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Annexes

Figure 30. Matériels utilisées pour ’activité antibactérienne (Oknene et Harbi, 2019)
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Figure 28. Dosage phytochimique de différentes concentrations (Oknene et Harbi, 2019)
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Tableau 21. Absorbance de différente concentration d’extrait méthalonique avec DPPH de
L.stoechas

Concentration mg/ml Absorbance
0,01 0,7

0,02 0,6

0,1 0,52

0,2 0,45

0,3 0,3

0,5 0,15

Tableau 22. Absorbance de différente concentration d’extrait méthalonique avec DPPH de
O.basilicum.

concentration Absorbance
0,01 0,62

0,02 0,6

0,1 0,55

0,2 0,52

0,3 0,4

0,5 0,25
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Tableau 17. Dosage de tanin d’extrait méthalonique d’O.basilicum

Dilution Absorbance
12 0,014
1/5 0,002
1/10 0,001

Tableau 18. Dosage de polyphénols totaux d’extrait aqueux d’O.basilicum

Dilution Absorbance
12 2

1/5 0,93

1/10 0,42

Tableau 19. Dosage de flavonoides d’extrait aqueux d’O.basilicum

Dilution Absorbance
1/2 0,55
1/5 0,37
1/10 0,28

Tableau 20. Dosage de tanin d’extrait aqueux d’O.basilicum

Dilution Absorbance
1/2 0,032

1/5 0,014

1/10 0,01
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Tableau 13. Dosage de flavonoides d’extrait aqueux de L.stoechas

Dilution Absorbance
12 0,33
1/5 0,05
1/10 0,03

Tableau 14. Dosage de tanin d’extrait aqueux de L.stoechas

Dilution Absorbance
12 0,17

1/5 0,1

1/10 0,042

1/50 0,032

Tableau 15. Dosage de polyphénols totaux d’extrait méthalonique de O.basilicum

Dilution Absorbance
1/2 0,8
1/5 0,5
1/10 0,2

Tableau 16. Dosage de flavonoides d’extrait méthalonique de O.basilicum

Dilution Absorbance
12 0,61

1/5 0,5

1/20 0,33

B



Annexes

Les annexes

Tableau 8. La masse d’extraits sec des deux plantes testées

Matériel végétal

La masse d’extrait sec

La masse d’extrait sec

aqueux (g) méthalonique (g)
L.stoechas 0,3 0,12
O.basilicum 0,7 0,56

Tableau 9. Dosage de polyphénols totaux d’extrait méthalonique de L.stoechas

Dilution Absorbance
1/2 0,83

1/5 0,41

1/10 0,22

1/20 0,1

1/50 0,04

Tableau 10. Dosage de flavonoides d’extrait méthalonique de L.stoechas

Dilution Absorbance
1/2 0,97
1/5 0,62
1/20 0,32

Tableau 11. Dosage de tanin d’extrait méthalonique de L.stoechas

Dilution Absorbance
12 0,097
1/5 0,026
1/10 0,005

Tableau 12. Dosage de polyphénols totaux d’extrait aqueux de L.stoechas

Dilution Absorbance
1/2 1,42
1/5 1,19
1/10 1,22
1/20 0,83
1/10 0,38
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Conclusion et perspectives

Le travail de recherche que nous avons entrepris, s’inscrit dans le cadre de la
valorisation des substances naturelles de la flore algérienne d’El -Tarf. Nous sommes
intéressés a 1’étude phytochimique et I’activité antioxydante et antimicrobienne de deux

plantes d’El-Tarf a savoir : Lavandula stoechas et Ocimum basilicum.

Le dosage phytochimique, en tant qu’analyse quantitative, a mis en évidence la forte
présence des polyphénoliques totaux et des tanins dans les feuilles de L.stoechas par rapport
a O.basilicum. Cependant ces plantes contiennent des faibles quantités en tanins.
L’extraction aqueuse est toujours la meilleure pour les polyphénols totaux et les tanins que
I’extraction méthalonique a 1’encontre des flavonoides totaux qui sont mieux extrait par le

méthanol.

Il ressort de 1’étude des activités antioxydantes que les feuilles des deux plantes ont
une bonne activité antioxydante. Ces résultats présentent une bonne corrélation positive avec

les teneurs en polyphénols totaux.

Nous avons pu mettre en évidence l'effet inhibiteur in vitro des huiles essentielles des
deux plantes sur plusieurs souches bactériennes. Les résultats obtenus montrent que la
majorité des huiles essentielles présentent des effets inhibiteurs plus au moins remarquables.
Cette ¢étude indique la présence de corrélations avec les teneurs en compos€s phénoliques

totaux.

En conclusion, les résultats obtenus méritent d'étre complétés. Il serait intéressant
d’évaluer d’autres activités pharmacologiques in vitro et in vivo tout en cherchant a isoler et

a caractériser les molécules bioactives responsables de ces activités.

E



Résultats et discussion Partie expérimentale
]

du pouvoir inhibiteur de I’HE du basilic. Plusieurs recherches, ont estimé que la forte teneur
en linalol est le précurseur de I’activité antibactérienne (Sartoratotto et al, 2004;

Koutsoudaki et al., 2005; Sokovic et al., 2006).

Quant au mode d’action des HEs sur les cellules bactériennes, il semble plus
probable que I’activité antimicrobienne résulte de 1’association conjointe de plusieurs
mécanismes sur différentes cibles cellulaires (Burt, 2004). Ainsi, les composés
phénoliques auraient pour cible la membrane plasmique et la paroi (Weber et al., 1996).
D’autres agents compromettent plutot 1’intégrité structurale de la membrane plasmique
en induisant une perte du matériel cytoplasmique (Reichling et a/.,2002) au moment
ou lacible pour d’autres est probablement ’ADN bactérien suite a diffusion a travers
les membranes bactériennes (Guessennd et a/.,2008). Outre les propriétés de I’HE, la
sensibilit¢ d’un microorganisme dépend du microorganisme lui-méme, en effet les
bactéries Gram (+) sont plus sensibles aux HEs que les bactéries Gram (-), ceci revient
en partie a la complexité de I’enveloppe cellulaire de ces dernieres qui contient une
double membrane, contrairement a la structure simple de la paroi des bactéries Gram (+).
(Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004). Cependant d’autres travaux persuadent que la
susceptibilité¢ des bactéries est indépendante du Gram (Usman et al., 2013; Adeola et

al.,2012 ; Inouye et al., 2001). Nos résultats corroborent cette derniere affirmation.
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zone d’inhibition maximale. Les souches bactériennes qui sont moyennement sensibles sont
: Escherichia coli (BLSE), Klebsiella pneumoniae carbpenemase négative, Klebsiella
pneumoniae carbpenemase positive, Sa/monella sp par contre les souches bactériennes qui
sont faiblement sensibles sont suivantes : Bacillus cereus, Serratia sp, Pseudomonas
aeruginosa 53, Pseudomonas aeruginosa (VIM2). Escherichia coli 22 et levure candida
albicans, Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline, Acinetobacter sont résistantes a

I’huile essentielle de L.stoechas.

11 a été rapporté que les huiles essentielles de L. stoechas récoltée a 1’ouest de la
Turquie, sont actives sur Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa, P. mirabilis, E.
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, et étre sans activité sur Staphylococcus
epidermidis et Enterococcus feacalis (Goren et al., 2002). De méme, I’effet de 11 HE
extraites a partir (L. virdis, L. stoechas ; L. pedunculata, plus les sous-especes et les hybrides)
récoltée en Algérie a été positif sur des bactéries Gram+ « Bacillus subtilis », et des bactéries
Gram- (E. coli, K.  pneumoniae, Salmonella enterica ; Pseudomonas aeruginosa
(Benabdelkader et al, 2011). Par ailleurs l'huile volatile de Lavandula stoechas de
provenance de Tunisie s’est aussi avérée envers six especes bactériennes parmi lesquelles

Staphylococcus aureus est la plus sensible (Bouzouita et al., 2005).

Comme la montre (Tableau.6), les souches Staphylococcus aureus résistant a
méthicilline, levure candida albicans et KPC- sont plus sensibles a HE d’O.basilicum. A
I’encontre Acinetobacter, E.coli (BLSE), KPC+, Pseudomonas aeruginosa 53 sont les
souches qui sont résistantes a HE d’O.basilicum. Les souches faiblement sensibles sont :
Serratia sp, Staphylococcus aureus ATCC25923, Salmonella sp. Les souches Pseudomonas

aeruginosa VIMz et Escherichia coli 25922 sont moyennement sensibles.

Nos résultats sont différents a ceux indiqués par Ouibrahim, (2015) qui a trouvé que,
la souche qui s’est montrée la plus sensible a ’'HE d’O.basilicum est E. coli avec une CMI
de (0.12%), suivie d’E. faecalis, Citrobacter Freundii, et Salmonella sp dont la croissance a
¢été inhibée a la concentration de (0,25%). D’autres études ont montré que la plus grande
inhibition est enregistrée avec Klebsiella pneumoniae (39 mm), suivi par Bacillus cereus (33
mm) qui sont donc les plus sensibles a I'HE d°O.basilicum. En revanche, Staphylococcus
aureus, Entérococcus cloacae, Echerichia coli, Salmonella typhimirium, et Acénitobacter
baumanni sont légerement moins sensibles a cette HE. L’HE d’O. basilicum, contient une

forte quantité de B-linalol suivie d’ a-Terpinéol acétate, et de 1,8 cinéole qui sont a I’origine
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Tableau 6. Diametres d’inhibition des souches bactériennes par I’'HE d’O.basilicum

Souches HEB Dilution Dilution Dilution Dilution
bactériennes 1/2 1/4 1/8 1/16
DZI | S DZI | S DZI | S DZI | S DZI1
S.aureus résistant a | 24,8 | +++ | 20,4 | +++ [ 16,2 | ++ 14,6 | ++ 11,6 | +
méthicilline
S. ATCC25923 74 |+ 4 + 3 + 2,6 |+ 2 +
E.coli 25922 15 |+ | 132 |+ |11 + 8 + 4 +
E.coli BLSE 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R
KPC- 25 | +++ |15 ++ | 10 + 9 + 5 +
KPC+ 0 0 R 0 R 0 R 0 R
Serratia sp 11,4 | + 94 |+ 9 + 6 + 56 |+
Salmonella sp 10,5 | + 9 + 6,2 |+ 4 + 2 +
Pseudomonas 53 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R
PseudomonasVIMz | 15 | ++ | 13 ++ |11 + 9 + 5 +
Acinetobacter 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R

HEB : huile essentielle brute ; S : Signification ; DZI : diamétre de zone d’inhibition (mm) ;

+++ : activité intense ; ++ : activité modérée ; + : activité faible ; R : Résistante.

