ne

contient que le milieu réactionnel (sans I'échantillon).

E
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Les teneurs en flavonoides sont exprimées en mg d’équivalent de quercétine par gramme
de matiere séche (mg EQ/g MS); en se référant a une courbe d’étalonnage préalablement

préparée avec le quercétine (Annexe).

B. Mode opératoire :
L’organigramme suivant, regroupe les principales étapes du dosage des flavonoides totaux

suivis lors de cette étude :

1000 pL de Pextrait phénolique +1000 uL d’AICI3 (2%) préparé a I'instant

Agitation (passer au vortex) puis laissé reposer 10 min

Mesure de I'absorbance a 430nm

Figure (27) : Protocole de dosage des flavonoides totaux

1.6.4.Dosage des tanins condensés :
A\. Principe :

La teneur des tanins condensés a été déterminée par spectrophotométrie selon la méthode
colorimétrique utilisant la méthode a la vanilline avec I'HCL Cette méthode dépend de la
réaction de la vanilline avec les tanins et la formation de complexes rouges [21] [22], cela
s’explique par la propriét¢ des tanins a se transformer en anthocyanidols de couleur rouge

par réaction avec la vanilline [23].

E
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Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Julkunen-Titto, 1985 [24].

Dans des tubes a hémolyse en verre un volume de 50 pL de chaque extrait a été ajouté a
1500 pL de la solution vanilline/méthanol & 4 %, puis mélangé vigoureusement. Ensuite,
un volume de 750 pL de l'acide chlorhydrique concentré (HCI) a ét¢ additionné. Le
mélange obtenu est laissé réagir a température ambiante pendant 20 min. Le test est répété
3fois.

On observe un changement de couleur en rouge dont I'intensit¢ dépend a la teneur en
tanins. La concentration sera déterminée en fonction de I'absorbance mesurée a 550 nm a
I'aide d’un spectrophotométre (SHIMADZU 2600 UV) et contre un blanc qui ne contient

que le milieu réactionnel (sans I'échantillon).

Les teneurs en tanins sont exprimées en mg équivalent d’acide tannique par gramme de
matiere seche (mg EAT/g MS); en se¢ référant a une courbe d’étalonnage préalablement

préparée avec l'acide tannique (Annexe).

B. Mode opératoire :

50 uL de I'extrait pheénolique +1500 uL de la solution vanilline 4%

Agitation (passer au vortex) +750 uL de HCI

Agitation (passer au vortex) puis laissé reposer 20min

Mesure de ’absorbance a 550 nm

Figure (28) : Protocole de dosage des tanins condenses.

E
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Partie Il : Evaluation des activités biologiques
I1.1. Activité antioxydante :

Les antioxydants peuvent étre définis en tant que composés qui empéchent ou retardent
l'oxydation des substances biologiques en empéchant le déclenchement ou la propagation
des réactions en chaine d'oxydation. Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux
libres et les rendent ainsi inoffensifs [25].

Les manipulations ont été effectuées au sein de laboratoire de phytochimie du centre de
recherche CRSTRA-Biskra.

11.1.1.Méthode du DPPH

La méthode de réduction du DPPH a été utilisée pour évaluer Iactivité antioxydante des

extraits des deux plantes.

A. Principe :

Le 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre, stable et centré par l'azote
qui porte un électron impair. Il est de couleur violette foncée. En présence d’antioxydants,
il réagit avec eux par lintermédiaire de deux mécanismes differents : une abstraction
directe de l'hydrogéne des groupes d'hydroxyles ou un processus de transfert d'électron,
pour former un produit final stable qui est le diphenyl-b-picrylhydrazine coloré en jaune et

qui donne une absorption forte & 517 nm [26].

B. Mode opératoire :

Le test du pouvoir antiradicalaire est réalisé selon la méthode décrite par MOLYNEUX.P
[27] avec quelques modifications.

1 mL de différentes dilutions des extraits a été mélangé avec 250 pL de la solution de

méthanol de DPPH, [28] dans des tubes a essai secs. Apres 30 min d'incubation a une
température ambiante et a I'obscurité¢, I'absorbance a ét¢ mesurée a 517nm a laide de
spectrophotométre UV-Visible.
- Le controle négatif est composé de 1 mL d’éthanol et de 250 pL de la solution de DPPH".
- Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard (acide
ascorbique), I'absorbance de I'acide ascorbique est mesurée dans les mémes conditions que
celle de I'extrait.

E



Chapitre 3 : Matériels et Méthodes

Le test est répété 3 fois. L'activité anti radicalaire est exprimée par le pouvoir de réduction

de la solution de méthanol de DPPHe qui est déterminé par Iapplication de la formule

suivante :

Pl = (AC — AE) / AC.100

PI: pouvoir de la réduction en %.

AE: absorbance de la solution de DPPH* en présence d’extrait.

AC: absorbance de la solution de DPPH* en absence d’extrait.

L’IC50: 1l correspond a la concentration efficace d'antioxydant nécessaire pour faire

disparaitre 50% de DPPH initial. Plus cette valeur est faible, plus le composé est un

antioxydant fort [29].

1 mL d’extrait de différentes dilutions + 250 pL de la solution de
méthanol de DPPH (0,2 M)

Agitation puis Laisser reposer 30 min a une température
ambiante et a I'obscurité

Lecture a 517nm par un spectrophotometre UV-Visible (UV-
2600, Shimadzu).

Figure (29) : protocole de l'activité anti oxydante des extraits

E




Chapitre 3 : Matériels et Méthodes

11.2.Activité antimicrobienne :

11.2.1.Souches bactériennes pathogenes :

Pour évaluer Tactivit¢ antibactérienne des extraits et des huiles nous avons testé 10
souches bactériennes pathogénes pour I'’homme. La plupart entre elles sont impliquées
dans les intoxications alimentaires et d’autres sont d’mtérét clinique.

Le choix s’est porté sur ces dernieres souches car la plupart entre elles appartiennent au
groupe « ESKAPE » (acronyme de : Enterococcus faeccalis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella  pneumoniae, Acinetobacterbaumannii, Pseudomonas aeruginosa et
Enterobacter) qui regroupe les différentes bactéries ayant une grande capacité a
développer de nouwelles résistances (phénomeéne de Iantibiorésistance) contre des
antibiotiques couramment utilisés (les premieres causes d’infections nosocomiales).

Les souches nous ont été fournies par Mr. F Abdelhamid, chercheur et chef de laboratoire
de microbiologie au centre de recherche CRSTRA-Biskra.

PS : toutes les souches utilisées appartiennent au groupe 2 de sécurité comprenant les
agents biologiques pathogenes pour 'homme et dont leur propagation est peu probable ; il
existe généralement une prophylaxie ou un traitement efficaces et elles sont facilement
curables ;

En outre, i faut garder a lesprit que toutes souches sont des souches de références
sauvages (ATCC) et elles n’ont aucune résistance acquise contre des antibiotiques.

Tableau(09) : Les souches bactériennes testées

Souche Groupe Référence

Escherichia coli Gram - ATCC25922
Listeria monocytogenes Gram + ATCC35152
Bacillus Cereus Gram + ATCC14579
Pseudomonas aeruginosa Gram - ATCC27853
Staphylococcus aureus Gram + ATCC25923
Klebsiela oxytoca Gram - ATCC13182
Klebsiela pneumonia Gram - ATCC14352
Salmonella sp Gram - ATCC14028
Enterococcus faecalis Gram + ATCC10541
Vibrio cholerae Gram - ATCC33090
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11.2.2.Evaluation de P’activité antibactérienne

L’activit¢ antimicrobienne est une méthode qui vise a déterminer I'effet antagoniste et
inhibiteur des biomolécules (ou autres composés) dites antagonistes sur la croissance des
microorganismes dits cibles. Cette méthode inspirée de [Pantibiogramme consiste a
imprégner des disques de papier Whatman déposés sur la surface d’une gélose appropriée
(déja ensemencée par l'agent microbien) par une solution de lantagoniste a tester, (dans
notre cas se sont des extraits et des huiles), la méthode est appelé « méthode de diffusion
par disques » Les disques peuvent étre remplaceés par des puits creusés au niveau de la
gélose et remplis de la solution a tester « méthode de diffusion en puits ». L’activité
antimicrobienne est ensuite évaluée par la mesure du diameétre des zones d’inhibition

autour des disques ou des puits.

