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Résumé

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possedent des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans
divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture. Au cours
de ce meémoire, nous avons étudié quelques parameétres phytochimiques (taux des
polyphénols totaux et les flavonoides) et biologique (activité antioxydante,
antibactérienne, et anti hémolyse) d’extrait éthanolique de 1a partie aérienne de /’Ocimum
basilicum L. cultivée dans la région d’Oeud Souf (Robbeh). Les résultats obtenus
enregistrent un rendement de 5,72 %. Avec une teneur en composés phénoliques de
43,438 ug/mg EAG/g d’extrait. Le dosage des flavonoides est donne une valeur de 3,66
ng EQ/mg Extrait sec d'Ocimum basilicum L. L'évaluation du potentiel antioxydant de
I'extrait par deux méthodes différentes : le test de DPPH et le test hémolyse le test de
DPPH a révélé une réponse antioxydante considérable avec 1C50 159,94 ug/ml, et le test
d’hémolyse indique que l'extrait de notre plante exerce un effet protecteur sur la
membrane érythrocytaire contre les agressions du  stress oxydatif.  L’activité
antimicrobienne a été déterminée sur trois souches des bactéries: Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, montre que touts les souches ciblés
possédent une sensibilité différente au 1’extrait d’Ocimum basilicum L. A la fin, nous
concluons que la plante étudiée donne un faible rendement, teneur en polyphénols et
flavonoides, avec une faible activité antioxydante, simple efficacité antibactérienne et
antinémolytique, a cause de nombreux facteurs comme le patrimoine génétique , la
localisation géographiques, facteurs lié au cycle de vie, la méthode d’éxtraction, et la

durée et conditions de séchage et conservation.

Mots clés : Ocimum basilicum L., Activité antioxydante, antinémolytique , activité

antibacterienne, polyphénols, flavonoides.
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Introduction générale

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siecles comme remede a diverses
maladies humaines. Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique a des composes, dits alors
actifs (principes actifs), qu'elles renferment. Parmi ces composés potentiellement intéressants,
les composés phénoliques qui sont particulierement utilisés comme antioxydants dans les
domaines pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la

santé (Hirasa et Takemasa, 1998).

Notons aussi leurs diverses propriétés biologiques comme les activités antiallergique,
anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, antimicrobienne,
anticarcinogénique, anti-thrombotique, cardioprotective, vasodilatoire...etc (Middleton et al.,
2000 ; Nijveldt et al., 2001 ; Ksourl et al., 2007). Les plantes aromatiques et médicinales
représentent une source inépuisable de remedes traditionnels et efficaces grace aux principes
actifs qu’elles continent : alkaloids, flavonoids, saponosides, quinones, vitamines,...ct huiles

essentielles. (Ngom et al., 2014).

Parmi les familles qui appartiennent a cette catégorie des plantes aromatiques et
médicinales, la famille de lamiacée, qui continent plusieurs genres, parmi elles, ’Ocimum
Basilicum L. est 1’'une des espéces les plus étudiées du genre Ocimum. Il est utilisé dans la
médicine traditionnelle pour le traitement de plusieurs maladies (crampes d’estomac, de
diarrhées, d’angines, etc...) mais également dans 1’industrie des aromes alimentaires (Ngom
et al., 2014). Et il représente aussi une importante source d’huile essentielle utilisée en
industries : parfumerie cosmétique et pesticide. Dans la littérature, des propriétés biologiques
intéressantes ont été décrites pour cette espéce. En effet, I’huile essentielle a des propriétes

antioxydantes et antimicrobiennes (Dabire et al., 2011).

Ce travail vise a étudier quelques parametres phytochimiques et leur activité

antioxydante, antimicrobienne de 1’Ocimum basilicum L. pour cela nous avons effectués :

e Une partie relative a 1’étude bibliographique de la plante 1’Ocimum basilicum L., les

composants secondaires et leurs importances dans la phytothérapie.

e Une autre partie réservée a 1’étude expérimentale, qui comprend une étude phytochimique
pour rechercher les différents principes actifs contenus dans la plante ; Flavonoides,
Polyphénoles totaux, ainsi 1’étude des activités biologiques (activité antioxydante et activité
antimicrobienne) de cette plante et en fin nous terminons par les résultats obtenus et leurs

discussion en comparant avec les différents travaux précédents.
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Chapitre I : Plantes médicinale et présentation de I’espéce étudiée

l. Plantes médicinales

1.1. Définition

Ce sont des especes botaniques utilisés pour tres longtemps en phytothérapie et
médecine populaire pour traiter les maladies courantes et plus graves. Leurs actions
proviennent de leurs composés chimiques: des métabolites primaires et secondaires, et sans

doute de la synergie entre les différents composes présents (Reguieg, 2011).

Les plantes médicinales sont une source importante de substances chimiques qui ont des
effets thérapeutiques bénéfiques sur la santé humaine, et les systéemes a base de plantes
continuent de jouer un role essentiel dans les soins de santé primaires de pres de 65% de la

population mondiale (Farnsworth et al., 1985).

| .2. Utilisations

L’homme utilise les plantes médicinales pour traiter les maladies depuis des millénaires,
Parmi les médicaments obtenus a partir des plantes, on trouve le Paclitaxel qui a sa place dans

le traitement des différents cancers (ovaire, poumon) (Erick et al 1997).

La Phytothérapie peut se définir comme étant une discipline allopathique destinée a
prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen
de plantes, de parties de plantes ou de préparations a base de plantes qu’elles soient

consommeées ou utilisées en voie externe (Wichtl , 2003).

La phytothérapie offre des possibilités tres complétes que bien souvent la
chimiothérapie conventionnelle ne peut pas égaler, puisque 1’on peut aussi bien rétablir les
grands équilibres physiologiques (neuro-endocriniens, immunitaires) qu’agir sur les fonctions
et donc intervenir appareil par appareil (locomoteur, cardio-vasculaire, etc.). Il est également
possible d’avoir une action thérapeutique spécifique sur chacun des organes du corps, de

facon précise et ciblée pour chaque plante utilisée. (Boggia,2015).

|.3.Présentation de I’espéce étudiée
1.3.1.Famille des Lamiacées
L'ancien nom des Lamiaceae : Labiées dérive du nom latin "labium" qui signifie lévre,

en raison de la forme particuliere des corolles (Figueredo, 2007 ; Dupont et Guignard,
2012).
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La famille des Lamiacées est I’'une des plus répondues dans le régne végetal. Elle est
comporte environ 258 genres pour 6900 espéces. On peut la trouver partout dans le monde,
mais la plupart sont concentrés en méditerranée. Une grande partie de ces plantes sont
aromatiques riches en I’huile essentielle et possedent un intérét économique et médicinal
(Botineau, 2010).

Ce sont généralement des plantes herbacées odorantes, a tiges quadrangulaires, feuilles
en général, opposées sans stipules. Le plus souvent hermaphrodites, les fleurs pentameres
(Meyer et al., 2004) sont generalement réunies en cymes axillaires plus ou moins contractées
simulant souvent des verticilles, ou encore condensées au sommet des tiges, et simulant des

épis fruit constitué par 4 akénes plus ou moins soudés par leur face interne (Messaili, 1995).

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

e Quatre étamines dont deux plus longues ;

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

e Des feuilles opposées et, souvent, une tige de section carrée (Hammoudi, 2015).

1.4. Classification d’Ocimum basilicum L.

Les Ocimum ont pour nom commun le basilic. Le mot basilic, a I’origine, vient du
grec basilikon qui signifie plante royale (Boullard, 2001). Il faut noter que plusieurs

noms et synonymes lui sont attribués dans la littérature :
Nom scientifique : Ocimum basilicum L. (Tableau 01).

Synonymes : Ocimum basilicum var. glabratum Benth, Ocimum basilicum var. majus
Benth (Duke et al., 2002).

Noms vernaculaires : Lahbeg, habeq, hamahim, hebeq el ailaa, rehan (At 2006).

Autres 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 (Chalchat et al., 2008).



Chapitre I : Plantes médicinale et présentation de ’espéce étudiée

Tableau 01 : Classification et systématique d’Ocimum basilicum L.

Reégne Plantae

Embranchement Spermaphyte (phanérogame)

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales (dicotylédones gamopétales)
Famille Lamiaceae

Genre Ocimum

Espéce Ocimum basilicum L (Chenni, 2016)

I.5. Description de I’espéce étudiée

Le basilic est un petit arbuste vivace, ligneux la base, aussi est une plante herbacée
annuelle pouvant atteindre 30 a 60 cm de hauteur (figure 01), sonodeur et sa saveur sont
fortement aromatiques. Sa culture exige un climat chaud et ensoleilléet un sol irrigable et

riche en matieres organiques.

Figure 01. Présentation d'Ocimum basilicum L .(originale)

Les feuilles sont simples, légérement découpées, opposées; si on les froisse, elles
dégagent une odeur agréable (Surville, 1959). Pétiolées, de forme ovale-lancéolée et
ailée. Elles sont longues de 2 a 5 cm, entieres ou dentées et ciliées sur les bords. Elles

sont de couleur vert pale a vert fonce (Ait, 2006) (figure 02).
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Figure 02. Morphologique des feuilles de basilic (Khamouli et Grazza, 2007).