Tableau 7. Diamétres d’inhibition de levure candida albicans par HE d’O.basilicum et

L.stoechas.
Matériel HEB Dilution 1/2 | Dilution1/4 | Dilution1/8 | Dilution1/16
végétal DZI | S DZI | S DZI |S DZI |S DZ1 S
L.stoechas 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R
O.basilicum | 20 ++ | 174 | ++ 14 ++ 9,4 + 6,4 +

Le potentiel antimicrobienne des huiles essentielles de L.stoechas et O.basilicum
contre trois souches de Gram (+), neuf de Gram (-) et une levure, a été évalué qualitativement
par la présence de zones d'inhibition. D’aprés Lv et ses coauteurs (2009), L’activité
antimicrobienne est caractérisée comme suit : (+) une activité faible (inhibition zone<12
mm), (++) activité modérée (12 mm <inhibition zone <20 mm) et, (+++) activité intense
(zone d’inhibition > 20 mm). Comme la montre le (Tableau.5) ;( Tableau.7) et la (Figure.26)

la souche Staphylococcus aureus ATCC25923 s'est avérée étre le plus sensible avec une
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Tableau 5. Diametres d’inhibition des souches bactériennes par I’extrait des HEs des
feuilles L.stoechas

Souches HEB Dilution Dilution Dilution Dilution
bactériennes 1/2 1/4 1/8 1/16
DZI | S DZI | S DZI | S DZI | S DZI | S

B. cereus 96 |+ 7 + 6 + 52 |+ 4.8 +
Staphylococcus | 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R

aureus résistant

a la méthicilline

Staphylococcus | 29,4 | +++ | 24 +++ | 25,4 | +++ | 16,4 | ++ 12,8 | ++
aureus

ATCC25923
Escherichia coli | 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R
25922
Escherichia coli | 12,8 | ++ | 10,8 | + 9 + 74 |+ 6 +
(BLSE)
Klebsiella 142 |+ | 12,2 | ++ 11,3 | + 10,2 | + 8,8 +

pneumoniae
carbpenemase -

Klebsiella 16,4 | ++ | 12,6 | ++ 10,6 | + 9 + 5,2 +

pneumoniae

carbpenemase +

Serratia sp 6,6 |+ 5.6 + 5 + 4 + 2 +
Salmonella sp 125 |+ | 11,6 |+ 9,8 |+ 83 |+ 6,6 +

Pseudomonas 82 |+ 7,4 + 6,2 |+ 56 |+ 2 +

aeruginosa 53

Pseudomonas 46 |+ 4.2 + 33 |+ 2 + 1 +
aeruginosa
(VIM2)

Acinetobacter 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R

HEB : huile essentielle brute ; S : Signification ; DZI : diamétre de zone d’inhibition (mm) ; +++ :

activité intense ; ++ : activité modérée ; + : activité faible ; R : Résistante.
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dans sa molécule. Cet acide est présent chez la majorité des especes de la famille des

‘Lamiacea’ (Ribeiro et al., 2001).
\% Evaluation de I’activité antimicrobienne

Cette partie de notre travail vise a évaluer ’effet antimicrobien des huiles essentielles de
L.stoechas et O.basilicum c’est pour cette raison nous avons opté la méthode des disques,
c’est une méthode qualitative de diffusion sur gélose, en mesurant les diamétres des zones
d’inhibition de la croissance microbienne. Les résultats de 1’aromatogramme sont résumés

dans les tableaux (Tableau 5 et 6) et les figures (Fig. 26) suivants :

a:.S aureus ATCC25923 b : B.cereus

¢ : K. pneumoniae Carbpenemase (-) d : K. pneumoniae Carbpenemase (+)

Figure 26. Photos illustrant 1’activité antibactérienne de I’HE des feuilles de L.stoechas
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Figure 25. Variation du PI% du radical DPPH en fonction des concentrations de I’extrait
méthaloniques d’O.basilicum

On remarque que les deux plantes présentent des valeurs ICso trés rapprochée de

I’ordre de 0,23 mg/ml (L.stoechas) et 0,3 mg/ml (O.basilicum).

Par comparaison a d’autres études, une ICsp de méme grandeur que la ndtre (304.82
+ 24.15 pg/ml) a été attribuée a 1’extrait méthalonique des feuilles d’°O. basilicum (Ghazel,
2014). Par ailleurs, Rahmouni et Reghis (2016), ont mentionné une ICso supérieure a la notre
(0.9 mg/ml) pour I’extrait méthalonique de L stoechas. A titre d’exemple, I’étude menée par
Chaouche et ses co-auteurs (2013), ont publié¢ une remarquable ICso (0,75 pg /ml) pour

l'extrait hydro-méthanolique de Prasium majus (Lamiaceae).

Les acides phénoliques et les flavonoides sont des agents donneurs d’hydrogéne donc
de bons antioxydants, en raison de leurs valeurs élevées de pKa. La teneur totale en

polyphénols fournit des informations préliminaires sur les résultats de [Dactivité

antioxydante.

Le principal antioxydant déterminé au niveau des feuilles du basilic est 1’acide
rosmarinique (Jayasinghe et al., 2003). D’apres Caniova et al., (2001), I’activité anti-

oxydante de I’acide rosmarinique est due a la présence de quatre groupements ‘hydroxyle’
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Reghis, 2016). Ce radical est I'un des substrats le plus utilisé¢ pour 1’évaluation rapide et
directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicalaire et la simplicité

de I’analyse (Bozin et al., 2008).

Le pourcentage d’inhibition de ce radical est calculé selon la formule indiquée dans
la partie « Matériel et Méthode ». La diminution de I'absorbance du radical DPPH a 517 nm,
induite par les antioxydants, est une indication de leur capacité de réduction. Le parameétre
définit la concentration efficace de 1’extrait qui cause la perte de 50% de 1’activité du radical
DPPH. L’effet antioxydant d’un extrait végétal est d’autant plus élevé que la valeur en ICso

est plus faible.

L’ICso de I’extrait méthanolique de chaque plante est estimée a partir de 1’équation
de régression linéaire de la courbe : pourcentage d’inhibition (PI) en fonction des
concentrations de 1’extrait (Fig. 24 et 25). Les profils d’activité anti radicalaire obtenus,

révelent que les extraits possédent une activité anti radicalaire dose dépendante.
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Figure 24. Variation du PI% du radical DPPH en fonction des concentrations de 1’extrait
méthaloniques de L.stoechas.
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Pour ce qui est des flavonoides totaux (FT), on a rapporté¢ que leur teneur est
significativement plus élevée dans I’extrait méthanolique que I’extrait aqueux pour la plante
L. stoechas, mais cette variation est legeére dans le cas du basilic (Fig.22). Par ailleurs,
Ghazel (2014), a indiqué une forte teneur en FT dans I’extrait méthanolique du basilic (O

basilicum).

Il est connu que les flavonoides qui sont responsables de la coloration des plantes sont
facilement ingérés par les humains et semblent présenter d'importantes activités anti-

allergiques, anti-inflammatoires et anticancéreuses.

Le teneur en tanins condensés (TC) dans les extraits aqueux est nettement supérieure
a celle dans les extraits méthaloniques et ceci pour les deux plantes testées sachant que la

lavande (L stoechas) est doublement plus riche que le basilic (O.basilicum) (Fig. 23).

Il a été décrit dans la littérature scientifique qu'une faible concentration en tanins dans le
régime alimentaire est bénéfique pour la santé humaine. D’un autre c6té, les tanins a forte
concentration, inhibent les enzymes digestives et réduisent la biodisponibilité des enzymes,
du fer et de la vitamine B> (King-Thom, 1998). Sinon, les tanins ont montré des effets

potentiels antiviraux, antibactériens, antiparasitaires et anticancérogenes (Lu, 2014).

De nos jours, on sait que les activités biologiques issues d’extraits de plantes, sont
étroitement liées aux composés phénoliques. L’une de leur remarquable activité biologique
et ’activité antioxydante qui joue un rdle important dans la stabilisation de la péroxydation

des lipides. (Turkoglu et al., 2010)(Yen et al., 1993).

En fin, toutes ces différences dans la teneur des composés phénoliques ne sont que
le résultat de I'influence des facteurs biotiques et abiotiques sur la synthése de ces
métabolites secondaires. En effet, les facteurs environnementaux, a savoir la température,
I'humidité, I'intensité de la lumicre, la fourniture d'eau, de minéraux et de CO, agissent sur

la production des métabolites secondaires (Ramakrishna et Ravishankar, 2011).

IV Evaluation de Pactivité antioxydante par piégeage du radical libre

DPPH:

L’activité antioxydante des différents extraits vis-a-vis du radical DPPH. a été
évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne

par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm. (Rahmouni et
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Figure 23. Teneur en tanins des extraits de L.stoechas et O.basilicum

I1 ressort de ces résultats que la lavande (L.stoechas) est plus riche en tanins que le
basilic (O basilicum). Par ailleurs, a 1’encontre des flavonoides le type de tanins des deux

plantes semble mieux extrait avec de 1’eau qu’avec le méthanol.
Discussion

En se référant juste a notre travail, on retient que la teneur en composés phénoliques
differe selon le genre de plante et le type de solvant d’extraction. Pour ce qui est des phénols
totaux (PT), on a rapporté que leur teneur est plus importante dans I’extrait aqueux que dans
I’extrait méthanolique et ceci dans le cas L. stoechas. Cependant, cette différence n’est pas
significative chez O basilicum (Fig.21). Ghazel (2014) a plutét montré chez la méme espéce
basilium une différence significative dans le taux des PT qui est plus important dans I’extrait

méthanolique en comparaison avec I’extrait aqueux.

D’un autre coté, plusieurs travaux ont dévoilé que la concentration en PT est plus
intéressante dans un extrait hydro-alcoolique que dans un extrait aqueux ou alcoolique

(Bachiri et a/, 2013 ; Kadri, 2017).
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Figure 22. Teneur en flavonoides des extraits de feuilles de L.stoechas et O.basilicum

A travers ces résultats, on déduit que les flavonoides chez les deux plantes sont mieux

extraits avec le solvant méthanol qu’avec de 1’eau et ceci est plus remarquable dans le cas

de L stoechas.

ITII.3 Teneur en tanins

Les taux en tanins des extraits ont été obtenus a partir de la regression linéaire de la
courbe d’étalonnage réalisée avec la catéchine d’équation de type : y = 0.0177x avec Ry =
0.9966 (Fig.16 ). Le résultat est exprimé comme dans le cas des flavonoides en mg EC/ g
de MF. Les valeurs des taux en tanins chez les deux plantes et dans les deux extraits sont

présentés ci-dessous (Fig. 23 ).
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courbe dans la détermination des phénols totaux. Le résultat est exprimé en milligramme
équivalent acide gallique par gramme de matiere fraiche (mg EAG/g MF). Les valeurs

calculées sont illustrées sur (Fig. 21 ).