11.2.3.Le protocole expérimental :

11.2.3.1. Revivification, repiquage et confirmation des souches

Les souches utilisées sont conservées dans des tubes de conservation contenant un
cryoprotecteur (glycérol (Sigma-Aldrich) a 20%). Avant de les utiliser elles doivent étre
revivifites sur un milieu liquide (aussi pour éviter les mutations qui peuvent étre
provoquées par les repiquages directs et successifs sur milieux solides) qui est le bouillon
nutritif (Biokar Diagnostics, REF BK 003HA) puis repiquer sur milieu solide (Gélose
nutritive (Biokar Diagnostics, REF BK 185HA) ou autre milieu approprié). Apres
incubation, la pureté de chaque souche a été érifiée.

Aprés la purification nous avons procédé a une ré-identification biochimique en utilisant

des galeries API (Biomérieux. France) (annexe).

11.2.3.2.Préparation et stérilisation des extraits phénoliques et des HE

A. Les extraits

Apres les avoir séché par un rota-vapeur (Buchi 1-250), les extraits ont été reconstitués
dans le DMSO a 5% (V/V) (Sigma-Aldrich), un solvant organique neutre dans lequel la
majorité des extraits peuvent étre solubles, il est dépourvu d’activité antimicrobienne a la
concentration utilisée.

Les concentrations de chaque extrait sont les suivantes :

E
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Tableau (10) : Les concentrations des extraits phenoliques.

Extraits Dichlorométhane | Acétate | n- Dichlorométhane | Acétate | 1-
(A) d’éthyle | butanol | (B) d’éthyle | butanol
(A) (A) (B) (B)
C 1,33 1,71 5,38 0,79 0,34 4,21
(mg/mL)
A : les extraits sec d’A.campestris / B :les extraits secs d’O.basilicum

Connus pour leur thermolabilité, les extraits végétaux doivent étre stérilisés par une
méthode physique non thermique et non dénaturante, c’est la raison pour laquelle nous
avons fait appel a la méthode de microfiltration par filtres seringue de 0.22 um (Merck
Millipore). Cette méthode permet de se débarrasser de tout contaminant microbien
éventuel pouvant étre présent.

B. les huiles essentielles :
Les mémes étapes ont été suivies a 'exception de I'étape de reconstitution dans le DMSO.
Pour les rendre diffusibles sur le milieu, les huiles ont eté mélangées avec quelques gouttes

de Tween 40 (Sigma-Aldrich) avant I'étape de stérilisation par micro filtres.

Figure (30) : Stérilisation par micro filtres.

11.2.3.4 .Préparation de milieu de culture

Pour le test d’activité antibactérienne, la gélose Mueller Hinton (Biokar Diagnostics, REF
048HA) a éte utilisee. Cette derniere est deshydratée et préparée en dissolvant 38g de la
poudre dans 1000ml d’eau distillée. On chauffe sur une plaque chauffante agitatrice. Puis
on ajuste le pH, la gélose dissolue est versée dans des flacons puis autoclavée a 121 °C / 15

minutes. Les flacons sont conservés a température ambiante jusqu’a I'utilisation.
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Avant de commencer le test on fait fondre le milieu dans un four microonde puis a I’état de
surfusion on coule le milieu dans des boites de Pétri et on attend la solidification

Figure(31) : coulage des boites

11.2.3.5.Préparation des disques :

Des disques de papier Whatman Ne03 de 6 mm de diametre ont été préparés a 'aide d’un
perforateur de papier, puis stérilisés pendant 15 minutes a 121 °C.

11.2.3.6.Préparation des suspensions bactériennes

Des suspensions bactériennes dans I’eau physiologique ont été préparées en ensemencant
le milieu (5 mL) par une colonie bien isolée, puis on ajuste la concentration de chaque

suspension a 0.5 Mcarland ou 108 UFC.

Figure(32) : préparation des suspensions.

11.2.3.7.La Méthode de diffusion par disques sur gélose

A. L’ensemencement

Un écouvillon stérile immergé dans la suspension bactérienne essuyé sur les parois de tube
est utilisé pour ensemencer (par des stries trés serrés) la totalité de la surface de la gélose
MH, L’opération se fait 3 fois en tournant la boite de Pétri d’un angle de 90° a chaque fois.
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Figure(33) :L’ensemencement des bactéries sur gélose MH.

B. Application des disques
En attendant quelques minutes pour permettre aux suspensions de se diffuser et a la gélose
d’étre séche et a l'aide d’une pince flambée on dépose les disques sur la surface de la
gélose a des points équidistants. Dans le cas des extraits, chaque boite contient 3 disques
imprégnés par les différents extraits de la méme plante, un disque imprégné d’une solution
de DMSO a 5%qui est considéré comme témoin négatif, et un autre disque d’un
antibiotique (Gentamicine ; un antibiotique avec un large spectre d’activité) est déposé au
centre de chaque boite de Pétri et considéré comme témoin positif.
Dans le cas des huiles, chaque boite contient en plus des disques des témoins (positif et
negatif), deux disques imprégnés par les deux huiles.
Les boites laissées pendant 20 minutes & température ambiante pour une bonne diffusion
des extraits phénoliques et des huiles puis fermées en utilisant le para film et incubées a
37° C /24h. Le test a été effectué en triplicata.

Figure(34) : illustration de I’étape d’application des disques.

C. Lecture et interprétation des résultats
Les résultats sont exprimés par la mesure du diametre des zones d’inhibitions, en mm.

Les diamétres sont mesurés a I'aide d’un pied a coulisse.
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11.3.Analyse statistique :

Tous les tests ont été effectués en triple. Les moyennes et les écart-type sont calculés avec
Excel de Microsoft Office 2013.

Les résultats de dosage des composé phénoliques et les celles des activités biologiques ont
faits I'objet d’une analyse de variance (ANOVA) avec une comparaison par paire SNK a

'aide de logiciel XLSTAT 2009.
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I. Résultats de I’étude phytochimique

I.1. Criblage phytochimique :

Le criblage phytochimique présente une étape d’analyse préliminaire importante qui nous
permet d’évaluer la composition chimique des plantes épuisées d’eau distillée, acide
sulfurique et d’éthanol selon les protocoles décrit par Bekro (2007) [1]. Le Tableau (11)

regroupe les résultats du criblage phytochimique :

Tableau (11) : Les résultats du criblage phytochimique.

Plantes O.basilicum L. A.campestris L.

Huiles essentielles +H+ I
Tanins catéchiques + 4+
Tanins galliques + +
Saponines - ++
Amidon - -
Sucres réducteurs ++ +
Flavonoides ++ ++

Type de flavonoides :

Flavones + -

flavanones - -

flavonols, flavanols - +
alcaloides ++ ++
Terpénes +++ +
Stérols non saturés + 4+
Les coumarines - ++
Antracyanes ++ +++

(-) test négatif, (+) test faiblement positif, (++) test positif, (+++) test fortement positif.
I.1.1.Les huiles essentielles :

Les plantes étudiées (Ocimum basilicum et Artemisia campestris) font partie des plantes
aromatiques qui sont caracterisées par leurs teneurs élevées en huiles essentielles d’ou

vient leur nom « aromatique » - Aroma = odeur, parfum — [2].
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- le test effectué sur les deux plantes a montré 1’existence des huiles essenticlles dans les
feuilles des plantes en question avec une légere différence entre les deux en termes de

quantité des huiles Figure (35).

A : le distillat de /’A.campestris ; teneur : +++

B : le distillat de /’O.basilicum ; teneur : ++

Figure(35) : photo du test de présence des HE pour les deux plantes (1’apparition d’une
couche huileuse surnageant le distillat)

1.1.2. Les tanins :

Les tanins sont des polyphénols que 1’on trouve dans de nombreux végétaux au niveau de
leurs écorces, feuilles, et fruits qui se répartissent en deux grands types [3].

- tanins condensés ou catéchiques ;

- tanins saponifiables ou gallique ;
Le criblage a révélé des résultats positifs pour les deux plantes en quéte, il semble que
[’A.campestris. est plus riche en tanins que [’O.basilicum.
- la couleur verte foncée des extraits des plantes rend difficile la différenciation de

I’intensité des autres couleurs.
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A : Apres I’ajout de FeCl3. B : Aprés I’ajout du réctif de Stiasny.

Figure (36) : test de révelation des tanins galliques et condensés sur les deux plantes

choisies par le réactif de Stiasny.

1.1.3. Les saponosides/ saponines :

Les saponines sont des composés organiques qui forment un groupe de métabolites
secondaires abondement trouvés dans les feuilles de certaines plantes.

- le nom saponines vient de leur pouvoir de former une mousse en présence d’eau donc
I’intensité de la mousse formée donne une idée sur la richesse de la plante en saponines.

Ce test a donné un résultat positif avec I'A.campestris en donnant une mousse constante

contrairement a I'O.basilicum dont la mousse se disparait au bout de quelques instants.

A : A. campestris. B : O. basilicum.