La tige est a section carrée; généralement toute la plante est pourvue de glandes
sécrétrices qui donnent une bonne odeur quand on froisse les feuilles ou les tiges, qui
sont anguleuses et ramifiées portent des feuilles opposées de forme ovale a oblongue et

de couleur généralement verte a I’aspect brillant (Belkamel, 2008).

» Appareil reproducteur est composée de :

- L’inflorescence est en long épis de fleurs groupées en glomérules.

- Les fleurs de couleur blanc rosé sont disposées au sommet des rameaux en verticilles
tresserrés le long de I’axe. Chaque verticille, comprend 4 a 6 fleurs portées par de
courts pédoncules et 1 ou 2 bractées. L’ensemble a 1’allure d’un épi qui peut atteindre 10 a 15
cmde long. Ses fleurs, assez petites, sont trés irréguliéres. Elles comprennent (Surville, 1959):

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

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

¢) L’androcée est a quatre (04) étamines a long filet attachées a la partie inférieure de la
corolle ;

d) Le gynécée ressemble & quatre petits mamelons au milieu de la fleur, ce sont les 4
loges de I’ovaire, entre ces loges part un long style qui porte un stigmate fourchu.

* Le fruit de couleur brune est un ensemble de quatre akénes noirs soudés provenant de
la transformation des quatre loges de I’ovaire, chacun de ces akénes contient une petite graine

a deux cotylédons (Ait, 2006).
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1.6. Origine et répartition géographique du basilic

C’est une plante herbacée annuelle originaire de I’Inde et de I’Asie tropicale qui s’est
acclimatée en Europe tout au début des temps historiques (Ait et al., 2006). Il fut importé il y
a au moins 4000 ans en Egypte, il fut importé & Rome, et plus généralement dans le sud de
I'Europe au lle siécle, il n'aurait pas atteint I'Angleterre avant le XIV siecle. 1l arriva en
Amérigue avec les premiers émigrants (Sarah, 2004). En Algérie, la Famille de lamiacée est
tres importante et comprend 29 genres et 140 especes se développant aussi bien dans les zones

méditerranéennes que sahariennes (Nouioua, 2012).

Actuellement, le basilic est donc tres répandu a travers le monde. Il reste toutefois
profondément ancré dans la culture asiatique et dans la gastronomie méditerranéenne. 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 1’Arizona, le Nouveau-Mexique et en
Caroline du Nord, ainsi qu’en Californie, ou une qualité supérieure de feuille est cultivée
(Pushpangadan et al., 2012) (Figure 03).

Figure 03. Répartition géographique du basilic (Pushpangadan et al., 2012).
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1.7. Utilisation d’Ocimum basilicum L.

L’Ocimum basilicum est largement utilise comme plante condimentaire pour ces
propriétés culinaires, par ailleurs cette plante est utilisée en médecine traditionnelle (Chenni,
2016).

Le basilic est une plante aromatique utilisée dans plusieurs domaines : cuisine,
médecine, horticulture, etc. Les parties les plus utilisées sont les feuilles et les graines
(Arabaci et Bayram, 2004). 1l est considéré comme I'un des herbes les plus connus et les
plus utilisés dans le monde culinaire (Boggia, 2015), qui est largement utilisée comme
ingrédient et additif d’arbmes dans les aliments, les produits pharmaceutiques et cosmétiques
(Lee etal ., 2005).

Traditionnellement, le basilic a été utilisé comme plante medicinale 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 (Buronzo, 2008;
Ngom et al., 2012; Djerroumi et Nacef, 2012). Généralement utilisé pour le traitement des
crampes d’estomac, les diarrhées, la constipation, les angines, la toux, le dysfonctionnement
du rein, la bronchite, les affections pulmonaires, les rhumatismes, I’inflammation, les maux de
téte, I’hypertension et comme contraceptif, le thé de cette plante est également décrit comme
un traitement contre la dysenterie, la nausée et la flatulence. Les huiles de cette plante est
bénéfique pour le soulagement des spasmes rhinite, la fatigue mentale, ainsi, comme un
traitement de premiers soins pour les piqures de guépes et morsures de serpent (Mueen et al.,
2015).

Les feuilles d’Ocimum basilicum sont utilisées dans la médecine traditionnelle comme
tonique, stimulant, carminatif, stomachique, antispasmodique, antiviral et vermifuge (Paul,
2001)
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1. Métabolites secondaires

11.1. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par
les plantes autotrophies (Boudjouref, 2011). Ce sont caractérisés généralement par de faible
concentration dans les tissus végetaux (généralement quelques pourcents du carbone total, si

on exclue la lignine de cette catégorie) (Newman et Cragg, 2012).

IL.2. Réle dans I’adaptation de la plante a son environnement

Ils interviennent dans I’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la
régulation des symbioses et d’autres interactions plantes-animaux, la défense contre les
prédateurs et les pathogénes, comme agents allélopathiques ou pour attirer les agents chargés
de la pollinisation ou de la dissémination des fruits (Judd et al., 2002). Ils sont produits a des
différents stades particuliers de développement et produits dans différentes partie de la plante
(Raven et al., 2007), A ce jour, plus de 100 000 métabolites secondaires ont été identifiés et
on estime que chaque végetal produit au moins une centaine de molécules différentes (Ali-
Delille, 2010).

Parmi ces substances on trouve: les alcaloides (dérivant des acides aminés), les
molécules phénoliques (dérivant de la voie des phénylpropanoides, issues de 1’acide
shikimique et de 1’acide malonique) et les terpénoides (dérivant de 1’isopentényl
pyrophosphate, issu du (méthylérythritol-4-phosphate ou de I’acide mévalonique), la grande
diversité observée dans le métabolisme secondaire résulte des réactions chimiques post-
biosynthese (hydroxylation, glycosylation, carboxylation, condensation) (Wink, 2003;
Aharoni et Galili, 2011 in Nacoulma, 2013). Les métabolites secondaires ont été étudiés

dans la plante de basilic : les huiles essentielles, les composes phénoliques et les saponines.

11.3. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont classés en trois catégories principales selon leur

structure sont :
a. Les polyphénoles ou composés phénoliques
b. Les alcaloides

c. Les terpénoides (Croteau et al., 2000).
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11.3.1. Composés phénoliques

11.3.1.1. Définition

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires, d'un poids moléculaire
élevé. lls sont largement distribués dans le régne végétal (Haslam, 1993). L’¢lément
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, hétéroside ((Stalikas, 2007; Bruneton, 2009; Rahman et Chung,
2011)(figure 04).

Figure 04 . Structure du noyau phénol (Stalikas, 2007).

11.3.1.2. Répartition des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les
feuilles écorce, bois, embryons de tous les végétaux (Brzozowska et Hanower, 1976;
Macheix et al., 2005), leurs répartition tres inégale chez les différentes espéces végeétales et
pour une méme espéece et sont également considérables et inégales selon la nature des tissus .A
I’échelle cellulaire, ils s’accumulent principalement dans deux sites :la paroi cellulaire et la
vacuole ou sont stockés les phénols solubles (comme les tanins), pourraient également étre
présents au niveau du noyau et de la membrane plasmique. Et les teneurs sont variables en

fonction du stade de développement physiologique (Macheix et al., 2006).

11.3.1.3. Role biologique

Les polyphénoles ont des multiples réles essentiels dans la physiologie végétale et ont
des propriétés sur 1’organisme humain (Figure 05), principalement comme antioxydants,
antiallergiques, anti-inflammatoires, agents anticancéreux, et antimicrobiens (Daglia, 2012).
La consommation des polyphénoles favorisent la protection contre les altérations cardiaques et
vasculaires. Elles inhibent la synthése d’acide nucléique dans les bactéries et provoquent
I’endommagement des membranes cellulaires des bactéries (Wu et al., 2013). Les polyphénols

possédent surtout une forte activité antioxydante (Saija et al., 1995).
13
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Figure 05. Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002)

11.3.2. Flavonoides
11.3.2.1. Définition

Les flavonoides sont un groupe de composés polyphénoliques qui sont largement
distribués dans le regne végétal. Ces pigments sont responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et parfois des feuilles, ces métabolites secondaires sont couramment consommés

quotidiennement sous forme de fruits, et Iégumes (Ghedira,

2005). Les flavonoides (figure 06) constituent d’un squelette de base a quinze atomes de
carbone, ayant deux noyaux aromatiques A et B lié entre eux par un hétérocycle C (Ghedira,

2005).

3°
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7 ‘ 9 1 °
c |2 6
6 3
5 a

Figure 06. Structure de base des flavonoides (Ghedira, 2005).
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11.3.2.2. Role biologique

Les flavonoides sont généralement de puissants antioxydants. Ils ont ainsi la capacité de
protéger les végétaux contre les effets néfastes des radicaux libres générés en réponse aux
agressions de notre environnement (polluants, infections, rayonnement UV...etc). D’autres
sont également de bons inhibiteurs d’enzymes et sont reconnus pour leurs propriétés

antiseptiques ou anti-inflammatoires (Percie, 2009).

L’activité du piégeage des radicaux libres est 1’'un des mécanismes importants de
I’activité antioxydante, pour les flavonoides, ce mécanisme est lié a leur structure et a

I’arrangement des groupements hydroxyles (Sokol-Letowska et al., 2007).