Teneur en polyphénols (mg EAG/gMF)

L.stoechas O.basilicum

M Extrait aqueux M Extrait méthalonique

Figure 21. Teneur en polyphénols des extraits de L.stoechas et O.basilicum

On remarque d’une part que les feuilles de L . stoechas sont plus riche en phénols totaux que
celles de O.basilicum et que d’autre part, ’extraction des composés phénoliques est
meilleure avec I’eau qu’avec les solvants. Ceci est en entiére accordance avec nos résultats

concernant les rendements d’extraction.

IIL.2 Teneur en flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux est déterminée a partir de 1’équation de la régression linéaire
de la courbe d’étalonnage tracée avec la catéchine d’équation y = 0.0115x avec R»
=0.9967(Fig.14 ). Le résultat est exprimé en milligramme équivalent de catéchine par

gramme de masse fraiche (mg EC/g MF). Les valeurs calculées sont représentées sur (Fig.
22)
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I Rendement en huiles essentielles

Les extractions par hydrodistillation des feuilles de L. stoechas et O. basilicum ont fourni
des HEs ayant une coloration variable allant du jaune relativement foncé au jaune clair mais
ayant toujours une tres forte odeur et persistante. Les rendements en HEs sont représentés

en (Tableau. 4).

Tableau 4. Rendement en HEs des feuilles de L.stoechas et O.basilicum

Matériel végétal Rendement %
L.stoechas 1.42
O.basilicum 0.8

Des rendements en HEs pouvant étre qualifiés de moyens ont été obtenus, soit 1.42% et

0.8% respectivement pour L.stoechas et O. basilicum.

Des études réalisées sur la méme espece d’Ocimum, récoltée de diverses régions
Algérienes a savoir Ourgla, Beskra et Ghardaia (Khamouli et Grazza, 2007), Khemis miliana
(Hamoudi, 2012), El-Taref (Ouibrahim, 2015) et Constantine (Ougadougou et al., 2011), ont
rapporté pour ces six régions des taux en HEs respectivement de ’ordre de 0.1%, 0.33%,
0.48%, 0.14%, 0.6% et 0.79% . L’¢tude menée par 1’équipe de Bachiri (2013), a rapporté

pour la méme espece de Lavandula, un rendement en HEs de 2,5%.

Cette différence en terme de rendement et de la qualit¢ de I’HE pourrait étre
expliquée par la diversité de plusieurs paramétres tels que, le choix de la période de récolte,
le climat, la zone géographique, ’organe de la plante utilisé, la période de séchage etc.

(Kelen et Tepe, 2008 ; Vekiari et al., 2002).
III  Analyse des extraits du L.stoechas et O.basilicum

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins sont

déterminées a partir des équations de la regression linéaire de chaque courbe d’étalonnage

ITII.1 Teneur en polyphénols totaux
La teneur en phénols totaux est déterminée a partir de 1’équation de la régression linéaire de
la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique d’equation y = 0.0231x (Fig.13 ). Le coefficient

de régression de cette droite (R? = 0.9839) étant proche de 1, ceci prouve la fiabilité de cette
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Résultats et discussion

| Rendement des différents extraits

Le rendement d’extraction exprimé en pourcentage, est égal au rapport entre le poids
de I’extrait et le poids du matériel végétal initial. Les valeurs déterminées pour les différents
extraits, sont présentées au (Tableau. 3).

Tableau 3. Rendement d’extraction de L stoechas et O basilicum

Matériel végétal Extraits Rendements %
Lavandula stoechas Extrait aqueux 6

Extrait méthalonique 2.4
Ocimum basilicum Extrait aqueux 14

Extrait méthalonique 11.2

On remarque alors que 1’extraction aqueuse est plus rentable que 1’extraction alcoolique, et
ceci pour les deux plantes. Par ailleurs, les meilleurs rendements sont attribués au basilic

(Ocimum basilicum).

Plusieurs auteurs on indiqué que les rendement d'extraction des polyphénols avec de
I’eau, sont plus intéressants qu’avec les solvants alcooliques (Khlifi et a/., 2011; Kallel et
al., 2014 ; Ben Hadj et al., 2017). A titre d’exemple, Bachiri et ses co-auteurs (2016, ont
rapporté¢ pour la méme espece de Lavandula des taux de rendement d’extraction, de 1’ordre
de 13,4% avec de I’eau, et 7% avec le méthanol. A 1’encontre, Ghazel (2016), a rapporté
pour la méme espece d’Ocimum des taux de rendement d’extraction, de I’ordre de 28,67%

et 15,24% pour I’extrait méthanolique et ’extrait aqueux respectivement.

D’apres nos résultats et ceux mentionnés par d’autre chercheurs, le rendement
d'extraction semble étre influencé par le degrés de polarité du solvant, ainsi que des divers

composants de l'extrait tels que les constituants phénoliques.
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100 ul.

100 pl du DMSO +

100 ul d’HE

Figure 20. Schéma de protocole de dilution d’huile essentielle

111.4.6.3 Incubation et lecture
Apres incubation pendant une nuit a 35°C dans I’étuve, le test d’activité antibactérienne est
estimé par la présence ou I’absence d’une zone d’inhibition autour du disque ou du puits en

mesurant les diamétres d’inhibition . Deux répétitions ont été effectuées pour chaque test.
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A cet effet, les souches testées ont été repiquées sur culture solide LB et incubées
pendant une nuit & 30°C. Des suspensions bactériennes ont été préparées dans 1’eau
physiologique stérile a raison de 103CFU/ml, puis étalées a 1’aide d’un écouvillon sur des

boites de Petri contenant le milieu Muller Hinton.

100 pl de différents concentration de huiles essentielles ,sont entreposés délicatement sur
des disques Whatman de 6 mm de diameétre. Cette quantité a été choisie arbitrairement selon
la littératuren (Benzekri et al., 2015).

Apres séchage, ces disques sont ajustés, sur les boites de Petri préalablement ensemencées
avec les souches indicatrices. (Fig.19)

Pour ce qui est des huiles essentielles, ils sont déposés dans des puits creusés dans la gélose
nutritive préalablement ensemencée avec les bactéries. Les puits sont réalisés a 1’aide des
embouts pour micropipette (embouts bleux pour le dépot de100 pl d’extrait et embouts
jaunes pour 50ul) tout en prenant la précaution d’enfermer le fond des puits avec la gélose

et de laisser bien sécher sous la hotte.

Figure 19. L’ensemencement des suspensions bactériennes sur Muller Hinton

111.4.6.2 Préparation des dilutions des extraits d’huile essentielle

Des dilutions en cascade de 2 ont été réalisées avec le solvant (DMSO) correspondants
selon le schéma ci-dessous : par exemple 100 pl d’extrait d’ huile essentielle sont mélangées
a 100 pul de solvant (dilution %2). Aprés homogénéisation, on préléve 100 pl de cette dilution
auxquels on leur ajoute 100 ul de solvant (dilution %) et ainsi de suite jusqu’a la dernicre
dilution a laquelle on lui retranche 100 pl.

On préleve 100 pl de chaque dilution et on teste I’activité antibactérienne selon les mémes

conditions expérimentales décrites dans le test préliminaire d’évaluation.
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I11.4.5.2 Calcul le rendement d’extraction

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraire et le poids
de la plante a traiter, le rendement exprimé en pourcentage est calculé par la formule
suivante :

R=M /M2 x100

R : est le rendement en %

M; : est la masse de I’huile essentielle

Mz : est la masse de la plante

Systeme
réfrigérant

Deux tuyaux
pour I’entrée et
sortie de I’eau

Couche d’HE

Robinet

Poudre de plante et eau distillé

Ballon

Chauffe ballon

Figure 18. Hydrodistillateur type de clevenger (Oknene et Harbi, 2019)

I11.4.6 Evaluation de ’activité antibactérienne par diffusion sur milieu solide

111.4.6.1 Test préliminaire

Tout le matériel utilisé ainsi que les milieux de culture ont été préalablement stérilisés.
Ce test consiste a déterminer la présence ou I’absence d’inhibition de la croissance

bactérienne qui sera visualisée par I’existence d’une zone d’inhibition.

39



Matériel et méthodes Etude expérimentale
]

II1.4 Evaluation de ’activité antimicrobienne
L’activité antibactérienne a été testée avec les huiles essentielles. Le protocole

d’extraction des HE citée ci-dessous.

I11.4.1 Matériel végétale

L’huile essentielle de deux plantes : Lavandula stoechas et Ocimum basilicum

I11.4.2 Les souches microbiennes

Les souches microbiennes qui ont été utilisées pour ce test ont été récupérées de laboratoire
de microbiologie de de la faculté de médecine a Annaba sont :

Gram positif : Staphylococcus aureus résistant a la methicillin, Staphylococcus aureus
ATCC25923, Bacillus cereus.

Gram négatif enterobacteries : Escherichia coli 25922, Escherichia coli produisant le
BLSE, Klebsiello pneumoniae carbapenemase positive (Kpc+), Klebsiello pneumoniae
carbapenemase négative (Kpc-), Serratia sp, Salmonella sp.

Gram négatif non enterobacteries : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas
aeruginosa produisant (VIM2), Acinetobacter.

Levure : Candida albicans.

111.4.3 Les milieux de culture

La culture des bactéries a nécessité 1’utilisation des milieux suivants : la gélose Mueller
Hinton (MH), milieu Luria —Bertani (LB).

111.4.4 Matériels de laboratoire

L’hydro distillateur (Montage Clevenger), vortex, balance de précision, les eppendorfs, les
tubes a essai, les écouvillons, les micropipettes, portoir, spatule, les cuves, boites de pétrie,

bec bunsen, bain marie, I’étuve, autoclave, pied a coulisse, Diméthylsulfoxyde (DMSO).
I11.4.5 Extraction des huiles essentielles

I11.4.5.1 Procéde d’extraction

L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée par hydro distillation en utilisant I'appareil
de clévenger, une quantité 100g de plante seche est introduite dans un ballon imprégné d’eau
distillée jusqu’a deux tiers de sa capacité environ 700ml, I’ensemble est porté a ¢bullition
pendant 3 heures. Les vapeurs chargées d’huile ; en traversant un réfrigérant se condensent
et chutent dans une ampoule a décanter, 1’eau et I’huile se séparent par différence de densité

en phase aqueux et phase huileux cette derniers constitue 1’huile essentielle. (Fig. 18)

@



Matériel et méthodes Etude expérimentale

O,N O,N
O ! OH @ H 0
NN—<;>—NO2 + —_— N, N02 + ©
N02 N02

DPPH’ (DPPH) H

(Forme radicalaire violette) (Forme réduite jaune)

Figure 17. Réaction du radical DPPH avec un donneur d’hydrogéne (antioxydant).

b/ Protocole

L’estimation de I’activité antiradicalaire est déterminée selon la méthode décrite par
El-Haci et al., (2011) avec quelques modifications. A 975 pl d’une solution méthanolique
de DPPH a (4%) sont ajoutés 25 pul de I’extrait a différentes concentrations. Apres agitation
vigoureuse, le mélange est gardé a I’obscurité pendant 1h. L absorbance est mesurée a 517

nm en se référant a un témoin sans extrait. Le méthanol est utilis€é comme blanc.