Figure (37) : mise en évidence de la présence des saponines
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1.1.4. Révélation de I’amidon :

Le protocole adopté pour ce but est le test au diiode qui donne une coloration bleu-violacée

en présence de I’amidon ce qui n’est pas le cas pour les deux plantes sujet d’étude.
1.1.5. Révélation des sucres réducteurs :

Nous avons opté pour le test de la réduction de liqueur de Fehling qui donne aprés
chauffage un précipité de couleur rouge brique en présence des sucres reducteurs :

Le test s’est montré positif pour les deux plantes.

Figure (38) : test de révélation des sucres réducteurs pour les deux plantes.

1.1.6. Les flavonoides :

Les flavonoides sont des polyphénols considérés comme des pigments quasiment

universels des végétaux ils sont présents au niveau des feuilles, mais ils existent en faible

quantité dans les tiges et les racines [4].

- le criblage a révélé la présence de flavonoides dans les deux plantes étudiées.

Figure (39) : I'extrait des deux plantes dans I'HCI avant I’ajout des réactifs (Témoin) pour
le test des flavonoides
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A : Apres l'ajout de NH,OH.
B : Aprés l'ajout de l'alcool chlorhydrique et isoamylique pour révéler le type de flavonoides
Figure (40) : mise en évidence de présence des flavonoides indiquant le type abondant.

1.1.7. Les alcaloides :

Dans cette partie du travail nous avons suivis deux méthodes :

- Méthodel : apres 1’ajout des réactifs de BOUCHARDAT et DRAGENDORF sur un

extrait aqueux ou nous avons obtenu un résultat positif ; avec les deux

A : avec le réactif de DRAGENDORF B : avec le réactif de BOUCHARDAT

Figure (41) : test des alcaloides par le réactif de DRAGENDORF (gauche) et de
BOUCHARDAT (droite) sur un extrait aqueux
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- Méthode? : résultat positif aprés 1’ajout des réactifs de MAYER , de BOUCHARDAT et
DRAGENDORF sur un extrait de H2S04a10%.

o 1siwoY
L st o

A : Résultats d’A.campestris. B : Résultats d°O.basilicum.
Figure(42) : test des alcaloides par le réactif de MAYER, de BOUCHARDAT et
DRAGENDOREF sur un extrait d’acide sulfurique.

1.1.8. Les terpénes et stérols non saturés :

Le test a révélé la présence des terpenes et sterols non saturés :

. LI

A

Figure(43) : Révelation des terpénes et stérols non saturés pour les deux plantes.
1- La photo A présente une coloration verte foncée indiquant I’abondance des
terpénes dans 1’espéce O.basilicum.
2- La photo B présente une coloration rougeatre indiquant 1’abondance des stérols

non saturés dans 1’espéce A.campestris.

1.1.9. Les coumarines :

Contrairement a O.basilicum. (qui s’est montrée pauvre en coumarines), 1a révélation de la
plaque CCM sous I’UV (A= 366 nm) révele la présence des coumarines dans 1’espece

A.campestris A. en donnant une fluorescence bleu vive.
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Figure(44) : chromatogramme de détection des coumarines pour les deux plantes.

1.1.10. Les antracyanes :

On observe un changement de couleur de I’extrait indiquant la présence des antracyanes
dans les deux plantes suite a 1’ajout des réactifs appropriés.

Conclusion :

Les deux plantes ont donné des résultats positifs pour la majorité des tests effectués ce qui
nous permet de conclure qu’elles sont riches en métabolites secondaires et présentent une

diversité de composés avantageux.
1.2.Controéle de la qualité de la drogue végétale :
|.2.1.Détermination de la matiére séche et le taux d’humidité :

- le taux d’humidité et matiere s€che pour chaque espéce

Tableau (12) : le taux d’humidité et matiére séche

O.basilicum A.campestris

92.92% 91.71%
7.08% 8.29%

O.basilicum L. A.campestris L.

8,200
7.08% ‘

=MS% =H% = MS% =H%

Figure(45) : Taux d’humidité et matiere seche dans la poudre végétale des deux plantes
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- les teneurs en eau dans les poudres végétales issues des deux plantes étudiees sont
inférieures a 10% (7% - 8%) ce qui leurs conférent une bonne conservation a long terme
selon la norme décrite par la pharmacopée européenne [5].

1.2.2.Les cendres :

<~ Teneur en cendres totales :

La teneur en cendres pour chaque plante :

Tableau (13) : teneur en cendres totale

O.Basilicum A.campestris
T% 14.35% 8.41 %
O.basilicum L. A.campestris L.
8,41%
14,35%

85,65%
NS N

= Matiére organique teneur en cendre = Matiére organique teneur en cendre

91,59%

Figure(46) : teneur en cendres dans la poudre végétale.
- le pourcentage de la matiére minérale d’A.campestris est de 8,41% qui reste inférieur a
14% donc n’ayant pas dépassée les normes fixées dans la pharmacopée européenne.
Cependant, I’espéce O.basilicum présente un pourcentage de 14,35% qui est légérement
supérieur a 14% mais elle reste conforme a la norme, et cette 1égére augmentation est due a

la richesse de la plante en composés inorganiques.
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I.3.Extraits et leurs caracteéristiques :

1.3.1.Extraction des composés phénolique :

Macérer 50g de poudre dans (méthanol-eau distillée) (70 :30 ; V : V) pour
24h

- e : Le filtrat (vert
Résidus <: Filtration sous vide 'J|> foncég

A Evaporation & T<50°C \;J

Jeter
1

Résidus
aqueux

Extraction lig-liq

Décantation (x4)

(e 1
i [ Ether de pétrole ‘—/

< @ <:"]|, chhloromethane

@ <:II]II Acetate d’éthyle 9
<:'"' n-butanol b
o

Résidus
¥ / agueux
Evaporation a @ . Ej .
T<50°C - ~ /

Extraits phénoliques

Figure (47) : les étapes suivis pour I’obtention des extraits phénoliques des deux plantes
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1.3.2.Extraction des huiles essentielles :

50g de la poudre végétale + 500ml d’eau
distillée

—_ =

Hydrodistillation (pendant 5 heures)

_ =

Le distillat obtenu (700 ml) soumis a une
extraction lig-liq (décantation)

Phase Phase
aqueuse organique
. Séchage
A jeter
J par NaSO4
Filtration
simple
@ Evaporation
du solvant

Huile \'_)
essentielle

Figure (48) : les étapes suivis pour 1’obtention des huiles essentielles des deux plantes.
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1.3.3.Caractéristique et rendement des extraits obtenus :

Tableau (14) : Caractéristique et rendement des extraits obtenus

Plante

caracteristiques

HE

Ext
E.Pet
Ext
Dich
Ext
Acet
EXT
n-But

¢ D’apres les résultats obtenus ; on constate que les deux plantes sont riches en huiles
essentielles. Le rendement en huiles essentielles est lie au plusieurs parametres,
I’environnement, le génotype, I’origine géographique, 1'age de la plante, la période de
récolte, le séchage, le lieu de séchage, le procédé d'extraction utilisé, la température, la

durée de séchage, les parasites, les virus, les traitements phytosanitaires et les stress

R% (100g MV)
Organoleptique :

- aspect

- couleur

- saveur

- odeur
Physique :
- densité
- indice de réfraction
- pouvoir rotatoire
R%

Aspect, couleur :
R%
Aspect, couleur :
R%
Aspect, couleur :

R%

Aspect, couleur :

hydriques [3] [6].

O.basilicum

2,4%

Liquide
Jaune pale
Epicée

Douce

0,95
1,477
-0.46°
2,16%

Solide, vert

6,06%

Pateux, collant, vert
foncé

7,34%

Solide, miel

10,06

Forme cristaux, brun

A.campestris

1,8%

Liquide
Jaune vif
Piquante

Forte

0,85
1,438
-1°a+2°
1,5%

Solide, vert clair

3,6%

Pateux, collant, vert brun

11,84%

Solide, marron

24,56%

Cristaux, brun foncé
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La teneur en I’huile essentielle de basilic est égale a 2,47%, cette valeur est proche de
celles obtenues par MAIDI.L(2014) [7] et Khelifa et al (2012) [8] qui ont obtenu un
rendement de 2,047% et 1,98 %, a partir des especes collectées de la région de Laghouat
et de Khemis Miliana respectivement. En Turquie, Ozcan et Chalchat (2002) [9], ont
obtenu un rendement égal a 1,25%. Cependant, Ismail (2006) [10] a obtenu un rendement
de 1,7% avec des plantes de basilic collectées dans une région de I’Egypte. Le rendement
des huiles essentielles des plantes de basilic collectées par Ngom et al (2014) [11] au

Sénégal était égal a 1,24%.