Des études effectuées sur la capacité des flavonoides a piéger les radicaux libres ont

montrées que les composes les plus actifs sont ceux qui combinent les trois criteres suivants:

e La structure ortho dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confere la
stabilité au radical flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons.
e Ladouble liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo.

e La presence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3.

A titre d’exemple, la quercétine satisfait a tous ces critéres et par conséquent, elle est le
composé le plus actif de la famille des flavonoides (Marfak, 2003). La propriété
antiradicalaire des flavonoides est dirigée principalement vers HO- et Oz aussi les radicaux
peroxyl et alkoxyl. En plus, comme ces composants présentent une forte affinité pour les ions
du fer (catalysent plusieurs processus conduisant a I’apparition des radicaux libres), leur
activité antiperoxydative peut étre aussi attribuée a une capacité concomitante de chélation du
fer (Saija et al., 1995).

Par ailleurs, I’inhibition des enzymes présente un autre mécanisme de [’activité
antioxydante, les flavonoides peuvent agir sur D’activit¢ de la xanthine oxydase et par
consequent, peuvent faire régresser la maladie de la goutte en réduisant a la fois les
concentrations d’acide urique et celle du radical superoxyde dans les tissus humains. Une
étude réalisée a montré que les flavonoides sont aussi des bons inhibiteurs d’autres enzymes
responsables de la production des radicaux libres comme la cyclooxygenase et la

lipooxygénase (Marfak, 2003).
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11.3.3. Alcaloides

11.3.3.1. Définition

Les alcaloides sont des produits azotés basiques, d'origine naturelle dont I'atome d'azote
est inclus dans un systeme hétérocyclique. Ils sont le plus souvent localisés dans les tissus

périphériques; dans les écorces externes de tiges et de racines, des graines (Krief, 2003).

11.3.3.2. Role biologique

Les alcaloides ont été utilisés depuis longtemps dans la médecine. lls ont de nombreuses
activités pharmacologiques : ils affectent chez I’étre humain le systéme nerveux,
particuliérement les transmetteurs chimiques tels I’acétylcholine, dopamine et la sérotonine.
Ils possédent des activités antipaludiques (quinine), et des actions anticancéreuses (vincristine,
vinblastine), des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et antibactériennes. Et des roles

de protection contre les prédateurs (Almousawi et Alwan, 2017).

11.3.4. Terpénoides
11.3.4.1. Définition

Les terpénoides sont des produits naturelles se produisent largement dans la nature par
une grande variété des plantes et par certains animaux .llIs sont également abondamment

trouvés dans les fruits, légumes et fleurs (Dudareva et al., 2005).

11.3.4.2. Role biologique

De nombreux terpénoides servent de composés de défense contre les microbes et les
herbivores et sont des molécules naturelles pour attirer les insectes pollinisateurs. Ils possédent
aussi des activités biologiques : anti-inflammatoires, anticancéreux, et antivirales (Ashour et
al., 2010).

I1.4. Activité antioxydante

I1. 4.1. Définition

Les antioxydants sont définis par HALLIWELL comme «toute substance qui en faible

Concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé prévient ou ralentit 1’oxydation

de ce substrat (Benbrook, 2005).

Les antioxydants piegent les radicaux libres en inhibant les réactions a I’intérieur des

cellules provoquées par les molécules de dioxygene et de peroxyde, aussi appelées especes
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oxygénées radicalaires (EOR) et especes azotées radicalaires (Tanguy, 2009)

I1. 4.2. Principaux Antioxydants

Il existe de trés nombreuses sources d’antioxydants (tant ceux fabriqués par 1’organisme
que ceux qui sont fournis par les aliments) et que ces derniers réagissent constamment avec
d’autres molécules et tissus, ce qui en change la forme. Il est difficile de départager, par
rapport a la quantité totale d’antioxydants présents dans 1’organisme, la proportion
d’antioxydants attribuables a [I’alimentation (antioxydants exogénes) et la proportion
attribuable a la synthése par I’organisme (antioxydants endogénes). Cela dit, on en sait
beaucoup sur le rdle et I'importance relative des sources d’antioxydants endogenes et

exogenes (Tanguy, 2009).

Il. 4. 2.1. Antioxydants enzymatiques

Les enzymes eXistent a 1’état endogene et permettent de protéger les cellules contre les
radicaux libres produits de maniére physiologique au cours du métabolisme cellulaire normal.
Les principaux systéemes enzymatiques comprennent les super oxydes dismutases (SOD), la
catalase (CAT) et plusieurs formes de glutathion peroxydases (GSH-PX) (Jacob et al., 2006;
Garrel et al., 2007; Menon et Goswami, 2007) (figure 07).
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Figure 07 . Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants de leurs

cofacteurs métallique (Favier, 2003 ; Descamps, 2004).
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e Superoxyde dismutase (SOD)

Sont des metalloenzymes qui catalysent la dismutation du radical superoxyde en
peroxyde d’hydrogéne et oxygene moléculaire par un des membres de la famille des SODs,

par la réaction suivante :

202 "+2H+ﬁ H202 + O2

Les SODs contiennent soit du manganese (Mn-SOD), soit du cuivre et du zinc (Cu/Zn-

SOD), et qui sont restreintes a des compartiments cellulaires différents

(Ré et al., 2005). Il existe trois types de SOD : la SOD 1 ou Cu/Zn-SOD, est cytosolique
; la SOD 2 ou Mn-SOD est mitochondriale ; la SOD 3, qui comme la SOD1 comporte du

cuivre et du zinc, est extracellulaire et est donc aussi appelée EC-SOD (Afonso et al., 2007).
e Glutathion peroxydase (GPx)

Cet enzyme est présent dans le cytoplasme et dans la mitochondrie. C’est une
glycoproteine tétramérique qui réduit d’une part le peroxyde d’hydrogéne en molécule d’eau,
et d’autre part tous les peroxydes lipidiques. Lors de cette réaction, qui demande I’intervention
de deux molécules de glutathion GSH, celles-ci se transforment en glutathiondisulfure GSSG

selon la réaction suivante

H,O,+ 2GSH = 2H,0 + GSSG

ROOH+2GSH — O H+H20+GSSG

e Catalase

C’est un enzyme héminique joue un rdle important dans les voies de défense
antioxydants, elles réduisent le peroxyde d'hydrogéne H>O> en libérant de I'oxygene et de I'eau
(Forsberg et al., 2001).

Elles sont localisées surtout dans les peroxysomes, formées de quatre sous unités.
Chaqgue sous unité comporte un groupent ferriprotoporphyrine dans son site actif avec un
atome de fer a I’état Fe®* (Ko, T. P., Safo et la 2000). Il existe de nombreuses autres enzymes
antioxydantes comme les peroxyredoxines, I'hneme-oxygénase, la glutathion transférase, les
thiorédoxines réductases ou les thiorédoxines peroxydases (Favier, 2003).

18



Chapitre 11 : Métabolites secondaires et leurs activités biologiques

2H20? =—3YH,0 +0:

I1. 4.2.2. Antioxydants non enzymatiques

e Vitamine E

Le terme générique de vitamine E désigne en fait la famille constituée des tocophérols,
la forme la plus active étant 1’alpha-tocophérol. Cette vitamine est décrite comme étant le
principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les érythrocytes chez I’homme. Elle
empéche ou réduit I’oxydation des lipoprotéines de faible densité¢ (LDL). Cette oxydation des
LDL est associée a I’apparition de 1’athérosclérose et donc aux maladies cardiovasculaires
(Rondeau, 2009). et elle est capable, d’une part, de piéger chimiquement 1’oxygéne (O2) en
s’oxydant en quinone. D’autre part, de réagir avec le radical hydroxyle (OH), mais son
principale role biologique est de prévenir la peroxydation des lipides membranaires in vivo en
capturant les radicaux peroxyles (ROO) (Rondeau, 2009). Elle est présente dans les huiles
végétales (huiles d’arachide, de soja, de chardon, de tournesol et d’olive pressées a froid) ainsi
que dans les noix, les amandes, les graines, le lait, les oeufs, et les légumes a feuilles vertes
(Bossokpi, 2002)

e Vitamine C

L’acide ascorbique ou la vitamine C est un antioxydant dans les fluides extracellulaires.
La vitamine C est un antioxydant puissant. Elle participe dans les réactions avec la vitamine E
et I’enzyme glutathion peroxydase pour neutralisation des radicaux libres (Belkheiri, 2010).
La vitamine C La plupart des mammiféres sont capables de synthétiser la vitamine C dans leur
foie ou dans leurs reins. Ce n’est pas le cas de I’homme qui doit assurer un apport journalier
d’environ 100 mg via une alimentation riche en fruits. La vitamine C est, avant tout, un
excellent piégeur des EOA (HO® ou O2 ™). Elle inhibe également la peroxydation lipidique en
régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux
lipidiques. Ses fonctions sont nombreuses : contribution au bon fonctionnement du systeme
immunitaire, implication dans la synthése du collagene et des globules rouges ainsi que dans

les mécanismes de métabolisation du fer. ( Haleng, J et la 2007).
e [p-caroténe

Le R-caroténe est un type de caroténoides et précurseur de la vitamine A. Leur role
protecteur dans les systemes biologiques implique la désactivation des EOA telle que ROO,
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qui peuvent faire des dommages oxydatifs (Stahl et la., 2002). Il est présent dans les l[égumes

verts, la salade, les carottes, I'abricot, le melon, les épinards (Boss et al., 2002).
e Coenzyme Q10