Expression de I’activité antiradicalaire

Elle est exprimée en pourcentage d’inhibition qui est calculé selon la formule suivante :
PI% = [(DOtémoin — DOextrait) / DOtémoin] x 100

PI%: pourcentage d’inhibition
DO témoin : Absorbance de la solution témoin (DPPH)

DO extrait : Absorbance de la solution antioxydante (extrait)

La régression linéaire de la courbe : PI% = f [Cextnait] permet de déterminer 1’ICso qui
correspond a la concentration en extrait responsable de I’inhibition de 50% de radical

DPPH'. L’ICs¢ est exprimée en unités de concentration de 1’extrait.
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Figure 16. Courbe d’étalonnage de catéchine

II1.3 Evaluation du pouvoir antioxydant

I11.3.1 Piégeage du radical libre DPPH.

Cette méthode est décrite par plusieurs auteurs entre autres, (Iwashima et al., 2005 ;
Rigane et al., 2011 ; Medjeldi et al.,2018). C’est une technique avantageuse du fait qu’elle

soit indépendante, simple et rapide.

a/ Principe

Le DPPH" (2,2 diphényl-1 picrylhydrazyl) est un radical stable qui absorbe dans le
visible entre 515 a 520 nm. Le test consiste a faire réagir le DPPH de coloration violette avec
des molécules dites « antioxydantes » afin de mesurer leur capacité a le réduire en DPPH-H
de coloration jaune (Fig.17). Ce changement de couleur refléte le pouvoir de 1’extrait végétal

a piéger ce radical. Le phénoméne peut donc étre suivi par spectrophotométrie visible.
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I11.2.3 Dosage des tanins condensés
a/ Principe
En présence d’acide concentré, les tanins condensés se dépolymérisent et en réagissant avec

la vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge spécifique, mesurable par

spectrophotométrie.

n / OH

Figure 15. La réaction des tanins en présence de la vanilline

b/ Protocole

Les tanins condensés sont analysés par la méthode colorimétrique (Medjeldi et al.,
2018). Une prise de 100 pl de I’extrait convenablement dilué est mélangée avec 600 pul de
vanilline (4%) fraichement préparé et 300 ul de HCL concentré. La solution obtenue est
homogénéisée par agitation, puis maintenue au repos pendant 30 mn a [’obscurité.
L*absorbance est mesurée a 500 nm.

La gamme étalon est préparée avec a des concentrations finales de catéchine allant
del2,5 a 100 pg/ml. Les teneurs en tanins sont exprimées en milligramme d’équivalent de

catéchine par gramme de matiere seche (mg EC/g MF).
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I11.2.2 Dosage des flavonoides
a/ Principe

La formation d’un complexe entre les flavonoides et le chlorure d’aluminium est a la

base de ce dosage spectrophotométrique.

b/Protocole

Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode rapportée par Medjeldi et
al., (2018). Une prise de 100 pl d’échantillon convenablement dilué est mélangée a 400 pl
d’eau distillée et 30 pl de NaNO> (5%). Apres 5 mn de repos, on ajoute 60 pl d’une solution
d’AlCI36H20 (10%) fraichement préparée puis apres 6 mn d’incubation, on ajoute 200 pl
de NaOH (1M). le mélange réactionnel est ajusté a 1 ml avec de I’eau distillé. Aprés une
incubation de 1 h a I’obscurité, la lecture de 1’absorbance est faite a 510 nm contre le tube
« blanc » dans lequel I’extrait est remplacé par le solvant d’extraction.

Une gamme étalon de catéchine a des concentrations finales allant de 20 a 100pg/ml
est utilisée pour la quantification des flavonoides. Les teneurs en flavonoides sont exprimés

en milligramme d’équivalent de catéchine par gramme de matiére fraiche (mg EC/g MF).
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Figure 14. Courbe d’étalonnage de catéchine
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composes phénoliques présents dans le milieu donne un maximum d’absorption entre 700 et

750 nm.
b/ Protocole

Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode de Dewanto et al., (2002)
reprise et modifiée par Medjeldi et a/., (2018). A 100 ul d’extrait (dilution appropriée) ou de
standard, on ajoute 400 pl du réactif de Folin-ciocalteu (dilué 10 fois dans de 1’eau ultra
pure). Le mélange réactionnel est agitée, puis aprés 5 mn, la couleur bleue apparue est
intensifiée et stabilisée par 1’ajout de 500 pl de sodium (Naz COs3) a 7.5 %. Apres agitation
au vortex, le mélange est incubé pendant 1h a 1’obscurité et a température ambiante. La
densité optique (DO) est mesurée a A=725 nm, a 1’aide d’un spectrophotometre JENWAY
6300). Le tube « blanc » ne contenant pas d’extrait, sert a ajuster le zéro de I’appareil.

La quantification des polyphénols est réalisée a partir d’'une gamme étalon d’acide
gallique en concentrations finales (10 a 50 pg/ml) en milieu aqueux.
Les teneurs en polyphénols sont exprimées en mg d’équivalent d’acide gallique par

gramme de mati¢re fraiche (mg EAG/g MF).
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Figure 13. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour I’analyse des polyphénols
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centrifugation. Le précipité séché et pesé est repris dans un volume adéquat de méthanol.
Ces trois extraits sont répartis en fractions aliquotes et conservés a - 20°C jusqu’a leur

analyse.

Figure 11. Les feuilles seches des Lavandula stoechas et Ocimum basilicum (Oknene et
Harbi, 2019)

Figure 12. Macération et filtration (Oknene et Harbi, 2019)

I11.2 Analyse des composés phytochimiques
I11.2.1 Dosage des polyphénols totaux

a/ Principe

Une réaction d’oxydoréduction est a la base de ce dosage. Le réactif de Folin-
ciocalteu est un acide de couleur jaune constitu¢ par un mélange d’acides phosphotungstique
(H3 PW12 O4) et d’acide phosphomolybdique (H3 PMO12 Oas). 1l est réduit au cours de
I’oxydation des phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (Wg O23) et de

molybdene (Mog O23). Cette coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de
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impuretés, ensuite séchées pendant plusieurs jours a 1’abri de la lumiere directe du soleil,

Enfin, elle est broyée grossiérement.

II.2 Réactifs et produits chimiques

Solvants organiques : méthanol, éthanol, eau distill¢.

Acide/bases : acide chlorhydrique (Hcl a 70%), vanilline a 4%.

Etalon (composes phénoliques) : acide gallique, catéchine.

Réactifs : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrezyl radical(DPPH), Folin-Ciocaleu.

Sels : carbonate de sodium(Na2CO3), chlorure d’aluminium(Alcl3), nitrite de sodium

(NaNO2), hydroxyde de sodium(NaOH).

I1.3 Matériels de laboratoire

Vortex, agitateur, balance de précision, le spectrophotometre, mixeur, les eppendorfs, les
tubes a essai, les béchers, les éprouvettes, les micropipettes, Erlen Meyer, pipette pasteur,
cone bleu et jaune, portoir, la hotte, baromagnétiques, papier filtre et papier aluminium, les

cuves, entonnoir.

III  Méthodes
III.1 Extraction des phénols totaux a partir des feuilles

L’objectif de L’extraction est de libérer les phénols totaux présents dans les structures
vacuolaires par rupture du tissu végétal et par diffusion. Ces composés sont isolés par le
procédé solide-liquide en s’inspirant des méthodes décrites par plusieurs auteurs entre autres

(Atanosova et Ribarova, 2009).

Les feuilles sont séchées dans un endroit sec et aéré, a I’abri de la lumiére du soleil.
Apres broyage, la matiere végétale obtenue est mise a macération dans deux
solvants séparés : I’un constitu¢ un méthanol et I’autre étant de 1’eau distillée.
La macération (10g/100 ml de solvant adéquat) est maintenue 24 h, en obscurité, sous
agitation douce et a température ambiante. L ’homogénéisat est ensuite filtré sur du papier

filtre sans cendre.

Le filtrat issu de la macération aqueuse qu’on a susnommé est clarifiée par
centrifugation (4000 tours/mn ; 15 mn).
Le filtrat récupéré de la macération alcoolique est débarrassé de la phase organique a

I’aide d’un évaporateur rotatif a 50°C. La phase aqueuse résultante est clarifiée par
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Matériel et méthodes

Toutes les manipulations se rapportant aux extractions et aux dosages ont été réalisées aux
Laboratoires de Biochimie et de Chimie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
de I’Université d’El-Tarf. La partie de I’activité antibactérienne a été effectuée au

Laboratoire de bactériologie de la faculté de médecine a Annaba.
I  Présentation de la région d’étude

I.1  Situation géographique de la wilaya d’El Tarf
La wilaya d’El Tarf se situe a I’extréme nord-est de 1’Algérie a environ 700 km
d’Alger. Elle est frontali¢re a la Tunisie (120 km de frontiere), elle s’étend sur une superficie
de 300.000 ha, limitée au Nord par la mer méditerranée, a I’Est par la Tunisie, a I’Ouest par
la wilaya d’ Annaba et au sud par les wilayas de Souk-Ahras et Guelma.
La wilaya d’EL Tarf est issue de la réorganisation territoriale de 1984. Elle comprend

07 dairas et 24 communes.
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Figure 10. Situation géographique de la wilaya d’El Tarf (Saadali, 2007)

11 Matériels utilisées

II.1 Matériel végétal

Les plantes a étudier sont lavande (Lavandula stoechas) et basilic (Ocimum
basilicum). Elles sont appelées en arabe Algérien « halhala » et « habak ». Elles ont été
récoltées au nord-est de 1’ Algérie dans son habitat naturel de la région d’EL Tarf (lac des
oiseaux) durant le mois de février de I’année 2019. L’organe des plantes étudiées étant les

feuilles. La partie aérienne de ces deux plantes est recueillie puis elle est débarrassée des
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1.7 Pseudomonas aeruginosa

C'est une bactérie Gram négative ou les bacilles sont fins droits et trés mobiles, ayant
une taille de 0,5 a 1,0 pm de diameétre sur 1,5 a 3,0 um de longueur, aérobies stricts, ce germe
est ubiquitaire du sol, de I’air ou de l'eau on le trouve souvent dans l'environnement
hospitalier et surtout dans les endroits humides. La plupart des espéces sont psychrotrophe,
leur croissance est possible entre 4°C et 37°C. La Pseudomonas aeruginosa peut provoquer
des infections parfois séveres chez les sujets dont les défenses sont amoindries. Elle peut
provoquer des infections urinaires, bronchiques comme elle est responsable d'infections

cutanées et d'infection de 1’oreil (sinusites, otites...) (Avril et al., 1992).