Les résultats de MAIDI.L(2014) [7] et KHELIFA et al (2012) [8] sont proches aux notres
ce qui nous permet de dire que les facteurs (surtout situation géographique) ont influencé
les résultats (rendements tres proches).

Concernant A. campestris A., notre rendement (1.8%) est relativement supérieur a ceux
obtenus avec d’autres plantes issues des autres pays a savoir la Tunisie (0.65%) [12], la
France (0,3 4 0,7%) [13], la Serbie —Yougoslavie (0,2) [14], et I’Algerie (0,1) [15].

¢ Pour les extraits phénoliques, on trouve que ’extrait butanolique a donné le rendement
le plus élevé, 10,6% et 24,56% pour O.basilicum L. et A.campestris A. respectivement
suivi de P’extrait acétate d’éthyle (7,34% et 11,84%). Par contre, le rendement le plus
faible a été obtenu avec I’extrait d’éther du pétrole ; 2,16% et 1,5% pour O.basilicum
L. et A.campestris A. respectivement. Ce solvant n’est utilisé que pour dégraisser la
drogue végétale et se débarrasser des impuretés qui peuvent falsifier les résultats des

analyses effectuées.

|.4.Chromatographie sur couche mince :

Pour la caractérisation de nos extraits d’O.basilicum et d’A.camestris une chromatographie
sur couche mince a été réalisée sur des plaques de gel de silice en utilisant comme phase

mobile quatre systemes d’élution de polarité différente.

- I’analyse chromatographique des différents extraits (HE + Extraits phénoliques) des deux
plantes a révélé la variété des composants de ces derniers ce qui valide les résultats du

criblage phytochimique obtenu précédemment.

Apres developpement par différents systémes d’¢lution et révelation (Tableau (8)) des
plaques, on a obtenu les chromatogrammes suivants Tableaux (15), (16), (17) pour les HE

et extraits phénoliques :
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Tableau (15) : Les chromatogrammes des huiles essentielles des deux plantes.

Eluant Syst01 Syst02

évélation uv Acides uv Acides

Extraits

HE-A

=

————

4
-

HE-B

\ 9"
|

- Les chromatogrammes obtenus montrent de taches bien distinctes de différents facteurs
de rétention, on constate que les deux huiles présentent une variété de composants
terpéniques. Cette différence dans la composition des deux plantes est bien claire au niveau

des chromatogrammes obtenus a 1’égard de cette étude.

- Selon Saliou NGOM et al (2012) [11], I’huile essentiel de O.basilicum présente une
multitude de composants (monoterpenes, alcools, hydrocarbures, oxydes), selon Khelipha
et al (2012) [8], elle est constituée majoritairement de Linalool (32.83%), linalylacetate
(16%), elemol (7.44%), geranylacetate (6.18%), myrcene (6.12%), allo-ocimene (5.02%),
a-terpineol (4.9%), (E)-B-ocimene (3.68%) et nerylacetate (3.45%).

-TOUIL Souhila et BENREBIHA Fatima Zohra [16] ont trouvé que 1’huile essentielle
de I'A.campestris est caractérisée par la présence de B-pinéne (20,75 %) et du limonéne

(10,46%) et du y-terpinene (10,18 %) comme principaux constituants chimiques.
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Tableau (16) : les chromatogrammes des extraits phénoliques d’A.campesris L.

Syst03

Acides

uv

Ty ‘\————v.._~.“-‘. >,

-

Syst02

Acides

uv

Syst01l

Acides

uv

Eluant

évélation

Extral

Ext E.pet

Ex dich

Ext acet

Ex n-but
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les chromatogrammes des extraits phénoliques d” O.basilicum L.

Tableau(17) :

ng-u xq

1998 )X

1P Xq

pad-xg

SPOY

Al

SPOY

Al

SPRY

Al

SHeNXY
UONERAY

01548

10V848

102848

juen|q
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- aucun systéme entre les systémes utilisé n’a pu donner un chromatogramme interprétable
pour 1’extrait n-but, pour cela on a passé a un autre systeme plus polaire pour pouvoir
révéler la composition de cet extrait qui a donné les résultats du Tableau (18)

Tableau(18) : résultats de I’extrait n-butanol des deux plantes.

plante O.basilicum A.campestris

Révélation uv Acides uv Acides
Ext n-but ; -

Pendant I’analyse CCM, plusieurs systéemes de solvants ont été utilisés sur les
extraits bruts obtenus lors de I’extraction liquide-liquide des composés phénoliques, en
utilisant des plaques analytiques recouvertes de gel de silice. Chaque extrait avec un
systeme spécifique a une bonne séparation et une visibilité acceptable des spots, comme il
est indiqué sur les chromatogrammes obtenus.

Les spots sont visualisés sous lampe UV puis dans un mélange des solvants, cette derniére
a donné des fluorescences plus claires et distinctes.

Comme il existe une relation entre la fluorescence et la nature ainsi que les

substitutions du composé phénoliques.
Le solvant éther de pétrole est généralement utilisé pour dégraisser la drogue. A I’ceil nu,
les taches apparaissent en verts correspondent aux chlorophylles et les taches mauve sont
les stérols. Les deux extraits dichlorométhane et I’acétate d'éthyle présentent une bonne
migration. Les taches sont bien distinctes avec un facteur de rétention qui differe d'une
tache a l'autre, tout ca montre une richesse considérable des extraits analysés en substances
flavonoiques.

Pour I'extrait butanolique qui retient les composés les plus polaires, on remarque
I'apparition de quelques taches de différente couleur et facture de rétention. Chaque tache

donne une fluorescence distincte correspond a un compose spécifique.
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I.5.Dosage des polyphénols :

1.5.1. dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, et
les mesures sont faites par spectrophotométre UV a A= 765 nm. Les concentrations ont été
déterminées en se référant a une courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (Annexe) puis

exprimées en mg EAG/g MS.

- les résultats du dosage sont présentés dans le Tableau (19) :

Tableau (19) Concentration des polyphénols totaux (mg EAG/gMS)
Extraits Ext dich Ext acet Ext n-but

Plantes

A.campestris 19.631+£2.012 84.863+1.622 12.681+0.781

O.basilicum 49.947+3.907 36.902+0.3 8.580+0.61

- A partir des résultats obtenus on constate que tous les extraits contiennent des
composés phénoliques tandis qu’ils donnent une coloration bleue avec le réactif de Follin-
Ciocalteu [17], le contenu phénolique total était comparativement (aux résidus secs) faible
parce que une décomposition ou perte des composes phénoliques au cours du processus de
séchage sont généralement rapportés.

- La teneur en polyphénols variait de (84.863+1.622 a 12.681+0.781 mg EAG/g) qui fait
référence aux extraits: acétate d’éthyle et n-butanol respectivement pour 1’espéce
A.campestris et de (49.97+3.907 a 8.580+0.61 mg EAG/g) qui fait référence aux extraits :

dichlorométhane et n-butanol respectivement pour [°O.basilicum.

- En lisant les résultats représentés dans le Tableau (19), on peut constater que pour
A.campestris I’extrait acétate d’éthyle est montré le plus riche en polyphénols totaux avec
une concentration de 84,86 mg EAG/g suivi de I’extrait dichlorométhane (19.631 mg

EAG/g). L’extrait butanolique est le plus pauvre en polyphénols totaux.

- Concernant /’O.basilicum 1’extrait dichlorométhane est 1’extrait le plus riche (49.97 mg
EAG/g) suivi de, I’extrait acétate d’éthyle (36.902 mgEAG/g). La concentration la plus

faible (8,5 mg EAG/g) a été enregistrée avec 1’extrait butanolique.

Le taux important en phénol totaux est enregistré dans I’extrait d’acétate d’éthyle ou

dichlorométhane, ceci pourrait étre due a la teneur élevée des plantes etudiée en composés

.
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phénoliques apolaires (comme les flavonoides aglycones et les acides phénoliques...) qui

sont extractibles par les solvants moyennement polaire que les polaires comme les tanins

qui sont extractibles par le butanol [18].

Teneur en polyphénols totaux
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Figure (49) : Teneur en polyphénols totaux pour les deux plantes et leurs
répartitions dans les différents extraits

1.5.2.Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été fait par le trichlorure d’ Aluminium AlCls qui donne une
couleur jaune comme titre positif le calcul des concentrations a été fait a partir de
I’équation d’une courbe d’étalonnage de la quercétrine [19]. (Annexe).