Le coenzyme Q10 forme prédominante d’ubiquinone chez I’homme et I’animal, peut
agir comme un antioxydant liposoluble, en complément de son rdle dans le métabolisme
énergétique. Sa fonction serait de stimuler un recyclage efficace de la vitamine E, plutdt que

d’agir directement sur les radicaux libres (Beyer et al., 1994).
e Polyphénols

Ils constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux.
L’alimentation fournit environ 1g de polyphénols par jour principalement par I’apport en fruits
et, dans une moindre mesure, en légumes et en céréales. Ils sont présents sous forme
d’anthocyanine dans les fruits rouges et le vin rouge, sous forme de flavonoides dans les
agrumes, 1’huile de lin et sous forme d’épicatéchine dans le vin, le thé, le chocolat, les
pommes, les oignons et les algues brunes. Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des
EOA et de trés bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre (Haleng et
al., 2007).

e Sélénium

Le sélénium Le sélénium n’est pas un anti-oxydant en tant que tel, car il ne peut piéger
les radicaux libres, mais il joue un rdle primordial comme cofacteur de la GPx. Dans
I’alimentation, on retrouvera essentiellement du sélénium organique, li¢ a un acide aminé, la
cystéine. Le sélénium organique est mieux absorbé, il subit une métabolisation hépatique qui
conduit a des intermédiaires nécessaires a la synthése de dérivés physiologiquement actifs
comme la GPx. La dose journaliére recommandeée est de 50- 70 pg/jour. Les aliments riches en

sélénium sont, notamment, les noix de Brésil, les brocolis, I’ail( Haleng, J et la 2007).
e Cuivre

A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD, le
cytochrome C oxydase, la dopamine B-hydroxylase. Cependant, en tant que métal de
transition, il joue un réle important dans le déclenchement de réactions de production d’EOA

(réactions de Fenton) et peut — lorsque sa concentration est élevée devenir pro-oxydant. Les
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apports journaliers recommandés sont de 1’ordre de 2,5 mg. 1l est présent dans le son, 1’avoine,

le seigle, le foie de veau ( Haleng, J et la 2007).
e Zinc

Le zinc joue un réle de cofacteur pour de nombreux enzymes et intervient ainsi dans de
nombreuses fonctions comme le métabolisme des nucléotides, la synthese des prostaglandines,
le fonctionnement de I’anhydrase carbonique. Comme le cuivre, le zinc est un des cofacteurs
essentiels de la SOD. Il protege également les groupements thiols des protéines et il peut
inhiber les réactions de formation d’EOA induites par des métaux de transition comme le fer
ou le cuivre. Le rapport Cu / Zn, (normalement inférieur a 1,5) sera un excellent indicateur de
I’état de stress oxydant d’un individu. Les aliments les plus riches en zinc sont les viandes et
les poissons, les céréales compleétes et les Iégumes secs; les apports journaliers recommandés
sont de I’ordre de 20 mg( Haleng, J et la 2007).

11.5. Mécanismes d’action des antioxydants

Mécanisme d’action des antioxydants sont divisés en deux catégories :

11.5.1. Mécanisme d’action des antioxydants piégeurs

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment beaucoup
d'énergie pour contrdler leur niveau d'especes réactives de l'oxygéne. Certains composes
antioxydants comme la vitamine E, la vitamine C ou les caroténoides et les polyphénoles
apportés par I’alimentation, agissent en piégeant les radicaux et en captant leur électron
célibataire et en les transformant en molécules ou ions stables. Ce type d'antioxydant est
appelé piégeur ou éboueur (scavenger ou chain breaking antioxidants). Il existe de plus, des
composés endogenes synthétisés par les cellules et jouant le méme role; le plus important est
le glutathion réduit (GSH) qui protége non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi
contre les peroxydes ou le NO« (Favier, 2003).

11.5.2. Mécanisme d’action des antioxydants préventifs

Une autre stratégie utilisée dans la lutte contre le stress oxydant, elle est de nature
enzymatique, visant a detruire les superoxydes et les peroxydes. Ainsi, les superoxydes
dismutases sont capables d’éliminer 1’anion superoxyde par une réaction de dismutation.
Cette réaction est catalysée par un métal situé au site actif d’enzyme. Les principales enzymes

capables de détruire le peroxyde d'hydrogéne sont les catalases a cofacteur fer et les
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glutathions peroxydases a cofacteur sélénium. Il existe de nombreuses autres enzymes
antioxydantes comme les peroxy redoxines, I'heme oxygénase, la glutathion
sélenoindépendant (glutathion S-transférase), les thioredoxines réductases ou les thio-
redoxines peroxydases (Favier, 2003).

11.5.3. Activité antimicrobienne

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi résistantes (Billing et Sherman, 1998). Ces dernieres
années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux agents antimicrobiens, due a
une augmentation alarmante du taux des infections avec les microorganismes résistant aux
antibiotiques (Sagdic et al.,, 2002). D’ou I’importance d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux

médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998).

Une des approches courantes pour la recherche des substances biologiquement actives
est le criblage systématique des micro-organismes ou les plantes, qui sont des sources de
beaucoup d'agents thérapeutiques utiles. En particulier, I'activité antimicrobienne d'huiles et
des extraits de plantes ont formé la base de beaucoup d'applications, y compris,
pharmaceutiques, médecine, thérapie naturelle et la conservation des aliments (Sagdic et al.,
2002).

11.6. Activité antibactérienne

Les bactéries sont responsables de diverses infections dans les organismes vivants. Les
chercheurs ont espéré pouvoir éradiquer certaines maladies avec la découverte des
antibiotiques. Malheureusement la large utilisation de ces médicaments a généré une
résistance croissante des bactéries face aux antibiotiques. Dans cette perspective, il y a eu un
grand intérét pour la recherche de nouvelles substances biologiquement actives et efficaces
comme alternative a partir des ressources naturelles. En particulier, Les plantes médicinales
constituent une source potentielle de composés antimicrobiens et/ou inhibiteurs des

mécanismes de résistances aux antibiotiques (Fettah, 2019).

11.6.1. Plantes comme antibiotiques

L’activité antibactérienne des flavonoides est largement documentée, la propolis est 1’'un

des produits les plus étudiés pour sa richesse en flavonoides (Cushnie et Lamb, 2005).
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Kosalec et al. (2005) ont montré que les extraits de propolis a une concentration de 1% en
flavonoides exercaient une forte activité antibactérienne sur plusieurs souches:

Bacillussubtilis, Sataphylococcus aureus et Streptococcus pyogenes.

L’action des flavonoides sur la cellule bactérienne peut s’exercer a différents niveaux :
ils peuvent attaque la paroi bactérienne, la membrane cytoplasmique, ou inhiber la synthése
de ’ADN, comme ils peuvent également perturber les voies métaboliques des bacéries, les
études de relation structure-activité antibactérienne ont montré que la présence de
groupements hydroxyles en position 2',4' ou 2',6' sur le noyau B des flavonoides ainsi que les
substitutions au niveau du carbone 8 ou 6 du cycle A par une chaine aliphatique longue,

augmentent 1’activité antibactérienne de ces composés (Cushnie et Lamb, 2005).

La rarete des maladies chez les plantes sauvages s’explique par 1’élaboration d’un
systeme de défense naturelle, qui leur permet de lutter efficacement contre les pathogenes
(bactéries, champignons et virus) (Jones et Dangl, 2006 ; Gibbons, 2008). L’originalité de ce
systeme de défense réside dans I’exceptionnelle variabilité chimique des molécules produites
(Gibbons, 2008). Ces dernieres constituent, de par la diversité des groupements structuraux et

fonctionnels qu’elles arborent, un vaste réservoir de substances actives.

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la membrane, une
perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ions (K+): ce mécanisme a été observé avec
I’huile de ’arbre a thé sur les bactéries Gram+ (Staphylococcus aureus) et Gram - (E. coli) et

levure (Candida albicans) in vitro (Carson et al., 2002).

Certains composés phénoliques des huiles essentielles interferent avec les protéines de la
membrane des micro-organismes comme 1’enzyme ATPase, soit par action directe sur la partie
hydrophobe de la protéine, soit en interférant dans la translocation des protons dans la
membrane prévenant la phosphorylation de I’ADP. Les Huiles essentielles peuvent inhiber la
synthese de DNA, RNA, des protéines et des polysaccharides inhibition de la decarboxylation

des acides aminés chez Entérobactéries.

Les principales localisations des sites d’action des constituants des HEs au niveau

cellulaire sont indiquées dans la figure 8 :
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1) Altération de la paroi cellulaire : attaque de la paroi bactérienne par 1’huile

essentielle, provoquantune augmentation de la permeabilité puis la perte des constituants
cellulaires.