111.8 Acinetobacter

Les Acinetobacter sont des bactéries ubiquistes par excellence, mais on les rencontre
¢galement sur les revétements cutanés de 1’homme et des animaux. La morphologie
particuliere des Acinetobacter permet, presque a coup sir, d’orienter correctement leur
identification. L’examen au microscope optique de culture en milieux liquides peptonés
simples, montre des diplobacilles a extrémités arrondies, toujours immobiles, isolés en
courtes chainettes, accompagnés de formes de cocci plus ou moins nombreux, plus
rarement de formes allongées et massues dites « formes souffrantes » dont la

formation serait favorisée par 1’agitation des cultures (Schuster, 2001 ; Marcos, 1993).

1.9 Candida albicans

Candida albicans est l'espece de levure la plus importante et la plus connue du genre
Candida. Candida albicans est un organisme vivant a I'état naturel dans les muqueuses de
'étre humain. On le retrouve dans 80 % de la population, et il n'entraine habituellement
aucune maladie ou symptome en particulier. C'est un organisme commensal saprophyte. Elle
provoque des infections fongiques (candidiase ou candidose). Au laboratoire médical, la
culture en boite de Pétri des Candida donne des colonies qui sont grandes, rondes, de couleur

blanche ou créme (Anonyme 5).
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111.4 Klebsiella pneumoniae carbapenemase

C’est une entérobactérie, avec la forme de bacille a Gram négatif, forme de batonnet,
non mobile et généralement encapsulée, ce qui augmente son aptitude a se multiplier, en
agissant comme une barri¢re physique pour échapper a la réponse immunitaire de 1'hote. Les
KPC sont habituellement des anaérobies facultatifs, et leur taille varie de 0,3 a 1,0 um de
largeur et de 0,6 a 6,0 um de longueur, appelées aussi Enterobacteriaceae résistant au
carbapenem, car la bactérie produit une enzyme qui peut décomposer la classe
d'antibiotiques appelée carbapenems. Cette bactérie est naturellement présente au niveau de
certains organes comme le tube digestif ou les poumons, mais son action est généralement
bien contrdlée par le corps, d'ou l'absence d'infection. Cette bactérie peut toutefois devenir
« agressive » dans certaines conditions, quand les défenses immunitaires sont diminuées,
chez les personnes alcooliques ou encore diabétiques. C’est une cause importante de
pneumonie et d’abces pulmonaires d’origine communautaire ou nosocomiale, ou les
principaux symptomes sont la fievre, les frissons. Elle peut ainsi étre responsable d'angines,
d'infections pulmonaires, parfois d'infections urinaires ou d'infections plus généralisées, la

septicémie et la méningite (Kitchel et al., 2009).

IIL.S Serratia

D’une maniere générale, les especes du genre Serratia sont isolées des plantes
(Iégumes, champignons, mousses), du tube digestif des rongeurs, des insectes, de 1’eau et du
sol. Cette bactérie est rarement pathogene, mais elle est fréquemment présente dans
I’environnement hospitalier et certaines souches sont responsables d'infections

nosocomiales (Abo et al., 2010).

111.6 Salmonella

Présents dans I’eau et dans diverses denrées alimentaires, les Salmonelles sont
pathogenes, soit exclusivement pour I’homme (Sa/monella typhi), soit exclusivement pour
I’animal (Salmonella abortus ovis). Chez ’homme, elles sont responsables de la fievre
typhoide et de gastro-entérites. Chez I’animal, les tableaux cliniques sont variés
avortements chez différentes especes, septicémies du jeune, entérites. La morphologie est
celle des entérobactéries. Certaines souches habituellement mobiles peuvent a 1’isolement
se présenter sous forme immobile. Les colonies mesurent en général 1,5 & 3 mm apres
24 heures a 37°C et apparaissent lors de 1’isolement sous forme S. (Brener, 1981 ;

Carbonnelle et al., 1987 ; Pilet et al., 1979).
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d'entérotoxines dans l'intestin gréle. Sa dose infectieuse nécessite un nombre élevé de

bactéries, généralement plus de 105 (Anonyme 3).

L2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus appartient a la famille des Staphylococcaceae, c’est une
bactérie sous forme de Cocci a Gram positif, d’un diametre d’environ de 0,8 pm a 1um.
Immobile, asporulé habituellement disposé en grappes, et ne présente pas de capsule visible
au microscope optique. Staphylococcus aureus fait partie de la flore humaine et est surtout
présent dans le nez et sur la peau. Staphylococcus aureus cultive facilement sur des milieux
ordinaires, en aérobiose comme en anaérobiose, en formant, sur milicux solides, des colonies
lisses, luisantes et bombées, plus ou moins pigmentées en jaune doré d'ou l'appellation de
staphylocoque "doré". En milieu liquide, il produit, dans le bouillon, un trouble homogene.
C’est un microorganisme pyogene responsable de la plupart des infections suppurées de la
peau et des muqueuses, il surinfecte souvent les plaies négligées. (Prescott et al., 2010).
Staphylococcus aureus résistante a la méticilline (antibiotique) est contrairement au
Staphylococcus aureus sensible a la méticilline (MSSA), le MRSA croit plus lentement sur
divers médias et a été trouvé dans des colonies mixtes de MSSA. Le géne mecA, qui confere
la résistance a un certain nombre d'antibiotiques, est présent dans le MRSA et non dans le

MSSA (Anonyme 4).

L3 Escherichia coli produisant le BLSE

Escherichia coli qui appartient a la famille des Enterobacteriaceae. C’est un Bacille
a Gram négatif, assez grand (1-1.5 X 2—6 um), aéro-anaérobie facultatif, oxydase négatif,
nitrate positif et qui fermente le glucose (Farmer et al., 2007). E.coli est naturellement
sensible a I’ensemble des B-lactamines. Cependant, le nombre de souches produisant une j3-
lactamase a large spectre (BLSE) va croissant depuis plusieurs années. Ces BLSE
appartiennent a la classe A de la classification des B-lactamases d’Ambler, c’est a dire
qu’elles hydrolysent I’ensemble des pénicillines et des céphalosporines a I’exception des
céphamycines, du moxalactam et des carbapénémes. Les souches d’E.coli productrices de
BLSE responsables des infections urinaires de 1’enfant produisent le plus souvent une
enzyme de type CTX-M qui confere un plus haut niveau de résistance au céfotaxime qu’a la

ceftazidime (Ahn et al., 2009).
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les fruits, les feuilles, les racines, les graines et les écorces de nombreux végétaux. Les huiles
essentielles sont constituées de plusieurs molécules chimiques de synthése naturelle. Ces
molécules sont différentes selon la nature de la plante, le sol, le temps de récolte, la partie
de la plante, la préparation de I’échantillon, ainsi que la méthode d’extraction (Noun, 2013).
Les HE regroupent des "composés majeurs : les alcools, les esters, les aldéhydes, les cétones

etc.

II.2 Le mécanisme d’action des HE sur les cellules bactériennes

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 (Guinoiseau,
2010). La variabilité des constituants des huiles suggere qu’elles agissent sur plusieurs sites
d’action étant donné que chaque composé possede son propre mode d’action (Sipailiene,
2006). Leur activité antimicrobienne est principalement fonction de leur composition
chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs (Wendakoon,

1995).
Leur action se déroule en trois phases (El kalamouni, 2010) :

» lere Phase : attaque de la paroi bactérienne par 1’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.

111 Les souches bactériennes

IIL.1 Bacillus cereus

Bacillus cereus (B. cereus) est un Gram-positif, facultativement anaérobie, endospore
formant, gros batonnet et morphologie coloniale d’environ 2 a 7 mm de diamétre, avec une
texture granulaire blanche. La température de croissance optimale est de 28 © C a 35 ° C,
avec une croissance minimale température de 4 ° C (39,2 ° F) et maximale de 48 ° C (118,4

° F). La croissance peut se produire dans les gammes de pH de 4,9 4 9.

Il provoque deux types de maladies d'origine alimentaire : 1) une intoxication due a une

toxine préform¢ dans 1'aliment et i1) d'une infection due a I'ingestion de cellules productrices

@



Chapitre I1I : Bactéries et levures Etude bibliographique
]

Chapitre III : Bactéries et levures
I  Généralités

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).
Les bactéries ont généralement un diamétre inférieur a 1pum. On peut les voir au microscope
optique, a I’état frais ou apres coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci), en batonnet
(bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochétes). Les détails de leur structure ne sont

visibles qu’en microscopie €lectronique (Nauciel et Vildé, 2005).

Le terme "agent antimicrobien" désigne toute substance utilisée pour détruire les
micro-organismes ou empécher leur croissance, y compris, agents antibactériens. Les agents
antimicrobiens sont utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies transmissibles et
prévenir les infections (CCE, 2001). Le mode d’action de ces agents sur les bactéries,
peuvent étre : bactériostatique, lorsque la substance inhibe la multiplication des bactéries ou

bactéricides : lorsque la substance détruit totalement les bactéries.

Face au probléme soulevé depuis plusieurs années par la résistance des bactéries aux
antibiotiques, la seule alternative fiable a 1'usage des antibiotiques semble étre celle des HEs.
Connue de fagon empirique depuis des siecles, leur efficacité¢ antibactérienne a été
démontrée par de nombreux travaux /n vitro et In vivo et vis-a-vis des bactéries a Gram
négatif et a Gram positif, elles ont un champ d’action trés large qui est 1ié a leurs
compositions chimiques, aux groupements fonctionnels des composés majoritaires (alcools,
phénols, composés terpéniques et cétoniques) et a leurs effets synergiques (Carson et al.,

1995).
11 Huile essentielle

II.1 Définition

Une huile essentielle est en général un mélange de substances naturelles volatiles
obtenues par codistillation avec la vapeur d’eau a partir de la biomasse végétale. Les huiles
essentielles se caractérisent par leur odeur, leur gott, leurs propriétés physicochimiques et
biologiques (McGraw-Hill, 2007). Les HE sont stockés sous forme des microgouttelettes

dans les glandes des plantes. (Encyclopadia Britannica, 2016). On les trouve dans les fleurs,
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carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhesines microbiennes, les

protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).
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Ar-Oe : radical aryloxyle qui, s’il s’agit d’un noyau catéchol, peut réagir avec un autre radical

pour former une o-quinone plus stable.