- le dosage a donné les résultats présentés dans le Tableau (20) :

Tableau (20) Concentration des flavonoides en (mg EQ/gMS)
Extraits Ext dich Ext acet Ext n-but

Plantes

A.campestris 1,69+0,022 3,690,867 1,05 + 0,045

O.basilicum 1,239+0,094 1,806+0,192 1,631 +0,037

- les résultats obtenus révélent que la teneur en flavonoides variait de (3,69+0,867 a
1,05 £ 0,045 mgEQ/g) pour I’extrait acétate d’éthyle et n-butanol respectivement du genre
A.campestris et de (1,806 £0,192 a 1,239+0,094 mgEQ/g) pour I’extrait acétate d’éthyle et

dichlorométhane respectivement d’O.basilicum.

90
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Teneur en flavonoides
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Figure(50) : Teneur en flavonoides totaux pour les deux plantes et leurs répartitions dans
les différents extraits

- En lisant les résultats representés dans le tableau, on peut constater que pour A.campestris
I’extrait acétate d’éthyle s’est montré le plus riche en flavonoides totaux avec une
concentration de (3,69 mgEQ/g) suivi de I’extrait dichlorométhane (1,69 mg EQ/g).

L’extrait butanolique (1,05 mgEQ/Qg) est le plus pauvre en flavonoides.

- Ainsi que pour [’O.basilicum I’extrait acétate d’éthyle est le plus riche (1,806 mg EQ/q)
suivi de I’extrait butanolique (1,631 mg EQ/g) et I’extrait dichlorométhane s’est montré le

plus pauvre avec une concentration de (1,239 mg EQ/Qg).

-Nous pouvons constater que I’extrait d’acétate d’éthyle est plus riche en flavonoides par
rapport a I’extrait butanolique et dichlorométhane, ceci est peut étre di a la nature de la
plante étudiée car elle contient plus de flavonoides apolaires (par exemple les isoflavones,
flavanones, les flavonesméthylés, et flavonols) [18].Ces taux représentent la quantité des
flavones et flavonols puisque la méthode de dosage suivie est utilisée spécifiguement pour
le dosage de ces deux classes. Ce résultat semble conforme au criblage phytochimique déja

fait qui a montré 1’abondance de ces deux types des flavonoides dans les plantes étudiées.

-
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1.5.3.Dosage des tanins condensés :

Le dosage des tanins condensés a été fait par la vanilline et acide chlorhydrique qui donne
une couleur rouge comme titre positif le calcul des concentrations a été fait a partir de

I’équation d’une courbe d’étalonnage d’acide tannique Tableau(21) :

Tableau(21) Concentration des tanins condensés en (mg EAT/gMS)
Extraits Ext dich Ext acet Ext n-but

Plantes

A.campestris 10,13+0,175 1,033 £ 0,072 0,50+ 0,0244

O.basilicum 3,5740,261 0,468+0,046 0,708+0,009

- Les résultats obtenus révelent que la teneur en tanins condensés variait de (10,130,175 a
0,50+ 0,0244 mgEAT/g) pour dichlorométhane et I’extrait n-butanol respectivement du
genre A.campestris et de (3,570,261 a 0,708+0,009 mgEAT/g) pour dichlorométhane et

I’extrait n-butanol respectivement d’O.basilicum.

Teneur en tanins
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Figure (51) : Teneur en tanins condensés pour les deux plantes et leurs répartitions dans
les différents extraits

En lisant les résultats représentés dans le tableau, on peut constater que pour A.campestris
I’extrait dichlorométhane s’est montré le plus riche en tanins condensés avec une
concentration de (10,13 mg EAT/g) suivi de I’extrait acétate d’éthyle (1.03 mg EAT/Q) et
I’extrait butanolique (0,05 mg EAT/g ) est le plus pauvre en tanins condensés.
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- Ainsi que pour /’O.basilicum D’extrait dichlorométhane est le plus riche (3.578 mg
EAT/g) suivi de I’extrait butanolique (0.708 mg EAT/g) et ’extrait acétate d’éthyle s’est
montré le plus pauvre avec une concentration de (0,468 mg EAT/Qg).

Conclusion :

- Les teneurs en polyphénols sont toujours trés faibles par rapport aux rendements des
extraits bruts figure (52), ce résultat indique que les extraits bruts obtenus par extraction
liquide-liquide contiennent des composés autres que les polyphénols comme les saponines,

les terpenes et stérols.

A.campestris L. O.basilicum L.
300 120
W extrait sec
250 ARTEMISIA 100
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M polyphenols mg S e
g 150 EAG/g = polyphenols mg
40 EAG/g
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FLAV mg EQ/g 20 mFLAV mg EQ/g
50 o M Wl
Il I . « M tanins mg
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DICH ACETA 1-BUT el e
les différents extraits les différents extraits

Figure (52) : comparaison entre les composés phénoliques et les résidus secs.
Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur en composés phénoliques. Des études ont
montré que les facteurs extrinséques (tels que les facteurs géographiques et climatiques),
les facteurs génétiques, mais également le degré de maturation de la plante et la durée de

stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphénols [20] [21].
I1. Résultats d’évaluation des activités biologiques

I1.1.Résultat de I’évaluation de I’activité antioxydante :

L’activité antioxydante des extraits issus des deux plantes est déterminée par la méthode
du piégeage des radicaux DPPH, cette méthode est généralement utilisée pour évaluer la
capacité des extraits des plantes a piéger les radicaux libres générés a partir du réactif
DPPH [22].

L’activité antioxydante évaluée pour les différents extraits ainsi que les standards

=
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(Controle positif) utilisés sont exprimées en 1Cso (concentration inhibitrice 50%) ; cette
concentration d’extrait neutralise (réduit) 50% du radical libre (DPPH), plus L’ICso est
faible plus le potentiel antioxydant de I’extrait est puissant.

Aprés 30 mn d’incubation de la solution DPPH-extrait (a différentes concentrations), la
coloration violette (2,2 diphenyl-1picrylhydrazyl) vire vers le jaune (diphenyl-
picrylhydrazine) dans les extraits, ce changement de couleur est d0 a la réduction de
DPPH, ce qui montre que les échantillons ont un effet piégeur du radical DPPH.
L’ensemble des résultats de 1’activité antioxydante des différents extraits des deux plantes
est représenté dans le tableau ci-dessous :

Tableau (22) :1Cso des différents extraits des deux plantes

Les extraits HE Dich Acet n-but Témoin
(p< (p<0.005) (p<0.005) (p< (p <0.0001)
0.0001) 0.0001)
1Cs0 (ng/ml) 1500 1714 625 1107 225
De Basilic
1Cso0 (png/ml) 1260 1450 986 1259 225
D’Artemisia

D'apres ces résultats, on apercoit que :

» Pour 1’O. basilicum tous les résultats obtenus pour les déférents extraits phénoliques
ainsi que I’HE sont largement supérieure a ceux enregistré pour 1’acide ascorbique
(225 pg/mL) ; Cependant, il convient de distinguer que l'activité antioxydante des
extraits phénoliques et d’HE est relativement faible par rapport a celle de standards.

» La fraction la plus active enregistrée est celle de I’extrait d’acétate d’éthyle avec une
Clso de I’ordre de 625 pg/mL et cela grace a sa richesse en les flavonoides et les
polyphénols figure (50) qui sont responsable de I’activité antioxydante suivie par
I’extrait de n-butanol avec une valeur de (1107 pg/mL) et en dernier, I’extrait de

dichlorométhane qui est le moins actif avec une Clso de 1’ordre de 1714 pg/ml.
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D'aprés les recherches de Jayasinghe, Gotoh, Aokiet al., (2003) [17] le principal
antioxydant retrouvé dans les feuilles de basilic est I’acide rosmarinique (la présence de
quatre groupes hydroxyles dans sa molécule).

Selon les résultats trouves, I’'HE d’O.basilicum présente une Clso de 1500 pg/ml, leur effet
est d0 principalement a la présence des groupes d’hydroxyle dans leur structure chimique

[23].

» De méme pour I’A.campestris tous les résultats obtenus pour les différents extraits
phénoliques ainsi que HE sont largement supérieure a ceux enregistrée avec ’acide
ascorbique (225 pg/mL). Alors, il convient de distinguer que l'activité antioxydante
des extraits phénoliques et d’HE est relativement faible par rapport a celle des
standards.

» La fraction la plus active est celle de ’extrait d’acétate d’éthyle avec une Clso de
I’ordre de986 pg/mL pour la méme raison que 1’O. basilicum (figure (50) ; suivie par
I’extrait de n-butanol avec une valeur de (1259ug/mL) et en dernier, I’extrait de

dichlorométhane qui est le moins actif avec une Clso de 1’ordre de1450 pg/mL.