2) Dégradation de la membrane cytoplasmique;
3) Altération des protéines membranaires;
4) Fuite du contenu cellulaire;

5) Coagulation du cytoplasme;

6) Epuisement de la force de mouvement des protons: acidification de ’intérieur de la
cellule, bloquant la production de I’énergie cellulaire et la synthése des composants de

structure.destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

Force de mouvementdes

protons M
M,

Cytoplasme

Relarguage du contenu
cellulaire : métabolites et ions

)

? (1)
Protéines

Paroi cellulaire membranaires

()]

Figure 08. Principales localisations des sites d’action des constituants des HES d’apres
(Nazzaro et al., 2013)
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| . Matériel et Méthodes

L'ensemble de ce travail a été réalisé aux laboratoires de toxicologie, biochimie et
microbiologie du département de sciences de la nature et de la vie de I’Universit¢ Echahid
Hamma Lakhdar EI-Oued.

I.1. Récolte de I’espéce végétale étudiée

Notre étude est portée sur une espéce de plante médicinale de la famille de Lamiacée,
récoltée de la région de Robbah située dans la wilaya d’EI-Oued dans le mois de Mars 2021.
Le matériel végétal est constitué de feuilles et les tiges de la plante Ocimum basilicum L.

cultivée dans la région citée précédent.

|.2. Préparation de I’extrait

La partie aérienne d'Ocimum basilicum L. est lavée puis laissée sécher a ’ombre et a la

température ambiante dans un endroit aéré, pendant 21 jours.

L’extrait utilisé est préparé selon le mode d’extraction en macération. Les feuilles et les
tiges séches ont été broyées a 1’aide d’un broyeur électrique jusqu'a leur réduction en poudre,
ensuite sont mise a la maceération dans un mélange éthanol/eau (7:3 V/V) a un rapport de 1/5
(P/IV).

L’extrait hydroalcoolique est récupéré dans un premier temps aprés filtration du
mélange, le solvant est éliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite dans un
rotavapeur. Permettant ainsi d’obtenir un extrait caractérisé par une couleur vert foncée, qui

est considéré comme étant I’extrait brut (Biesaga, 2011) (Figure 09).
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100g de partie aérienne séche + 500ml de
solvant

iy

Macération a froid (24h)
a température ambiante

0

Filtration

U

Evaporation a 60°C

I

-Analyse quantitative et qualitative
-Evaluation de I’activité antioxydante,
antibactérienne et antihémolytique

Figure 09. Etapes de préparation des extraits

I.3. Détermination du rendement
Le rendement est la quantit¢ d’extraction obtenue par rapport a la maticre seche

initialement utilisée, la valeur de rendement est exprime en % (Bssaibis et al., 2009)

Rendement d’extraction est calculé par la formule suivante :

Masse du Résidu Extrait
R%= x100
Masse Initial du Végétal

1.4. Dosage des composés phénoliques
1.4.1. Principe

Le dosage des polyphénols se fait avec le réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et
Rossi), qui en milieu alcalin se réduit en oxyde de tungstene et de molybdéne donnant une
couleur bleue en présence de polyphénols. Le réactif FCR, constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMO12040), est réduit,
lors de l'oxydation des phénols, en mélange d'oxydes de tungstene (WsO23) et de
molybdene (MOgO23). La coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols

totaux et possede une absorption maximum aux environs de 750-765nm.
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1.4.2. Mode opératoire

Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique
» Préparation de la solution S1 :

On prend 2 mg de ’acide gallique et on le dissolve dans 2 ml d’eau distillé pour obtenir

la solution S1 (2mg/2ml ou 2000 pg/2ml)(Tableau?2).

Tableau 02 : Préparation de la solution S1.

Tube/Concentration | Al A2 A3 A4 A5 A6
(Hg\m) (50) (100) (200) (300) (400) (500)
Solution S1 (ml) 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Eau distillé (ml) 0.95 0.90 0.8 0.7 0.6 0.5

» Préparation de Na.CO3 de 2 a 7% (Carbonate de sodium)

Pour 2% on dissolve 2 gramme de Na,COsz (Carbonate de sodium) dans 100 ml d’eau

distillé pour obtenir la solution S2.
» Préparation de I’extrait de plante

Une masse de 1 milligramme d’extrait est dissoute dans un volume de 1ml d’eau distillé

pour obtenir la solution S3.
» Procédure
A .Pour I’extrait

125 pl (S3 solution d’extrait de plante) + 500 ul d’eau distillé +125 pl de FCR +
attendre 3 mn + 1250 pl (S de carbonate de sodium Na;COs) + 1 ml d’eau distillé + mettre le

mélange a I’obscurité et attendre 90 mn + lecture a 760 nm
B. Pour I’étalon de I’acide gallique

Les procédures de la préparation de la gamme d’étalonnage de 1’acide gallique sont

résumées dans le tableau 03
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Tableau 03 : Gamme d’étalonnage de ’acide gallique

Tubes
125 pl Al A2 A3 Ad A5 Ab
Eau distillé (ul') | 500 500 500 500 500 500
FCR (ul) 125 125 125 | 125 125 125
Attendre 3mn
S2 (ul) 1250 |1250 |1250 |1250 | 1250 | 1250
Eau distillé (ml) 1 1 1 1 1 1
Mettre le mélange a I'obscurité et attendre 90 mn
Lecture a 760 nm

I.5. Dosage des flavonoides

1.5.1. Principe

La concentration des flavonoides dans les extraits est basée sur la complexation avec

Al*3 et les résultats sont exprimés en équivalents de Quercetin (Tiirkoglu et al., 2007)
» Préparation de 1 M Potassium acetate (CH3sCOOK)

Pour 1M Potassium acétate (CH3COOK) on dissolve 9,80g de (CH3COOK) dans 100ml

d’eau distillé pour obtenir la solution S1.
» Préparation de ’extrait de plante

Une masse de 1mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de méthanol pour
obtenir la solution S2.

1.5.2. Mode opératoire

A. Pour P’extrait

250 ul (S2) (extrait de plante) + 2550 pl (MeOH) +100 pl (S1) (CH3COOK) + 100 pl
(AI(NO3)2, 9H20) + attendre 40 mn + lecture a 415 nm.
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B. Pour I’étalon
Préparation de la gamme d’étalon de la Quercetin

On prend 12,6 mg de la Quercetine et on le dissolve dans 25 ml de méthanol pour
obtenir la solution S3. Les étapes de la réalisation de la gamme d’étalon de Quercetin comme
suivant (Tableau 04).

Tableau 04: Gamme d’étalonnage de la Quercetin.

ntration

0 25 50 75 100 | 125 | 150 | 175 200
(Mg/ml)
MeOH (ul) 4800 | 4775 | 4750 | 4725 | 4700 | 4675 | 4650 | 4625 | 4600
S3 (ul) 0 25 50 75 100 | 125 | 150 |175 200
S1 (ub) 100 | 100 |100 |100 |100 |100 | 100 | 100 100
Nitrate d’aluminum
) 100 | 100 |100 |100 |100 |100 | 100 | 100 100
u

1.6. Evaluation de ’activité antioxydante, antibactérienne

1.6.1. Activité antioxydante (Test du DPPH)

C’est I’un des principaux essais employés pour explorer 1’utilisation des extraits d’herbe
comme antioxydants (Markowicz et al., 2007). En présence des piégeurs de radicaux libre.
Le diphenylpyryl-hydrazyl (DPPH) de couleur violette se réduit en 2.2 diphenyl 1 picryl
hydrazine de couleur jaune (Maataoui et al., 2006 ). Cette capacité de réduction est
déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances anti radicalaires

(Majhenic et al., 2007 ; Chenni, 2016). (figure 10)
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(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine)

Figure 10 . Forme libre et réduite du DPPH (Chenni, 2016).

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 3,5 mg de DPPH dans 100 ml de

méthanol.
> Prépation solution d’extrait

Peser 3 mg d’extrait et le dissoudre dans 3ml de méthanol pour obtenir une concentration
Img /ml (Chamsa, 2015), puis appliquer une série de concentration d’extrait sur le DPPH
(tableau 05).

Tableau 05 : Evaluation DPPH avec l'extrait.

N° Tube | Concentration | Volume de I'extrait Volume de methanol
01 1000 pg/mi 200 pl de solution mere | 00 pl

02 500 pg/ml 200 pl de solution mere | 200 pl

03 250 pg/mi 200 pl de tub 02 200 pl

04 125 pg/ml 200 pl de tub 03 200 pl

05 62.5 pg/ml 200 pl de tub 04 200 pl

06 31.25 pg/ml 200 pl de tub 05 200 pl

07 15.625 pug/ml | 200 pl de tub 06 200 pl

08 7.8125 pg/ml | 200 ul de tub 07 200 pl

» Préparation d'Acide ascorbique

Peser moins de (1-2 mg) d'acide gallique et le dissoudre dans un double volume d’cau

distillé afin d'obtenir une concentration de 0,5 pl/ml (tableau06)(Chamsa 2015).
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Tableau 06 : Evaluation DPPH avec Acide ascorbique

o . Volume d'acide | Volume de
N° Tube | Concentration . : A
ascorbique (solution mere) | methanol

01 250ug/ml 200 pl de solution mere 200 pl
02 125ug/ml 200 de tub 01 200 pl
03 62.5ug/ml 200 pl de tub 02 200 pl
04 15.625ug/ml 200 pul de tub 03 200 pl
05 7.81ug/ml 200 pl de tub 04 200 pl
06 3.9ug/ml 200 pl de tub 05 200 pl
07 1.9ug/ml 200 pl de tub 06 200 pl
08 0.97pg/ml 200 pl de tub 07 200 pl

L’absorbance par spectrophotométrie UV-Vis a été lues a 517 nm aprés 30 min de
temps d'incubation a température ambiante. L'absorbance d'un échantillon blanc contenant la
méme quantité de méthanol et de solution de DPPH dans les mémes conditions opératoires a
été faite. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH qui a été

calculé par la formule suivante :
% Inhibition = (AO - A1 / AO) x 100

A0 : L'absorbance de controle

A1 : L'absorbance d’échantillon

Le pourcentage d'inhibition a été porté en fonction de la teneur en phénol et la
concentration d’inhibition (réduire) de 50% de DPPH a été déterminée. la CIS0 est calculée a
partir de 1’équation obtenue par le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de

I’extrait/ et 1’acide ascorbique.