IV.1.5.2 Chélation des ions métalliques

Les polyphénols contribuent a 1’inhibition de la formation des radicaux libres par la
chélation de métaux de transition tels que le fer (Fe*") et le cuivre (Cu®), qui sont essentiels
pour de nombreuses fonctions physiologiques. Ils entrent notamment dans la composition
des hémoprotéines et de cofacteurs d’enzymes du systéme de défense antioxydant (Fe?* pour
la catalase et Cu’ pour le superoxyde dismutase). Cependant, ils peuvent aussi étre
responsables de la production du radical OHe par la réduction de H,O: lors de la réaction de
Fenton (Pietta, 2000). En outre, I’autoxydation des ions Fe*" et Cu” est une source de O2e-
et de H2O». Ainsi, complexer les ions du fer et du cuivre sous une forme qui bloque leur
activité redox est un mécanisme d’action antioxydante. Les polyphénols abondants dans
I’alimentation, notamment les flavonoides, séquestrent ces 1ons métalliques au niveau de

différents sites.

IV.1.5.3 Inhibition des enzymes

Inhibition enzymatique En raison de la présence de multiples fonctionnalités phénol,
ils interagissent avec les protéines si fortement, que la précipitation des complexes protéines-
polyphénols se produit fréquemment, ce qui est la base de leur utilisation dans le processus
de tannage du cuir. Les phénomenes d’interaction polyphénols-protéines ont été largement
étudiés in vitro, particulierement dans le cas des flavonoides. Afin de préciser le mécanisme
d’action de I’activité inhibitrice des flavonoides, des études ont été réalisées sur 1’effet de la
quercétine sur 1’oxydation de 1’acide linoléique par une lipoxygénase. Ces auteurs ont
constaté que le mécanisme d’inhibition des lipoxygénases par la quercétine ne serait pas dii
a une complexation ou a une oxydation du Fe?", mais plutdt a une inhibition irréversible
résultant de liaisons covalentes entre I’enzyme et les dérivés oxydés de la quercétine

(quinone ou radical phénoxy) (Halliwell, 1994).

IV.1.6 Activité antimicrobienne des polyphénols

Les polyphénols sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des microorganismes
(Cowan, 1999). Une contamination des végétaux par des microorganisme pathogeénes
entraine une forte augmentation des teneurs en composés phénoliques, ce qui correspond a
la mise en place de mécanisme de défense de la plante (Macheix et a/., 2005). Le mécanisme

de toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les
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que physiologique (stress oxydant). Ces substances suscitent beaucoup d’intéréts dans
plusieurs domaines, celui de la nutrition par leur caractere préventif a 1’égard de diverses
maladies citées précédemment, en cosmétologie et surtout dans les industries
agroalimentaires par leurs implications, en particulier, sur la flaveur des aliments et leur
incidence sur la conservation des produits alimentaires. Ainsi, ils pourraient constituer une
alternative a I’utilisation des additifs alimentaires synthétiques, buthylhydroxyanisol (BHA)
et buthylhydroxytoluéne (BHT), qui ont montré des effets nuisibles (effet carcinogene) (He
et al.,, 2008). Une meilleure connaissance du devenir des polyphénols d’importance
alimentaire apres ingestion et des effets nutritionnels qui en découlent est essentielle d’un
point de vue de nutrition préventive. Un des objectifs de la recherche en nutrition préventive
est de parvenir a démontrer in vivo les effets de la consommation de polyphénols sur la santé
et a identifier, parmi les centaines de polyphénols, ceux qui pourraient jouer un role

protecteur plus important dans une optique de nutrition préventive.

IV.1.5 Activité antioxydante des polyphénols

Les composés phénoliques exercent une activité antioxydante via plusieurs mécanismes :
» Le piégeage direct des ERO ;
» L’inhibition des enzymes génératrices d’EOR ;

» La chélation des ions de métaux de transitions, responsables de la production des

ERO;
» L’induction de la biosynthése d’enzymes antioxydantes (Halliwell, 1994).

IV.1.5.1 Piégeage des radicaux libres

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de
déterminer les éléments majeurs de 1’activité antioxydante. A cause de leur faible potentiel
redox (Jovanovic et al, 1994). Les polyphénols (Ar-OH), sont capables de réduire
rapidement les radicaux libres oxydants comme le superoxyde, les peroxyles (ROQe), les

alkoxyles (ROe¢) et I’hydroxyle par transfert d’hydrogene
Ar-OH + Xe Ar-Oe + XH
—

Xe : Représente 1'une des ERO mentionnées ci-dessus ;
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solubilité et de limiter leur toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout
de la lignine et des flavonoides liés aux structures pariétales. Les composés phénoliques sont
synthétisés dans le cytosol. Une partie des enzymes impliquées dans la biosynthése des
phénylpropanoides est liée aux membranes du réticulum endoplasmique, ou elles sont

organisées en métabolons.

Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur role dans la plante et peut
étre trés caractéristique. Au sein méme des feuilles la répartition des composés est variable,
par exemple les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans
I’épiderme. Au niveau de la plante enti¢re, il faut noter que certains composés ne sont
accumulés que dans des organes bien définis. Chez la pomme par exemple, les composés
phénoliques interviennent au niveau de la coloration de la peau via les anthocyanes, et dans
la qualité organoleptique de la chair, notamment pour 1’amertume ou I’astringence (Bénard,

2009).

Les composés phénoliques jouent un role important dans le métabolisme de la plante
mais aussi peuvent réagir dans les interactions des plantes avec leur environnement
biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance
aux UV). Toutes les catégories de composés phénoliques sont impliquées dans les
mécanismes de résistance (Dicko et al., 2006). Ils assurent la communication entre les

cellules, entre végétaux, entre végétaux et animaux (Robert et Catesson, 2000).

IV.1.4 Role de polyphénols dans la nutrition

Le régime méditerranéen, caractérisé par une consommation €levée et varice de
produits végétaux (légumes, fruits, huile d’olive, thé...etc), est associé¢ a un allongement de
I’espérance de vie. Plusieurs études épidémiologiques suggerent que la protection qu’une
alimentation riche en produits végétaux semble apporter contre le développement de diverses
pathologies dégénératives associées au stress oxydant telles que les maladies
cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives et divers cancers, serait due aux
microconstituants de cette dicte dont les polyphénols sont les principaux représentants
(Mompon et al., 1996). Les polyphénols possédent un large éventail d’activités biologiques
in vitro (antibactériennes, anti-cancérigene, anti inflammatoire, antioxydante etc...) lides a
leur caractére réducteur et a leur affinité pour les protéines et les ions métalliques. Les
polyphénols présentant ainsi des propriétés antioxydantes bien établies et en lien avec

I’inhibition de 1’oxydation aussi bien dans le domaine alimentaire (oxydation des lipides)
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IV.1.2.3 Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant en
commun la propriété de tanner la peau, ¢’est-a-dire de rendre imputrescible. Ces substances
ont en effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant.
Tres répondu dans le régne végétal ils peuvent exister dans divers organes, mais on note une
accumulation plus particulierement dans les tissus 4gés ou d’origine pathologique. Ils sont
localisés dans les vacuoles, quelques fois combinés aux protéines et aux alcaloides. On

distingue : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Roux et Catier, 2007).

Les tanins sont largement répandus dans les organismes végétaux et plus particulicrement
dans les fruits, les graines de céréales et diverses boissons. Dans 1'alimentation humaine, les

sources les plus importantes de tannins sont le vin et le thé (Pénicaud, 2009).

IV.1.2.3.1 Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables ou acides tanniques sont des polymeres de 1’acide gallique
ou de son produit de condensation : I’acide €llagique. Ils ont un poids moléculaire plus faible
et précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condensés. Ils peuvent diminuer
la dégradation des parois dans le rumen et étre hydrolysés dans I’intestin en libérant des
produits toxiques pour le foie et le rein (Jarrige et Ruckebusch, 1995). Ils sont divisés en
¢llagitannins et gallotannins, Les gallotannins libérent par hydrolyse acide, hydrolyse
basique, a l'eau chaude ou par action enzymatique de l'acide gallique (Collin et Crouzet,

2011).

1V.1.2.3.2 Tanins condensés

Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines. Les tanins condensés sont des
polyphénols de masse molaire élevée. Ils résultent de la polymérisation auto-oxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les liaisons C4-C8
(parfois C4-C6) des unités adjacentes, et se nomment ainsi proanthocyanidines de type B.
Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8 et par une
liaison d’éther additionnelle entre C2 et C7, les proanthocyanidines sont dits de types A

(Wollgast et Anklam, 2000).

IV.1.3 Localisation et intérét des polyphénols dans les plantes
A 1’échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans
deux compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont

conjugués, avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur
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IV.1.2.1.1 Acides hydroxybenzoiques C6-C1

Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de 1’acide benzoique et ont une
formule de base de type (C6-C1) (Macheix et al., 2005). Les variations dans les structures
de I’acide hydroxybenzoique individuel se trouvent dans I'hydroxylation et la méthylation
du cycle aromatique (Shankar et al., 2012). Sept acides benzoiques sont connus : acide p-
hydroxy benzoique, acide protocatéchique, vanillique, gallique, syringique, salicylique et

gentisique (Collin et Crouzet, 2011).

IV.1.2.1.2 Acides hydroxycinnamique C6-C3

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante des
polyphénols, dont la structure de base (C6-C3) dérive de celle de 1’acide cinnamique. Les
molécules de base de la serie hydroxycinnamique : L’acide p-coumarique, caféique,

férulique, et I’acide sinapique (Macheix et al., 2005).

IV.1.2.2 Flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement
répandus dans le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui
sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. On
les trouve dissous dans la vacuole des cellules a 1'état d'hétérosides ou comme constituants
de plastes particuliers, les chromoplastes (Guignard, 1996). Les flavonoides sont formés
d’un squelette a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6) correspondant a la structure du
diphenylpropane (Collin et Crouzet, 2011). IlIs sont constitués d’un cycle benzoique
présentant plusieurs groupements hydroxyles et pour cette raison ils sont nommés
polyphénols. Ces groupements hydroxyles sont responsables de la fonction antioxydante des

polyphénols (Descheemaeker et Provoost, 1999).

Plus de 4000 flavonoides ont ét¢é identifiés chez les plantes. La liste de ces derniers
est en croissance continue. Celle-ci est dii a la survenance de nombreux modeles dans les
quelle les substitutions primaires (comme le groupe hydroxyle) peuvent étre substitués
(glycosylés ou acylés) et parfois crées des structures tres complexe (D’ Archivio et al., 2007).
Les principales classes des flavonoides sont : les flavonols, les flavones, les flavanones, les
flavan-3-ols, les isoflavones et les anthocyanes, ils varient dans leurs caractéristiques

structurelles par la diversité fonctionnelle autour de 1’oxygénation de 1’hétérocycle.
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IV.1.1.1 Voie de I'acide shikimique

Elle conduit a la formation du précurseur immédiat des phénols par désamination de
la phénylalanine. La séquence biosynthétique qui suit, appelée séquence des
phénylpropanoides, permet la formation des principaux acides hydroxycinnamiques.
L’association des formes actives de ces derniers avec le coenzyme A produisent les

principales classes des composés phénoliques (Sarni et Cheynier, 2006).