D’aprés les résultats trouvés, L’HE d’A.campestris présente une Clso de 1500 pg/mL, son

effet est dus principalement a la présence a-pinéne, B-pinene et limonéene [24].
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Figure(53) : ICso des différents extraits des deux plantes

Selon la figure (53) on trouve que la majorité des extraits phénoliques d’O.basilicum sont
les plus actifs que ceux d’A.campestris par contre I’HE d’A.campestris (1260 pg/mL) est le
plus actif comparée a celle d’O.basilicum (1500 pg/ml) et les extraits phénoliques des deux

E
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plantes sont été plus performant que 1’huiles essentielles ce qui est prouvé par Khlifi, D.et
al. (2013), Akrout et al. (2010) [25] [26].

Des études antérieures sur la capacité antioxydante d’extraits méthanoliques des deux
plantes ont montré des différentes valeurs d’Clso. On site par exemple : Les travaux d’Ijaz
Hussain et al., (2008) [27] sur ’HE d’O .basilicum en fonction de différentes périodes de
récolte durant I’année, qui démontrent que, les HE de la période d’hiver et de printemps est
pourvue d’une plus grande activité¢ antiradicalaire comparée a celle de ’automne et de
1’été, présentant des valeurs respectives d’ICsode 4.8, 5.3, 6.0 et 6.7 ug/mL.

Ouibrahim, (2010) [28] a enregistre une Clso de 2 mg/mL avec I’HE d’O.basilicum de la
région d’El Kala, de méme Constantin et al., (2011)[29] ont trouvé une activité anti

radicalaire de 1.8 mg/ml de I’HE du basilic a Ouagadougou.

Concernent 1’A. campestris ,Boudjrouf ,.(2011) [33] a montré qu’il existe une activité
antioxydante dans les extraits de chloroforme, I’acétate d’éthyle et 1’éthanol avec une ICso
de (105.76, 100.2, 68.1 pug/mL) respectivement., de méme Akrout ,.(2011)[24] a trouve

une activité anti radicalaire de 94.5 mg/ml de I’HE d’Artemisia sud tunisien.

Cette variabilité entre les résultats des différents études est due aux impacts des facteurs
environnementaux sur la composition chimique des HE ainsi que sur leurs activités

biologiques.

11.2.Résultat de I’évaluation de I’activité antibactérienne :

L’évaluation du pouvoir antibactérien in vitro est faite par la méthode de diffusion par

disques dans un milieu solide, sur 10 souches bactériennes pathogenes.

Les diamétres des zones d’inhibition des souches inoculées avec I’HE et les extraits sont
notés et exprimés en millimétres. Les résultats de la méthode de diffusion sont regroupés
dans les Tableau (23), (24), (25).

*
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» Les huiles essentielles :

Tableau (23) : Diametres des zones d’inhibition des huiles essentielles

Souches bactériennes HE-A.Camp HE-O.Bas
Bacillus Cereus 9,33£1,55 (b) 14,33+0,44 (a)
Staphylococcus aureus 9,66+0,88 (b) 16,33+0,44(a)
Listeria monocytogenes 13,33+0,88 (a) 16+0,66(a)
Escherichia coli 6,66+0,88 (c) 9,66+0,44 (b)
Vibrio cholerae 6(c) 10(ab)
Salmonella sp 6,66+0,88(c) 10,33+0,44(ab)
Pseudomonas aeruginosa 6(c) 6(c)
Klebsiella pneumoniae 6(c) 7+0,44(bc)
Klebsiella oxytoca 6,33+0,44(c) 16,33+0,44(a)
Enterococcus faecalis 8,33+0,44(b) 11+0,44 (ab)

*La méme lettre regroupe les moyennes présentant une différence non significative

Les souches microbiennes testées ont été moyennement sensibles vis-a-vis les huiles
essentielles des deux plantes, un extrait est consideré efficace lorsque le diamétre de la

zone d’inhibition est supérieur a 8§ mm [31].

En lisant les résultats on voit que les zones d’inhibition varient de 8,33+0,44 & 13,33+0,88

mm pour A.campestris A. et de 8,33+0,44 a 16,33+0,44 mm pour O.basilicum L.

La souche la plus sensible est L. monocytogenes avec une zone d’inhibition de
13,33+0,88mm pour A.campestris suivis de S. aureus (9,66+0,88 mm) et B. Cereus
(9,33£1,55mm), la plus faible zone observée est celle d’E.faecalis (8,33+0,44 mm). Ces
résultats sont proches de ceux de Rafika et al (2018) [31] qui ont trouvé que ces mémes
souches présentent une sensibilité significative vis-a-vis ’essence d’A.campestris A. dont
Enterococcus faecalis a été la plus sensible (26.01+ 0.54 mm) suivis de S. aureus
(11.13£0.52mm) ainsi que K. pneumonias. E. coli était résistante. L’activité faible de
I’essence A.campestris A. est due a son profil chimique qui renferme essentiellement des
hydrocarbures ayant un bon pouvoir d’inhibition mais a des concentrations élevées dont I’
a-pinene, le sabinene qui sont connus pour leur activité antimicrobienne considérable.
Aussi, cette propriété antibactérienne de 1’essence d’A.campestris A. peut étre attribuée aux

interactions synergiques entre ses différents composés. Selon plusieurs études rapportées
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par Hassane et al. [32], la synergie entre les différents composés peut augmenter
considérablement 1’activit¢ antimicrobienne de [’huile essentielle comparée a celle

prévisible pour les composés majoritaires.

Alors que pour I’huile essentielle de O.basilicum L. qui s’est montré plus active contre
presque toutes les souches bactériennes testées, la souche la plus sensible est S. aureuset K.
oxycota avec une zone d’inhibition assez large allant jusqu’a 16,33+0,44mm suivis de L.
monocytogenes (16,33+0,44mm), B. Cereus (14,33%0,44), Enterococcus faecalis (11+0,44
mm), Salmonella sp (10,33£0,44mm) et méme la souche Vibrio cholerae a présenté une
faible sensibilité (10 mm). Des études antérieures ont révélé des résultats proches de ce que
nous avons trouvé, NGOM et al, 2014 [11] confirment la sensibilité des souches :
Salmonella, B. Cereus, E. Coli contre cet essence et selon NGOM cette efficacite est due a
sa richesse en alcools et composé phénolique (environ 69 % du total de I’huile). Ainsi que
les études de L.MAIDI, 2014 [7] sur /’O.basilicum L. collectée de la région de Laghouat
ont révélé la sensibilité des souches :E. faecalis, K. pneumoniae, B. Cereus, E. coli, avec
des zones d’inhibition allant de 8.33+0.28 mm jusqu’a 18,33+0,57 mm respectivement

pour une concentration de 50 % (4,6 mg/ml par disque).

Ces résultats restent en accord avec la littérature qui indique que le pouvoir antimicrobien
des huiles essentielles est en grande partie attribué a leurs teneurs en composés oxygéneés
(alcools, phénols, esters et oxydes) [33] [34].

» Les extraits phénoliques :

Tableau (24) : Diamétre des zones d’inhibition des extraits phénolique d’4.campestris
mm
gouczle bactérienne dich(p <0.0001) | acet(<0.0001) | n-but (p<0.05) | T+ (p< 0.0001)
Bacillus cereus 13.33 +0.44(a) 13.66 +0.44 (a) | 9.66 £0.88 (a) | 32.33 +2.22 (a)
Staphylococcus aureus 13.33 £0.88(a) 13.33+0.88 (a) | 7.66 +1.11(ab) | 352 (a)
Listeria monocytogenes 11 +1.33 (b) 12+ 2.66 (bc) 7.33 £0.44(ab) | 34.33 £3.11 (a)
E. coli 9 (bc) 9.66+0.44 (bc) | 7.33 £0.44(ab) | 23 +2 (b)
Vibriocholerae 8.66 +0.44 9.331£1.11 (bc) | 7.33£0.44(ab) | 24 £ 0.66 (b)
salmonella 8.33 £0.44 (c) 8.66+0.44 (bc) | 6.66 £0.44 (b) | 25.33 £1.11 (b)
Pseudomonas aeruginosa | 8 £1.33 (c) 8+0.66 () 8.33 £0.88(ab) | 23.33 £0.44 (b)
Klebsiellapneumoniae 7.66 +0.88 (c) 7.33+0.88 (c) 8 +0.66 (ab) 22 + 2 (b)
Klebsiellaoxytoca 9 (bc) 7+ 1.33(c) 7 (b) 25.66 £0.44 (b)
Enterococcusfaecalis 10.33 £ 0.44(bc) | 7 (c) 8 (ab) 24.66 £ 0.88 (b)

*La méme lettre regroupe les moyennes présentant une différence non significative.
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En lisant les résultats représentés dans le tableau ; on peut constater que seulement avec les
souches ; B. cereus, S. aureus et L. monocytogenes et E. faecalis, les diameétres des zones
d’inhibition ont été supérieurs a 10 mm (13.33 +0.44/13.66 +0.44mm), (13.33
+0.88/13.33+0.88mm) et (11 +1.33/12+ 2.66mm) en présence des deux extraits
dichlorométhane et acétate d’éthyle respectivement. Ce qui nous permet de dire que ces

deux extraits sont les plus actifs contre ces bacteéries.