1.6.2. Activité antibactérienne

Evaluation de D’activité antimicrobienne de I’extrait éthanolique par la méthode de
diffusion en milieu gélosé (antibiogramme) (Treki et al., 2009). Cette technique repose sur
I'apparition d’une zone d'inhibition autour du disque contenant I'extrait de la plante (Bssaibis

et al., 2009).

1.6.2.1 Matériel biologique

Les souches bactériennes testées sont provenus du laboratoire de microbiologie de
département des SNV de I'université d’El oued. Le support microbien est composé de:
Staphylococcus aureus (Gram+), Pseudomonas aerugenisa (Gram-), Bacillus cereus

(Gram+).
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Nous avons choisi de tester nos extraits sur ces souches bactériennes parce qu’elles sont

les agents pathogenes les plus fréquemment impliquées dans les infections humaines.

» Description les souches étudiées

1. Pseudomonas aerugenisa

Famille des Pseudomonadaceae, bacille & Gram négatif ne fermentant pas le glucose,
mesurant habituellement (0.5-1.0 X1.5-5.0 um) (Brenner et al., 2005), Largement présent
dans I’environnement (eau, sol, végétaux). Bactérie aérobie stricte, mobile (Bousseboua,
2005), elle peut produire deux pigments: la pyocyanine, de couleur bleue verdatre, et la
fluorescéine, de couleur jaune verdatre. L’espéce se caractérise par 1’odeur particuliére que

dégagent apres la culture (Kayser et al., 2005).

La bacterie est invasive et cytotoxique. Elle produit une grande quantité de facteurs de
virulence et lié aussi a la présence de biofilm, (Al-Dahmoshi, 2013; Chaker, 2006) est une
bactérie pathogéne opportuniste a large spectre d'hotes, responsable de nombreuses infections
nosocomiales chez I'homme et représente aujourd’hui un véritable probléme de santé publique
surtout par I'apparition des souches multi résistantes (Hota et al., 2009 ; Mahmoud et al.,
2013).

2. Bacillus cereu

C'est une bactérie appartenant a la famille des Bacillaceae. Gram positif, aéro-anaérobie
facultatif, et mobile (x), habituellement les bacteries sont observés en paires ou en chainettes
courtes et capable de former des endospores (Morello et al, 2003 ; Brenner et al., 2005),
capable d'élaborer plusieurs toxines, y compris un nécrosante entérotoxine, une toxine
émétiques, phospholipases, protéases, et hémolysines. Ils sont des facteurs déterminants
pathogenes importants (Drobniewski, 1993). Généralement sont largement répandues dans
I'environnement est fréquemment responsable d'intoxications alimentaires et contaminer les

aliments par ses spores. (Bottone, 2010).
3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une coccobactérie Gram positif, catalase positive appartenant
a la famille des Staphylococcaceae . Il a un diamétre d’environ (0,5 a 1,5 wm), est immobile,
asporulé et facultativement anaérobique il est habituellement disposé en grappes. De
nombreuses souches produisent des entérotoxines staphylococciques (Becker et al., 2004).
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1.6.2.2. Méthode d’étude de I’activité antibactérienne

1.6.2.2.1. Préparation des souches

A) Revivification des souches bactériennes

La revivification des souches est une étape nécessaire avant leur utilisation car leur
activité biologique est nulle. Donc, elle a pour but 1I’obtention d’une culture jeune et pure. Elle
consiste a ensemencer en stries la surface de la gélose nutritive préalablement coulée et
solidifiée dans les boites de Pétri quelques colonies des souches conservées a 4°C (milieu
gélose nutritif pour les bactéries). Les boites de Pétri renfermant chacune une souche de

bactérie sont incubées a 37°C pendant 24 h (Bouchouka, 2016)(figurell).

| e

bactéries en milieu de conservation

révivification

gélosa nutritive

<7

Inculation @ 37¢..24 h

Figurell . Revivification et culture des souches bactériennes

B) Préparation des disques

Des disques de 6 mm de diameétre sont découpés du papier Wattman N° 3 et stérilisés

dans un autoclave pendant 20 min & 120°C (Yin et al., 2013).
C) Préparation des dilutions

Diluée la concentration d’extrait éthanolique Ocimum basilicum L. ont été préparé dans

DMSO (Voraet al., 2017).
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D) Préparation de I’inoculum

A partir des cultures jeunes préparées, on préleve quelques colonies des bactéries dans
environ 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9 %. On agite ensuite les tubes au vortex

pendant quelques secondes (Reghioua, 2006 ; Ouis, 2015).
E) Dépdt de disques

Une fois le milieu de culture qui contient les suspensions microbiennes est solidifié, on
préléve aseptiquement a I’aide d’une pince stérile 4 disques absorbant stérile de 6 mm et on
I’imbibe avec 10ul de concentrations de I’extraie d’Ocimum basilicum L. & tester, puis on le

dépose sur la gélose préalablement préparée (Labiod, 2016).
F) Incubation

On incube les boites de Pétri a 37°C pendant 24h pour les bactéries, et 48h pour

I’espéce fongique (Lahoum et al., 2016).
1.6.2.2.2. Méthode d'application des disques d’antibiogramme
Cette méthode de est préconisée par (carson et al., 1995 ; cavallo et al., 2006 )

> La gélose M-H, préalablement fondue au bain marie bouillant, a été
coulée en boite de pétri a une eépaisseur de 4mm.

> Les boite de M-H refroidies sont inoculées (par ajoute) de 1ml
d’inoculum (108 UFC /ml) de fagon a recourir toute la surface gélosée.

> Des disques stériles de 6mm de diameétre sont imbibes d’une quantité

suffisante (10ul) de extrait.

> Un disque d’antibiotique (Gentamécine10) est utilisé comme témoin.

> incubation 18-24 heures a 37°C pour les souches bactériennes dans
I'étuve.

> Aprés incubation ces disques impregnes sont alors déposés sur la gélose

et les extraits diffusent des disques dans la gélose.
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1.6.2.2.3. Lecture des résultats

Apres 24 heures d’incubation, mesurer a 1’aide d’une régle graduée le diameétre
d’inhibition des bactéries auteur des disques. Le diamétre (mm) de la zone entourant le

disque est proportionnel a la sensibilité du germe étudié (Figurel2).

Disque de papier Tapis bactérien

imbibé d'HE

ﬁ

/ \
[ \ / —u
\ =1 @
A= / Incubation a 37°C \ S5
Inoculum N pendant 24 heures ~ v/
bactérien \—;—/ N
1 S
Boite de pétri avec Diamétre d'inhibition

milieu gélosé

Figure 12. Principe de la méthode de diffusion sur disques (Chenni, 2016).

Les étapes d’évaluation de I’activité antibactérienne sont résumées dans la figure 13.
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[ mis en suspension dans [ eau physiologique ]

[ incubation a 37c° pendant 24h ( bactéries) J

-

Mesure des diameétresdes zones d” inhibition

Figure 13. Protocole d’évaluation de l'activité antimicrobien d'un extrait végétal.
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1.7. Activité anti- hémolytique

1.7.1. Principe

Cette activité est basée sur le pouvoir d’extrait phénolique de Ocimum basilicum L. a
empéché la destruction des globules rouges contre l'agression des radicaux libres. Le test
hémolyse a été réalisé par méthode d’Abirami et al., (2014). Ce test permet de suivre
I'évolution positive ou négative d'une prescription, sur I'état de défense de l'individu vis avis
des radicaux libre un globule rouge pour résiste a cette agression jusqu'a ce que la membrane
soit modifié et que la cellule laisse échapper son contenu (Maamri, 2008). La lyse de cellule
sanguine est induite par des générateurs de radicaux libres qui perturbent la membrane
plasmique (peroxyde d'hydrogéne H202, trichlorure de Fer FeCl3)(Chouikh, 2015).

> Preparation des Globules rouges
Cing millilitre de sang d'une personne saine ont été recueillis dans des tubes traités a
I’EDTA, puis centrifugés pendant 5 min a 1000 tour/min. Le surnageant a été éliminé et le
culot a eteé laveé trois fois avec du PBS (0,2 M, pH 7,4) puis remis en suspension dans une
solution saline (4%), (Yang et al., 2005).

1.7.2. Mode opératoire

Selon la méthode d’Abirami et al., (2014), le sang humain utilisé dans ce test est

obtenu par préléevement veineux d'un volontaire non-fumeur.