IV.1.1.2 Voie de I’acétate / malonate

La glycolyse et la f-oxydation aboutissent a la formation de 1’acétyl-CoA donnant le
malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques,
obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de
I’acétyl-CoA. La pluralité structurale des composés phénoliques, due a cette origine
biosynthétique, est encore accrue par la possibilité tres fréquente d’une participation
simultanée du shikimate et de 1’acétate a 1’élaboration des composés mixtes comme les

flavonoides, les stilbénes et les xanthones (Akroums, 2010).

IV.1.2 Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui se
différencient d’abord par la complexité du squelette de base ensuite par le degré de
modification de ce squelette et enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec
d’autres molécules. De ce fait, trois grandes classes sont distinguées : les acides phénoliques,

les flavonoides et les tanins (Vermerris et Nicholson, 2006).

IV.1.2.1 Acides phénoliques

Sont les principaux polyphénols alimentaires (Watson et al., 2013), ils sont présents
dans tous les fruits et les Iégumes et représentent environ un tiers de la teneur totale de
l'alimentation en polyphénols (Sharma et al., 2015). Les acides phénoliques constituent un
groupe important de composés organiques naturels avec un large spectre d'activités
pharmacologiques, ils possédent des propriétés non seulement antioxydantes, mais
¢galement des propriétés antivirales et antibactériennes. L'activité anti-oxydante phénolique
est généralement combinée avec des groupes hydroxyles trouvés dans leurs molécules
(Cazes, 2005). IIs ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols, ils se divisent en
deux catégories dérivés de I’acide benzoique et dérivés de I’acide cinnamique (watson et al.,

2013).
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| \Y Métabolites secondaires

Ce sont des molécules qui ne sont pas produites directement lors de la photosynthéese,
mais résultent de réactions chimiques ultérieures (réactions secondaires) du métabolisme, ils
sont synthétisés par les plantes, entre autres en tant qu’agents protecteurs, odorants et
colorants et aussi agents de défense pour la survie dans 1’écosysteme. Ils sont d’une variété
structurale extraordinaire mais elles sont produites en faible quantité. Ces molécules
marquent de manicre originale, une espece, une famille ou un genre de plante et permettent

parfois d’établir une taxonomie chimique (Bruneton, 2009).

On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes parmi ceux- ci :
e les composés phénoliques.
e les terpenes et stéroides.
e les composés azotés dont les alcaloides.

IV.1 Composées phénoliques

Les polyphenols, dénommés aussi composés phénoliques, sont des molécules
spécifiques du régne végétal et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire (Torreggiani
et al., 2005). On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Leurs
fonctions ne sont pas strictement indispensables a la vie du végétal, cependant ces substances
jouent un réle majeur dans les interactions de la plante avec son environnement (Hynes et
al., 2004), contribuant ainsi a la survie de 1’organisme dans son écosysteme. Le terme «
phénol » englobe approximativement 10000 composés naturels identifiés (Hynes et al.,
2001). L’élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un
noyau phénolique a 6 carbones auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle
(OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Kakhlon et
Cabantchik, 2002). Les polyphénols sont généralement des composés aromatiques solubles
dans les solvants polaires tels que 1’éthanol, le méthanol, le diméthylsulfoxide, le butanol,

acétone et 1’eau etc.

IV.1.1 Biosynthése des polyphénols
Les composés phénoliques sont issus par deux grandes voies métaboliques : la voie de

l'acide shikimique et la voie de 1’acétate/malonate.
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I11.2.5 Antioxydants secondaires ou préventifs

Les antioxydants secondaires assurent 1’inhibition de la production des radicaux
libres. Ce sont des substances décomposant les hydroperoxydes en alcool, comme thiols
(glutathion, acides aminés soufrés) ou les disulfures, des protecteurs vis-a-vis des UV,
comme les caroténes, des chélatants des métaux promoteurs d’oxydation type fer et cuivre,

comme [’acide citrique et les 1écithines ou enfin de séquestrant d’oxygene comme 1’acide

ascorbique (Rolland, 2004).

II1.2.6 Antioxydants enzymatiques
Le corps humain posséde un systeéme antioxydant interne de base contre les radicaux
libres. Trois types d’enzymes antioxydantes sont mis en ceuvre pour la destruction des

especes réactives de I’oxygene (Pelletier et al., 2004) sont :

e Les superoxydes dismutases (SOD) qui catalysent la dismutation de 1’anion

superoxyde en peroxyde d’hydrogene (Droillard et a/., 1990).

e La catalase qui catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau permettant

I’élimination de celui-ci (Yoshimoto et al., 2007).

e La gluthathion peroxydase (GPX) qui décompose aussi le peroxyde d’hydrogene en

utilisant le gluthation comme donneur d’hydrogeéne (Bédane, 2008).

I11.2.7 Antioxydants non enzymatiques

Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs. Ils
peuvent se comporter comme des piégeurs des radicaux libres par les interventions directes
sur les molécules prooxydantes ou indirectement, en chélatant les métaux de transition. Ce
type d’antioxydants posséde un avantage considérable par rapport aux antioxydants
enzymatiques. Du fait de leur petite taille, ils peuvent en effet pénétrer facilement au cceur
des cellules et se localiser a proximité des cibles biologiques. Ce type d’antioxydants
regroupe un grand nombre de substances hydrophiles ou lipophiles et ils sont en partie
produits par l'organisme au cours de processus biosynthétiques. Néanmoins le nombre
d'antioxydants produits in vivo est trés limité ; on peut citer parmi les plus actifs : le
glutathion, le NADPH, les dipeptides, l'acide urique, l'acide lipoique ou la bilirubine
(Stocker et al., 1987).
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stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité

de lier les acides gras libres (Himed, 2011).

I11.2.2 Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques comme les médicaments, les compléments
alimentaires ou les additifs alimentaires qui sont, certes, trés efficaces mais susceptibles de
manifester des effets secondaires et méme étre toxiques (Manian et al., 2008). Il est donc
louable de chercher des antioxydants naturels efficaces sans ou présentant moins d’effets
secondaires pour remplacer les synthétiques ou pour plus de choix a partir des plantes

alimentaires et médicinales.

II1.2.3 Antioxydants synergiques

Les antioxydants synergiques sont des substances qui ne sont guere actives en tant
qu'antioxydants, et dont les propriétés apparaissent surtout en présence des autres
antioxydants. Il en est ainsi des lécithines, des acides citrique et tartrique, des acides aminés,
de certains flavonoides. Leurs propriétés peuvent s'expliquer par un effet chélatant de métaux
comme le fer ou le cuivre, dont on connait bien 1'effet pro-oxydant a faible dose. Cependant,
ce n'est peut-&tre pas la seule explication, car plusieurs de ces produits sont d'assez mauvais
chélatants. Certains produits ont un effet inhibiteur de la décomposition des hydroperoxydes,
et d'autres semblent régénérer des antioxydants, comme les tocophérols ou les dérivés de

l'acide ascorbique a partir de leurs formes oxydées (Marie, 2004).

I11.2.4 Antioxydants primaires

Ce genre d’antioxydants peut inhiber la réaction d’initiation et la propagation de
I’oxydation en participant au processus d’oxydation et en convertissant les radicaux libres
vers leurs formes inactives. Les antioxydants primaires sont généralement des composé€s
phénoliques (AH) capables de donner un atome d’hydrogéne au radical libre et le convertir
en un composé stable non radicalaire. Les antioxydants de ce groupe réagissent de facon
prédominante avec les radicaux pyroxylés, pour deux raisons : la concentration ¢levée de
ces radicaux et la faible énergie du groupement (ROQO-), un piégeur du radical libre, méme
a des concentrations faibles, entre en compétition avec les lipides pour rendre le radical libre
inactif par l'intermédiaire d’une réaction de libération d’un électron, suivie d’une

déprotonation (Frankel ez al., 2000 ; Huang et al., 2005).
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liaisons peptidiques et de former ainsi des fragments protéiques. L’ADN, qu’il soit nucléaire
ou mitochondrial, est également une cible majeure des EOR. Ces altérations structurales
lorsqu’elles ne sont « réparées » entrainent a long terme des altérations géniques (Koechlin-

Ramonatxo, 2006).

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1'dge, car le
vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production
mitochondriale de radicaux. En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et
en sur-exprimant certains geénes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de
plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse
respiratoire aigu, oedéme pulmonaire, vieillissement accéléré. Le stress oxydant est aussi un
des facteurs potentialisant l'apparition de maladies plurifactorielles tel que le diabete, la

maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier, 2003).
IIT  Antioxydants

III.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
I’oxydation de ce substrat» (Pastre et Priymenko, 2007). Les antioxydants piegent les
radicaux libres en inhibant les réactions a D’intérieur des cellules provoquées par les
molécules de dioxygeéne et de peroxyde, aussi appelées espéces oxygénées radicalaires
(EOR) et especes azotées radicalaires (Benbrook, 2005). Les antioxydants sont largement
présents dans nos aliments, soit sous forme naturelle, soit sous forme d'additifs utilisés dans

I’industrie agroalimentaire (Tanguy et al., 2009).

IIL.2 Classification des antioxydants
Les antioxydants sont classés selon leur origine en antioxydants naturels ou synthétiques et
selon le mode d’action en antioxydants primaires ou secondaires enzymatiques et non

enzymatiques tres efficaces.

II1.2.1 Antioxydants naturels

Les antioxydants sont naturellement présents dans presque toutes les plantes, tous les
micro-organismes, les champignons et méme dans les tissus animaux (Amrani, 2012). Elles
incluent le bétacaroténe, I'albumine, l'acide urique, les oestrogeénes, les polyamines, les

flavonoides, 'acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine c, etc. Elles peuvent
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qui peuvent étre inactivés, soit directement, soit par défaut de synthése. Les especes réactives
de I’oxygene, peut attaquer tous les types de constituants cellulaires et engendrer diverses
altérations (dégradation protéique, inactivation enzymatique, lipoperoxydation, adduits a L'

ADN) (Pelletier et al., 2004).

II.1 Origine de stress oxydatif

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, telle que les conséquences inévitables
du métabolisme aérobie. En effet, I’organisme a besoin d’O» pour produire de 1’énergie au
cours des réactions dites de respiration oxydative. Cependant, une faible partie de I’oxygene
¢chappe a sa réduction en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors étre a 1’origine
de la production de radicaux libres oxygénés (RLO) (Chu et al., 2010) et de Ioxygene
singulet ('0,) mais surtout de 1’anion superoxyde (Oze-). La dismutation de O2¢- va donner

naissance au peroxyde d'hydrogene (H20.) puis indirectement au radical hydroxyl (¢OH).