Les souches ayant un diamétre d’inhibition compris entre 10 et 8 mm telle que : E. coli,
Vibriocholerae, Salmonella, P. aeruginosa peuvent étre considérées étant sensibles aux
deux extraits dichlorométhane et acétate d’¢thyle mais a des concentrations plus ¢€levés

[32]

Comparé avec les extraits dich et acet, L’autre extrait (n-but) s’est montré le moins
efficace contre toutes les bactéries testées, la B. cereus a été la bactérie la moins résistante

a cet extrait avec un diamétre d’inhibition de 9.66 +0.88mm.

Ces resultats confirment ceux des travaux de NAILI et al, 2010 [35] sur de extrait
méthanolique obtenus a partir des parties aériennes de plante collectée de sud de la Libye.
Ainsi que Boudjouref.M, 2011 [30] qui a étudié I’activité antimicrobienne des extraits
d’A.campestris collecté de la région de Boussadda Wilaya de Msila, cette étude a été la
base d’une autre faite en 2018 par GHOUAR.M et SABEG.K [36] elles ont fait une étude
comparative entre les extraits de A.campestris collectée de la région de Boussaada et Oum
El Bouaghi. Tous ces travaux révelent la sensibilité des souches de S. aureus, E. coli, B.
cereus, et P. aeruginosa vis-a-vis des extraits : méthanolique, chloroformique, acétate
d’éthyle et aqueux. NAILI et al, 2010 [35] sont les seuls qui ont étudié¢ I’effet de 1’extrait

méthanolique sur salmonella qui a donné une zone d’inhibition de 8 mm.

Les bactéries les plus résistantes sont des gram (-). En fait, la paroi des bactéries Gram- est
riche en LPS (lipopolysaccharides) qui constituent une barriére de perméabilité contre les
molécules hydrophobes telles que les polyphénols [37]. Les Gram(+) sont riches en
peptidoglycanes qui n’empéchent que les molécules ayant un poids moléculaire >50000 Da

ce qui rend les bactéries de ce groupe moins protégées contre les agents antimicrobiens.

=
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Tableau (25) : Diamétre des zones d’inhibition des extraits phénoliques d’0.basilicum

(mm)
Souche bactérienne dich(p < acet(< 0.0001) n-but (p<0.05) | T+ (p< 0.0001)
0.0001)
Bacillus cereus 9 (a) 8(bc) 6 (c) 32.33 £2.22 (a)
Staphylococcus aureus 6 (b) 6 (c) 6 (c) 3512 (a)
Listeria monocytogenes 7 £0.66 (b) 6 (c) 6 (c) 34.33 £3.11 (a)
E. coli 6 (b) 6 (bc) 6 (c) 23 2 (b)
Vibriocholerae 6 (b) 6 (c) 6 (c) 24 + 0.66 (b)
Salmonella 6 (b) 6 (c) 6.667+ 0.44 (b) | 25.33 +1.11 (b)
Pseudomonas aeruginosa | 7.333 +0.88(b) | 7.333+044(a) |7 (a) 23.33£0.44 (b)
Klebsiellapneumoniae 6 (b) 6 (c) 6 (c) 22 £ 2 (b)
Klebsiellaoxytoca 6 (b) 6 (c) 6 (c) 25.66 +0.44 (b)
Enterococcusfaecalis 6 (b) 7 +0.66 (ab) 6 (c) 24.66 £ 0.88 (b)

*La méme lettre regroupe les moyennes présentant une différence non significative

En lisant les résultats du tableau on constate que les extraits d’O.basilicum L. n’ont aucun

effet sur toutes ces bactéries sauf contre la souche B. cereus qui a montré une légeére

sensibilité envers 1’extrait dichlirométhane avec une zone d’inhibition de 9 mm.

Ces résultats sont proche de ceux obtenus par Métali.M et Kerras.K,2016 [38] pour un
extrait aqueux et MAIDI.L, 2014 [7] qui a trouvé que des résultats similaires pour I’extrait
butanolique alors que 1’extrait acétate d’éthyle présente un pouvoir inhibiteur important
contre B. cereus, S. aureus, E. coli et P.aeruginosa a une concentration de 3 mg/ml par
disque.

Les plantes contiennent de nombreux composés doués d’une action antimicrobienne. Ces
constituants comprennent les composés phénoliques, les flavonoides, coumarines et les
triterpenoides [39], le pouvoir antimicrobien des extraits de plantes est tributaire de leurs
concentration ainsi que leurs compositions chimiques. Donc on conclure que cette
différence est due a la teneur de notre plante en polyphénols, flavonoides et tannins qui est
tres loin des teneurs obtenus chez les plantes issues d’autre région notamment : Khemis
Meliana (Métali.MKerras.K,2016) [38] et Laghouat (MAIDI.L, 2014) [7].
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Conclusion :
Tous les résultats obtenus concernant 1’évaluation de pouvoir antibactérien in vitro sont

présentés dans les figures (54), (55) :

40 = Dich-B (p= 0.001) ® Acet-B (p=0.001) = nbut-B (< 0.0001) = T+(p< 0.0001) = HE-B
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Figure (54) : les zones d’inhibitions des extraits et huiles essentielle d’O.basilicum L.
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Figure (55) : les zones d’inhibitions des extraits et huiles essentielle d ’A.campestris A.

D’aprés les figure (54), (55) on constate que 1’huiles essentielle d’O.basilicum L. est plus
active que ses extraits phénoliques par contre les extrait phénolique d’A.campestris A. ont

¢été plus performant que 1’huiles essentielle.

101



Conclusion genérale



Conclusion générale

Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des
propriétés biologiques tres importantes qui trouvent de nombreuses applications dans
divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture. Ce regain
d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les
médicaments inquiétent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs
pour I’organisme.

Au cours de ce mémoire, nous avons étudié 1’Artemisia campestris L. (<) de la
famille des Asterasia et 1’Ocimum basilicum L. (&=~/) de la famille des Lamiasea, ces
plantes sont trés utilisées en médecine traditionnelle algérienne pour ces vertus
thérapeutiques.

Dans le présent travail, différents aspects d'A. campestris L. et d’O. basilicum L. ont été
étudiés : quelques propriétés phytochimique et activités antioxydantes et antimicrobiennes
des extraits bruts et HE.

L'extraction de la partie aérienne de la plante a permis d'obtenir des rendements qui
different en fonction des solvants utilisés, alors que la teneur en composés phénoliques,
flavonoides et tanins et HE était dépendante du solvant.

Le screening phytochimique réalisé, a mis en évidence la présence de divers métabolites
secondaires tels que : huiles essentielles, polyphénols, flavonoides, tanins, stérols, terpenes,
saponosides ... dans ces plantes.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la qualification, par analyse
chromatographie CCM, qui a révélé la présence de plusieurs composés non identifiables.
L'analyse semi-quantitative des phénols totaux, des flavonoides totaux et des tanins
condensés des extraits phénoliques a été réalisée par dosage colorimétrique. Celle-ci nous a
permis de confirmer que cette plante est riche en composés phénoliques. La teneur en
polyphénols totaux déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu, est comprise entre
(84.863+1.622 a 12.681+0.781 mg EAG/Q) qui fait référence aux extraits : acétate d’éthyle
et n-butanol respectivement pour 1’espece A.campestris et de (49.97+3.907 a 8.580+0.61
mg EAG/g) qui fait référence aux extraits : dichlorométhane et n-butanol respectivement

pour [°O.basilicum.

Le dosage des flavonoides par la méthode d’AlICl3 a révélé, que I’extrait acétate d'éthyle

détient la quantité la plus élevée (3,69+0,867 mg EQ/g), suivi par l'extrait dichlorométhane
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(1,690,022 mg EQ/g) pour I’espéce A.campestris et variait de (1,239+0,094 a
1,806+0,192 mg EQ/g) pour I’extrait dichlorométhane et acétate d’éthyle respectivement

pour le genre O.basilicum.

Pour I’espece A.campestris la teneur la plus élevée en tanins condensés par la vanilline est
attribuée a l'extrait dichlorométhane (10,13 mg EAT/g) suivi de I’extrait acétate d’éthyle
(1.03 mg EAT/g) et l'extrait dichlorométhane (3.578 mg EAT/Q) suivi de I’extrait
butanolique (0.708 mg EAT/g) pour le genre O.basilicum.