» Le sang collecté dans un tube héparine (anticoagulant EDTA), il est dilué par I'eau
distillée et centrifugé & 3000tours/ min pendant 10 minutes .

» Apres élimination du plasma, 1 ml de culot avec 1 ml de ’eau distillé est centrifugé
pendant 10min de vitesse 3000tours/min .

» On mettre 40ul de surnagent avec 2 ml de notre extrait ou I’acide ascorbique
(standard) et incubé pendant 5 min a 37 © C, on ajoute 40ul d'eau oxygénée, et 40ul
trichlorure de fer et 40ul d'acide ascorbique .

> Puis le mélange est incubé pendant une heure dans 1’étuve a 37 °C, et centrifugé a une
vitesse de 700 cycles / min pendant 10 min ; Enfin absorbance de surnagent est

mesuré a 540 nm.

Le pouvoir anti-hémolytique est exprimé par le pourcentage d'inhibition :

% d'hémolyse = (Abs controle / Abs échantillon) x 100
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ou:
Abs contrdle : absorbance du contrdle (par 1’eau distillé).

Abs échantillon : absorbance de 1’échantillon ou de I’acide ascorbique.
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11.1. Détermination de rendement

Le rendement de I’extraction est déterminé par le calcul du rapport entre le poids de
I’extrait et le poids du matériel végétal utilisé pour I’extraction. Le rendement est exprimé en

pourcentage.

Les résultats de I’extraction par macération de la partie aérienne de la plante Ocimum
Basilicum L. par I’éthanol pour déterminer le rendement et ses caractéristiques (Couleur et
aspect) enregistrent une valeur de rendement de 5,72% dans une masse de 100g de matiére

séche, avec une couleur verte foncée avec un aspect visqueux.

Notre résultat est considéré comme tres faible par rapport a celui trouvé par Karthika et
al. (2017), Prasath et al. (2019) et Rezzoug et al. (2019) chez la méme espéce (Ocimum
basilicum), qui sont respectivement de 20,67%, 13,5%, et 20,16%. Il est inférieur aussi aux
résultats enregistrés par Warsi et Sholichah (2017) avec une valeur de 62,54%. En effet, le
rendement d’extractions des plantes dépend essentiellement de leurs propriétés génotypiques
(Ebrahimzadeh et al., 2008), la variété, la saison de récolte, la localisation géographiques,
les différentes maladies que peuvent affecter la plante, la maturité de la plante (Park et Cha,

2003), la maniére et la durée de la conservation (Ozgiiven et Tansi, 1998).

Ont a observés que le rendement de notre échantillon est séverement inférieur a celui
trouvé dans les études précédente méme chez la méme espéce, cette variation du a la
différence intra-espeéce, les facteurs environnementales, et la période d’échantillonnage. Selon
(Tonzibo et al., 2000), la diminution du rendement peut étre aussi due a des pertes par
évaporation et/ou une activité de biosynthése qui se poursuit long temps aprés la récolte de la
matiere vegetale. Ces variations peuvent étre expliqué par la maturité des fleurs, 1’interaction
avec I’environnement (type de sol et température), le moment de la récolte et la méthode

d’extraction (fertout et al., 2016).

11.2. Dosage des composées phénoliques

11.2.1. Teneur en polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques totaux d’extrait éthanolique de la plante étudiée ont

¢été calculée a partir de 1’équation de la courbe d’étalonnage d’acide gallique

(Figure 14). La teneur est exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique (EAG)/g

d’extraits sec.
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Figure 14. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

La teneur en polyphénols totaux dans I’espéce étudiée est 43,438 pg/mg EAG/g
d’extrait sec. Nos résultats montrent que 1’Ocimum basilicum L. étudiée est moins riche en
composés phénoliques comparativement aux teneurs obtenues dans les travaux précédents, ou
Al-Ghamdi et al., (2020) ont trouvé une valeur plus élevée de 166,03 pug/ mg chez la méme
espéce prélevée de Saudi Arabia, et d’autre prélevée d’El-Tarf (Algérie) avec une valeur de
110 pg/mg (Bendahmane et al., 2020).

Ce qui confirme que les teneurs en polyphénols totaux d'extrait éthanolique d’Ocimum
basilicum L. peuvent étre varient considérablement dans la méme espéce d'une région a une
autre. Selon Ebrahimzadeh et al. (2008), ces différences de teneur phénoliques d’extrait
dépend essentiellement: de leur origine, la variété, la saison de récolte, la localisation
géographique, les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité de la plante
(Park et Cha, 2003), et les conditions climatiques dures des endroits ou elles poussent
(température élevée, grande exposition au soleil, la sécheresse et la salinité) qui stimulent la
biosynthese des métabolites secondaires comme les polyphénols. Aussi, elle peut étre liée a
la, distribution des métabolites secondaires, peut changer pendant le développement de la
plante (Falleh et al., 2008).

En effet, le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement dans une

plante, cela peut étre attribué a plusieurs facteurs :

* La saison de récolte, le séchage, la duré de stockage de la plante et le traitement auquel

elle est soumise (Benedec et al., 2012).

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

I’estimation de la teneur des phénols totaux (Bentabet et al., 2014). D’une maniére générale,
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on constate au cours du séchage, une modification de la composition chimique de 1’huile
essentielle des feuilles d’O. Basilicum. Cette modification est remarquable au niveau 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 (Dabire et al., 2011).

On remarque aussi par consequences des etudes précedentes ils ya 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 (Aganga et Mosase, 2001).

11.2.2. Teneur en Flavonoide

Les teneurs en flavonoides d’extrait éthanolique ont été calculées a partir de I’équation

de la courbe d’étalonnage de la quercétine (Figure 15).

1,2
y=0,0042x+ 0,1866
L R*=10,935
w * *
o
9
§ 0,8 r S
ﬁ 0,6 *
s .
=
< 0.4
P
0,2
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Figure 15. Courbe d’étalonnage de la qurecetine

A partir de la courbe d’étalonnage de la quercitrine, la teneur en flavonoide a été
déterminée dans I’extrait en ug équivalent de quercetine/mg d’extrait sec. Les résultats de ce
dosage donnent des valeurs de flavonoide varient entre 1,53 et 5,79 avec une moyenne de

3,66 ng EQ/mg Extrait sec d'Ocimum basilicum L.

les valeurs obtenus dans ce travail sont tres faible a celles trouvées par Prasath et
al,.(2019) qui ont trouvés une teneur de flavonoides de 43,65 mg/g chez la méme espéce. De

méme chez d’autre espéce fait partie de la méme famille (Lamiacée), ou Belloul et la., (2016)
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enregistrant une valeur de 15,72mg/g . Dans une autre étude sur d'Ocimum basilicum L.,

Prasath et al.,(2019), ont trouvé une teneur de flavonoide de 43,65 mg équivalent

quercétine/g d’extrait .

La différence dans la quantité en polyphénols et en flavonoides peut étre due a plusieurs
facteurs comme montrent diverses études. Les facteurs climatiques et environnementaux: la
situation géographique, la sécheresse, le sol, I’agressions et les maladies, et le patrimoine

génétique et le stade de développement de la plante (Bentabet et al., 2014).

11.3. Activité biologique

11.3.1. Evaluation de ’activité antioxydante

Nous avons employé le test chimique du 2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH), afin

d’étudier I’activité antioxydante, exprimant la capacité de réduction des radicaux libres.

Les résultats obtenus nous a permettent de tracer des graphes illustrent la variation du
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration d’extrait de la plante étudiée/et

I’acide ascorbique (figurel6, figurel?).

y=10,2901Ix+ 3,6018
40 R*=10,998

%inhibition

Q 20 40 60 80 100 120 140
Concentration de I'extrait pg/ml

Figure 16 .Pourcentage d’inhibition du DPPH par l'extrait d'Ocimum basilicum L.
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Figure 17 . Pourcentage d’inhibition du DPPH par 1’acide ascorbique.

Nos résultats montrent que l’augmentation de concentration acide ascorbique et
I’extrait de la plante étudiée entrainent une augmentation de l’activité antioxydante puis
augmentent le pourcentage d’inhibition, la concentration d’inhibition de 50% (IC50) de
DPPH chez la plante est de 159,94 png/ml d’extrait qui est tres faible par apport a celle trouvée

chez I’acide ascorbique avec une valeur de 7,06pg/ml.

Les valeurs de concentration nécessaire pour piéger (perte) 50% du radical DPPH
obtenus dans cette étude montrent que 1’extrait d’O. basilicum L. présente une faible activité
antioxydante avec une forte valeur de CI50. Selon (Pokorny et al., 2001), plus la valeur de

CI50 est faible plus I’activité de ’extrait est grande.

La méme remarque mentionnée par Chenni (2016), I’extrait des feuilles d’O. basilicum
présente une inférieur activité antioxydante. Par contre les huiles essentielles de cette plante
ont une forte activité antioxydante avec une valeur de concentration d’inhibition 50 de

8,1mg/ml (Chenni, 2016), et de 11,23mg/ml (Ahmed et al., 2019).

Selon (Maidi, 2014), la présence d’une forte activité antioxydante est expliqué par sa

richesse en phénols totaux notamment les tanins et les flavonoides.

Notre espece étudiée dans des valeurs faible des teneurs en polyphénols et en flavonoide
dont peuvent étre la cause principale de la faible activité antioxydante d’extrait d’Ocimum

basilicum L.

D’autre facteur peut étre affecter le pouvoir antioxydant d’aprés (Kokou et al., 2014),
I’effet du séchage de la biomasse d’Ocimum basilicum L a une forte influence sur le pouvoir

antioxydant des extraits de cette biomasse. De méme Dabire et al., (2011), I’effet du séchage
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de la matieére végétale provoque une modification trés importante de 1’activité antioxydante

des extraits de basilic

11.3.2. Evaluation de Pactivité antibactérienne

Nous avons étudié le pouvoir antimicrobien des extraits isolés de la plante Ocimum

basilicum L. par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélose.

L’activité antimicrobienne est estimée en termes de diameétre de la zone d’inhibition
autour des disques contenant les produits a tester vis-a-vis des germes pathogeénes (trois

bactéries).

11.3.2.1. Antibiogramme de souches testées

Le pouvoir antimicrobien de 1’antibiotique 1’antibiogramme a pour but de prédire la
sensibilité d’un microorganisme vis-a-vis d’un ou plusieurs antibiotiques (contrdle positif).
Cette sensibilité est exprimée par ’apparition des zones d’inhibition autour de ces disques.
Les différentes souches bactériennes ont été testées a antibiotique et les résultats sont résumés

dans le tableau suivant :

Selon les résultats de 1’antibiogramme (tableau 07) on remarque que la gentamycine est
plus efficace sur la Pseudomonas aerugenisa avec un diamétre d’inhibition de 30 mm, suivi
de Staphylococcus aureus avec une valeur de diametre de 20 mm, et moins efficace chez la
Bacillus cereus avec un diamétre d’inhibition de 14 mm. Nous avons constaté que les

bactéries gram négatif sont moins résistante par rapporte le gram positif.

Tableau 07: Résultats d’antibiogramme des souches testées; DI: Diametre

d’inhibition, GN: Gentamycine.

Bacillus cereus | Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
(Gram +) (Gram +) (Gram -)
GN DI (mm) DI (mm) DI (mm)
14 20 30

Les principaux sites d’action des antibiotiques sont la paroi bactérienne, la cible des
antibiotiques au niveau de la paroi bactérienne est un constituant indispensable a la bactérie :
le peptidoglycane. Chez les bactéries a Gram positif, le peptidoglycane est la partie la plus
externe de la bactérie. Il est plus épais que chez les bactéries a Gram négatif et entoure la

membrane cytoplasmique de la bactérie. Chez les bactéries a Gram négatif, la paroi contient
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un élément supplémentaire, la membrane externe, laquelle entoure le peptidoglycane, plus fin

que chez les bactéries a Gram positif (Emilie et al., 2019).

11.3.2.2 Activité antimicrobien d'extrait

Les résultats obtenus dans le test de I’activité antibactérienne par la méthode des
disques sont présentés dans le tableau 08 et figure 18.

Tableau 08: Activité antibactérienne de I’extrait de la plante étudiée ;

Sig:signification, ++: Assez sensibilités, +: faible sensibilité.

L’extrait d’Ocimum basilcum L.
) Diametre (mm) 10
P. aeroginosa -
Sig ++
S aureus D_|ametre (mm) 9
Sig +
B. cereus D_|ametre (mm) 10
Sig ++

Staphylococcus aureus

Figure 18. Evaluation de l'activité antibactérienne d'extrait d'Ocimum basilcum L. sur

les différentes souches bactériennes.

Les résultats obtenus montrent que I’extrait de basilic est active sur tous les germes

testés, mais la sensibilité varie selon la souche : P. aeruginosa et B. cereus sont la plus
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sensible ensuite vient le S. aureus. Nos résultats sont trés proche de ceux indiqués par (Al-
Ghamdi et al., 2020) (zone d'inhibition de 10 mm)

Mais en généralement ces résultats considéré faible par apport aux résultats d’autre
travau de Chenni (2016) ayant rapporté dans leurs travaux sur les huiles essentielles de O.
basilicum et montrent que ’activité observée contre Bacillus cereus, Staphylococcus aureus
et Pseudomonas aeruginosa sont la plus importante avec un diamétre d'inhibition a l'order
(17 mm, 12 mm, 20 mm).

Selon (Al-Ghamdi et al., 2020), les activités antimicrobiennes des plantes ont été
attribuées a des composants bioactifs dans les plantes tels que les alcaloides, les saponines,

les tannins, les flavonoides, les stéroides et les anthraquinones.

la différence trouvé entre les extraits peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs tels que
les facteurs inhérents ; variété, conditions ambiantes, facteurs écologiques, variations
saisonniéres et méthodes d'extraction (Turkmen et al., 2007), préparation d’extrait, solvant
utilisé, sensibilité des bactéries (Loziene et al., 2007) et organe de plante utilisé (Natarajan
et al., 2005).

11.3.3. Evaluation de I’activité anti-hémolytique

Le test d’hémolyse a été évalué parce que, méme si une plante possede un pouvoir
antioxydant puissant pour déterminer la fagon globale le potentiel de défense d’un individu
vis-a-vis d’une agression aux radicaux libres pour causée la destruction des globules rouges,
son utilisation en médecine traditionnelle et dans les préparations pharmacologiques sera
impossible en présence de leur effet hémolytique, qui est un indicateur de cytotoxicité. Dans
ce test I’acide ascorbique utilise comme standard, les résultats obtenus sont représentés dans

les figures 19et 20.
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Figure 19. Pourcentage anti-hémolytique d’acide ascorbique.

D'aprés les résultats trouves, on observe un ajustement inverse entre les différentes

doses d’extrait/et acide ascorbique et le pourcentage hémolytique de globules rouges. En

présence de I’extrait végétal I’hémolyse a diminué (Figure 20), ou les valeurs de pourcentage

de I'nemolyse enregistrées sont diminuées progressivement de 75% a 20%.
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Figure 20. Pourcentage anti-hémolytique d’extrait de la plante étudiée

Cela révele un effet protecteur de 1’extrait contre la hémolyse mais aussi

I’acide

ascorbique présent un effet anti-hémolytique plus importent que 1’extrait étudié. Nos résultats

sont en accord avec les travaux de Belalit et al., (2019) sur d'autre espece de Marrubium qui
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fait partie de la famille Lamiaceae, ou ont montré que cette espece a une activité anti

hémolytique efficace.

Ces résultats suggérent que la protection contre le stress oxydant passerait probablement
par I’inhibition de la peroxydation lipidique, et par la diminution de la sensibilité a I'oxydation
des globules rouges par les polyphénols (Zubeyir, 2016). Cela peut également étre dd a la

présence de flavonoides au sein des membranes cellulaires, site de 1’oxydation lipidique

(Valente et al., 2010).

Le mode daction des extraits présentant un potentiel de stabilisation membranaire
pourrait étre attribué a leurs liaisons aux membranes érythrocytaires. Cela peut empécher les
interactions physiques avec les agents d'agrégation impliquées dans I'némolyse des globules
rouges (Chioma, 2017).
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Ce travail nous a permis de mettre en évidence le rendement les différents propriétés

phytochimique et biologiques de I'extrait d’Ocimum basilicum L.

La détermination de rendement d’extrait de 1’espéce étudiée révele une valeur tres faible
par apport aux résultats trouvés dans les études précédentes, c’est les conséquences de la

variation inter et intra espéce, et I’effet des facteurs climatiques, géographique.

La quantification des polyphénols et les flavonoides, montre que ’extrait éthanolique
d’Ocimum basilicum L. est moins riche de ces composants en vu de I’effet de séchage, la

méthode d’extraction, et les conditions dans lesquelles la plante vivait.

L’activit¢ antioxydante d’une plante liée aux teneurs des polyphénols et des
flavonoides, le test de I’activité antioxydante chez 1’espece étudiée (Ocimum basilicum L.)
indique un faible pouvoir antioxydant a cause de faible quantité des polyphénols et
flavonoides trouvé dans cette étude. De méme que ’activité antibactérienne montre que cette
plante a une capacité d’attaquer certaines souches bactériennes comme la Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa, et son efficacité sur les bactéries de Gram
positif comme de Gram négatif, contrairement a I’antibiotique testé (Gentamycine) qui plus
efficace sur les bactéries Gram™ et moins sur les Gram®, les résultats trouvés montre une
efficacité de plante sur le Pseudomonas aeroginosa (Gram-) et Bacillus cereus (Gram®), et

moins sur Staphylococcus aureus (Gram+).

Cette étude montre également que la plante étudiée a une capacité protectrice des

globules rouges de stress en vu des résultats de test antihémolyse.
Perspectives

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avere indispensable pour la
lutte contre les maladies causees par les bactéries et le stress oxydatif, Donc on devrait aller

étudier les plantes médicinales et leur utilisation en toute sécurité.

Le but d’investigation dans les plantes représente un potentiel inestimable pour la

découverte de nouvelles substances a pouvoir antimicrobien et antioxydant.
De ce point de vue, nous proposons

> Déterminer les liaisons chimiques présentes dans les polyphénols pour évaluer
la capacité antioxydante
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> Identifier les principes actifs responsables de I’activité anti hémolytique
> Tester cette plante dans 1’épuration des eaux usées, et contaminée par les

microorganismes pathogenes.
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