Les résultats de cette quantification prouvent la richesse en composés phénoliques de
I'extrait d'acétate pour I’A.campestris et la richesse de I'extrait dichlorométhane pour

O.basilicum L.

De plus, les extraits phénoliques et I’HE des feuilles de deux plantes choisies ont
été testés pour leur pouvoir de piégeage des radicaux libres via la méthode DPPH, les
résultats obtenus ont montré que la majorité des extraits phénoliques d’O.basilicum L. sont
les plus actif que ceux d’A.campestris par contre I’HE d’A.campestris (1260 pg/ml) est le
plus active que celle d’O. Basilicum L. (1500 pg/ml), les extraits phénoliques des deux
plantes ont été plus performants que 1’huile essentielle, la fraction la plus active est celle de
I’extrait d’acétate d’éthyle avec une IC50 de I’ordre de 625 pg/ml et 986 pg/mL
respectivement pour /’O.basilicum et | ’A.campestris.

L’activité antimicrobienne in vitro a été déterminée sur dix souches bactériennes
pathogenes, selon la méthode de diffusion dans un milieu solide, Les résultats indiquent

que :

- Pour I’HE les zones d’inhibition varient de 8,33+0,44 a 13,33+0,88 mm pour
I’ A.campestris et 8,33+0,44 a 16,33+0,44 mm pour 1’O.basilicum.
Concernant I’A.campestris ; la souche la plus sensible est L. monocytogenes suivis de B.
Cerus, S. aureus et la plus faible zone est observée chez | ’E. faecalis. Pour 1’O.basilicum la
souche la plus sensible est S. aureus et K. oxycota avec une zone d’inhibition assez large
allant jusqu’a 16,33+0,44 mm suivis de L. monocytogenes, B. Cerus, Enterococcus
faecalis, Salmonella sp et méme la souche vibrio cholerae a présenté une faible sensibilité.
- Pour les polyphénols seule les souches B. cereus, S. aureus et L. monocytogenes
et E. faecalis, ont montré une bonne activité avec des zones d’inhibition supérieurs a 10
mm chez I’A.campestris., en présence des deux extraits dichlorométhane et acétate d’éthyle

respectivement. En revanche I'extrait butanolique a présenté une faible activité vis-a-vis de
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ces bactéries ; Concernent 1’O.basilicum tous les extraits n’ont aucun effet sur toutes ces
bactéries sauf que la souche B. cerus a montré une légere sensibilité envers 1’extrait
dichlirométhane avec zone d’inhibition de 9 mm.

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'étendre l'éventail des tests
antioxydants et antimicrobiens ainsi que 1’isolement et la caractérisation des composés
actifs dans les différents extraits en vue d’identifier les différentes molécules responsables
des différentes activités biologiques de ces plantes.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiére étape dans la
recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude de toxicité in
vivo est souhaitable, pour obtenir une information plus approfondie sur les activités
antioxydante et antimicrobienne des extraits de ces plantes pour mettre en évidence I’utilité

de ces plantes a des intéréts thérapeutiques dans un cadre scientifique.
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A/Réactifs utilisés dans le criblage phytochimique :

1- Préparation de réactif de DRAGENDORF :

Réactif de détection des alcaloides, il se compose de :

- 0.85¢g de Nitrate de Bismuth (BiNO3) ;

- 8g d’lodure de potassium anhydre (KI) ;

- 10mL d’Acide acétique glacial (CH3COOH);
- 70mL d’Eau distillée

2- Préparation de réactif de BOOUCHARDAT :

Réactif de détection des alcaloides, il se compose de :

- 29 de Diiode (I2) ;
- 2g d’lodure de potassium anhydre (KI) ;
- 10mL d’Eau distillée

3- Préparation de réactif de MAYER :

- 1.35g de chlorure mercurique ;

- 5g d’lodure de potassium ;

- 30mL d’Eau distillée ;

Agiter jusqu’a dissolution puis ajouter :
- g.S.p 100mL d’Eau distillée.

4- Préparation de réactif de STIASNY :

- 6mL de Formole ;
-3 mL d’Acide chlorhydrique (HCI) concentrs

5- préparation de I’alcool chlorhydrique :

- 40 mL de butan-1-ol ;

- 10 mL d’acide chlorhydrique concentré.
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6- préparation de liqueur de Fehling :

Solution A
o Dans un erlenmeyer de 250 mL :

o Dissoudre 7g de sulfate de cuivre pentahydraté (M =250 g/ mol ; n = 28 mmol)
dans 100 mL d'eau

Solution B
o Dans un erlenmeyer de 250 mL :

o Dissoudre 34,6 g de tartrate double de sodium et de potassium (Sel de Seignette ou
sel de Rochelle) (M =210 g/ mol ; n =165 mmol)

o 10 g dhydroxyde de sodium (M =40g/ mol ; n =250 mmol) dans 100 mL d'eau

Préparer la liqueur de Fehling en mélangeant dans un bécher de 100 mL, 20 mL de
solution A et 20 mL de solution B.

7- préparation de la solution de diiode :

- 150 mLd’eau distillée ;
- 2 g d’iodure de potassim KI ;

- 1g d’iode I2.
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B/ Courbes d’étalonnages pour le dosage des polyphénols :

-Courbe I’étalonnage d’acide gallique :

L’équation de la droite : y = 0,6957x + 0,0021 R2=0,9982
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- Courbe d’étalonnage de la quercitrine :
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C/ Courbe des pourcentages d’inhibition du radicale DPPH-

1- Courbe du pouvoir antioxydant d’acide ascorbigue :

Pouvoir antioxydant
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2- Le pouvoir antioxydant des différents extraits d'A.campestris :

Pouvoir antioxydant d'A.campestris
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3- Le pouvoir antioxydant des différents extraits d'O.basilicum :

Le pouvoir antioxydant d'O.basilicum
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[C] de IHE pg/mL

Annexe



Annexe

Le pouvoir antioxydant d'O.basilicum
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D/ Microbiologie :

1- Identification des bactéries par galerie API :

Une galerie API (analytical profile index) estun ensemble de petits tubes préts a 'emploi
permettant l'identification de micro-organismes par la réalisation rapide et facile de
tests biochimiques miniaturisés.
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Les galeries Api utilisent plusieurs types de tests: étude de la fermentation de divers
glucides, auxanogramme, recherche directe d'une enzyme. Chaque tubule contient un
substrat différent sur lequel le micro-organisme considéré va réagir. lls sont remplis d'une
suspension bactérienne calibrée (de densité différente selon la galerie). Pour les substrats
dont le sigle est encadré, la cupule doit aussi étre remplie de maniere a créer un ménisque.
Pour les substrats dont le sigle est souligné, la cupule doit étre remplie d'huile de paraffine
soit pour créer lanaérobiose (absence d'oxygene), soit pour maintenir en solution les ions
volatils produits par la réaction et ainsi assurer le virage de lindicateur coloré de pH.

Les creux du support de la galerie doivent étre remplis d'eau pour former une chambre
humide, puis la galerie est posée dans le support et le couvercle par-dessus. L'ensemble est
incubé a une température adaptée pendant 24 a 48h.

Apres addition des réactifs nécessaires a la révélation de différents tests, la galerie est lue
conformément aux indications du fabricant et codée. Pour cela, les tests sont groupés par
trois successivement de gauche a droite, les derniers triplets pouvant inclure des caractéres
bactériens comme la morphologie, le Gram, la mobilité, l'oxydase, la catalase, etc. qui ne
sont étudies dans la galerie mais qui sont indispensables a son interprétation. Les tests
négatifs sont toujours codés O alors que le code affecté aux tests positifs varie selon la
position du test dans le triplet : 1 pour le premier test, 2 pour le second, 4 pour le troisieme.
Les 3 résultats du triplet sont additionnés (il existe seulement huit possibilités pour la
somme d'un triplet: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7). Les sommes de chaque triplet lues de gauche a
droite forment un code d'au moins 7 chiffres qui correspond au profil biochimique du
micro-organisme étudié. La comparaison de ce code a ceux référencés dans la base de
données gérée par Biomérieux permet en général d'identifier ce micro-organisme. Si le
code numérique obtenu ne figure pas dans cette base de données, il peut s'agir d'un profil


https://fr.wikipedia.org/wiki/Micro-organismes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Biochimie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Auxanographie
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ou d'un micro-organisme non référencé, un probléeme technique (inoculum non respecté,
paraffine oubliée, réactifs périmés, etc.) ou une mutation lors du développement bactérien
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