Les radicaux libres peuvent également é&tre produits lors de la défense
antibactérienne. Les cellules phagocytaires (macrophages, neutrophiles...) activées pendant
la réaction inflammatoire, vont libérer un anion superoxyde Oze-. Ce phénomene est appelé
la flambée respiratoire. Les radicaux superoxydes formés peuvent alors subir eux aussi des
transformations donnant naissance aux dérivés oxygénés toxiques. La régulation des
fonctions cellulaires 1étales telle la mort cellulaire programmeée (apoptose) fait appelle aussi

a la production endogenes des radicaux libre (Pincemail, 2002 ; Valko et al., 2006).

Les autres sources sont 1’exposition aux radiations ionisantes (exposition importante
au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle), la pollution, le contact avec certains
pesticides et solvants, la consommation de tabac et d’alcool, la prise de certains
médicaments, la pratique du sport intensif et tout processus susceptible de surcharger les
réactions de détoxication hépatique, notamment une perte de poids importante (Poirier,
2004).

II.2 Conséquences du stress oxydant
L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires,
induit des processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation compléte

de la membrane, altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barriere et d’information.

Les EOR sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines

de protéines, altérant également leur fonction. Les EOR sont aussi capables de couper des

3



Chapitre II : Stress oxydatif et métabolites secondaires Etude bibliographique
]

Chapitre II : Stress oxydatif et métabolites secondaires

I  Radical libre

Un radical libre est une espéce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple
atome, capable d'avoir une existence indépendante (libre) en contenant un ou plusieurs
¢lectrons célibataires (€lectron non appari€ sur une orbitale). Cela lui confére une grande
réactivité donc une demi-vie trés courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a
remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en

oxydant un autre compos¢ (Goudable et Favier, 1997).

I.1 Réle biologique

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des especes
extrémement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies,
tout en étant des especes indispensables a la vie. Ils remplissent en effet de trés nombreuses
fonctions utiles qui a part la phagocytose, ont été¢ découvertes récemment. Les radicaux libres
participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires,
a la défense immunitaire contre les agents pathogeénes, a la destruction par apoptose des
cellules tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains
neurones et notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de I'ovule, a la régulation des
genes (Favier, 2003) a la production énergétique, au reéglement de la croissance des cellules
et a la signalisation intracellulaire (Ardestani et Yazdanparast, 2007 ; Touafek, 2010 ;
Marfak, 2011).

II  Stress oxydant

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre
les prooxydants et les antioxydants (Pincemail et al., 1999) en faveur des premiers et
impliquant la production d’espéces réactives de 1’oxygene. La formation incontrdlée
d’especes réactives de I’oxygene comme 1’anion superoxyde (O2’), le peroxyde d’hydrogene
(H202) ou le radical hydroxyle (OH®) aura la conséquence souvent lourde pour I’organisme.
La formation d’espéces réactives n’est pas toujours synonyme de toxicité. En effet, certaines
sont des intermédiaires de processus physiologiques normaux. Ce n’est que lorsque les
systemes de défense sont dépassés et ne suffisent plus a neutraliser la surproduction de ces
especes que la toxicité apparait. Un stress oxydative pourra étre induit lors de la

surproduction d’espéces réactives et /ou par suite de 1’inhibition des systemes antioxydants

3



Chapitre I : Présentation des plantes Etude bibliographique
]

souvent a base d’eau : décoction, infusion, macération. Ces préparations existent aussi sous

forme plus moderne de gélules de poudre de plante seche que le sujet avale (Besancon,

2012).
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5 a 8 et d’'une température plus de 15°c et une exposition abritée et cinq heures

d’ensoleillement quotidien (Bezanger et al., 1990).

1.4 Utilisation de basilic

> Pour l'alimentation

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

comme source d'huile essentielle (Magness et al., 1971).

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

distillée donne une essence contenant de I'eucalyptol et de I'eugénol.
> En pharmacie
e Partie utilisée : feuilles et sommités fleuries
e Propriété : Stomachique, carminatif, lactagogue, stupéfiant léger
e Mode d'emploi : Infusion, poudre, essence, oenolé, cataplasme

Sédative, antispasmodique des voies digestives, diurétique, antimicrobienne, contre
l'indigestion et en tant que vermifuge. Elle éloignerait les moustiques et c'est un remede

contre I'hnéméralopie.

IIT  Phytothérapie

La phytothérapie concerne le traitement des maladies par les plantes ou par leurs extraits
(Bordeaux, 2009). 11 est recommandé¢ d’utiliser la plante entiere, appelée aussi «totumy

plutdt que des extraits obtenus en laboratoire. Il existe différents types de phytothérapie :

- L’aromathérapie : c’est une thérapeutique qui utilise les huiles essentielles, substances

aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes.

- La gemmothérapie : se fonde sur I'utilisation d’extrait alcoolique de tissus jeunes de

végétaux tels que les bourgeons et les radicelles.

- L’herboristerie : correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus
ancienne. L’herboriste se sert de la plante fraiche ou séchée, soit entiére, soit une partie de

celle-ci (€corce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le plus
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Figure 8. Les fleurs d’Ocimum basilicum (Anonyme 2)

» Graines : petites (fines), oblongues et marron foncé (Pousset, 2004), la durée de

germinative de cette graine est de huit ans (Riaz, 1999) (Fig.9).

Figure 9. Les graines d’O.basilicum (Dreamstime, 2016)

» Le systéme racinaire : est du type pivotant (Arabici et Bayram, 2004).

I1.3 Habitat et culture

Le basilic étant une plante des pays chauds méditerranéen, introduit dans toutes les régions
tropicales et subtropicales (Bulgarie, Madagascar, Italie, Comores et Maroc ...etc.) et cultivé
dans les pays tempérés (Schauenberge, 2006 ; Hubert, 2007 ; Bezanger et al., 1990). Herbe
de saison chaude, son multiplication se fait par semis au printemps, vers Mars-Avril. En
climat tempéré, il faut le faire en serre ou dans des pots maintenus a une température de
I’ordre de 20°C. La germination se produit au bout de 4 a 7 jours. Le repiquage en pleine

terre peut se faire lorsque le sol est suffisamment réchauffé. Le basilic a besoin d’un pH de

)
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Figure 6. La tige d’Ocimum basilicum (Oknene et Harbi, 2019)

> Les feuilles : sont opposée, denticulées dans la partie supérieure, ovales, cuvées a la
base, acuminées au sommet (Pousset, 2004). Elles sont petites ou large et toujours

treés brillantes (vert pale a vert foncé) (Fig.7).

Figure 7. Les feuilles d’Ocimum basilicum (Oknene et Harbi, 2019)

> Les fleurs : bilabiées et petites, ont la levre supérieure découpée en quatre lobes,
entourée d’une substance mucilagineuse qui se renfle dans I’eau comme celle de la
graine de lin (Riaz, 1999). Elles sont de couleur créeme, blanche, rose ou violacée

selon la variété (Arabici et Bayram, 2004 ; Koudjéga, 2004) (Fig. 8).
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11 Présentation d’Ocimum basilicum

II.1 Nomenclature et classification systématique

Ocimum basilicum sont des plantes a croissance rapide (Ocimum est dérivé du grec Okimon,
okus signifiant rapide) (Hubert, 2007). Le nom basilic vient du grec Basilikon qui signifie «
plante royale » ; lui-méme dérivé de bas-latin Basilicum Royal en référence a la grande

estime portée a cette herbe (Kothari et al., 2008).

e Nom botanique : Ocimum basilicum.

e Nom commun (frangais) : Basilic.

e Nom commun (Arabe) : ¢t~ (Rihan).
e Appellation locale : & (Hback).

e Autres noms : Herbe royal, Basilic romain, Grand basilic (Kothe, 2007).

Ocimum basilicum désigne un genre de Magnoliophyta de I’ordre des Lamiales et de famille

des Lamiacées (Tableau. 2).

Tableau 2. Classification d ' Ocimum basilicum.

Régne Plantea
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Ocimum
Espéce basilicum

II.2  Description botanique
O.basilicum est une plante annuelle de la famille des Lamiacées (Labiacée, Labiées) (Hurtel,

2000), herbacée ligneuse, feuillée, trés ramifiée et parfumée.

» La tige : quadrangulaire, pouvant atteindre jusqu’a 1m de hauteur (Fig.6).
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En Algérie, Lavandula stoechas est largement distribuée a travers toute la périphérie nord

du pays (Mahmoudi, 1982) (Fig.5).

45N

40N

35N

e L. stoechas subsp. stoechas
A L. stoechas subsp. luisieri

! 1
10W SW 0 S5E 10E 15E 20E 25E 30E 35E

Figure 5. Distribution géographique de L. stoechas (France, 2013)

I.4 Utilisation médicinale

Lavandula Stoechas est une espece végétale bien connue et utilisée a travers toute la région
méditerranéenne pour ses vertus médicinales, Elle était utilisée par les médecins musulmans
qui la considéraient comme céphalique (tonique), résolvante, désobstruant, et carminative.
Ils la prescrivent pour lutter contre des infections pulmonaires et pour 1’expulsion des
humeurs bilieuses et flegmatiques sont également utilisée comme insectifuge (Heywood,
1996). La plante est également utilisée dans la médecine populaire comme antispasmodique
dans les douleurs des coliques (Judd et al., 2002). Expectorant, stimulant et pour les
différentes maladies du systéme nerveux central, comme 1'épilepsie et la migraine. Elle est
appelée ‘le balai du cerveau’, (Heywood, 1996) Elle est d’ailleurs utilisée sous forme de
fumigation pour soigner "le mal des sinus" (Hornok, 1992). Cette lavande a aussi des effets
positifs sur les plaies, les infections urinaires, les maladies cardiaques et l'eczéma.
Finalement, elle possede également des vertus analgésiques, sédatives, antiseptiques et

antimicrobiennes.

Dans la médecine populaire algérienne, les parties aériennes, surtout les inflorescences, sont

utilisées comme un agent antiseptique et stimulant (Hodek et al., 2002).
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calice est sessile, a treize nervures avec des lobes moyens modifiés en un appendice.
La Corolle est de couleur violet foncée ou mauve (Fig.3). La floraison, plus précoce
que chez les autres lavandes, se déroule d’avril a mai puis en automne (Giray et al.,

2008).

Figure 3. Fleurs de Lavandula stoechas (Oknene et Harbi, 2019)

» Les fruits : Comme toutes les Lamiacées, les fruits sont sans intérét économique. Ils
permettent cependant la production de graines (Fig.4). Les taxons de la section
Stoechas s’hybrident facilement pour donner de nombreux taxons variant (Giray et

al., 2008).

Figure 4. Les fruits de Lavandula stoechas (Giray et al., 2008).
I.3 Distribution géographique
Elle est répandue dans tout le bassin méditerranéen (Europe méridionale, 1’ Afrique du Nord
et le Moyen Orient) avec une petite disjonction sur la frontiere Lybie-Egypte. Actuellement,

elle a été introduite et est cultivée en Bretagne, Nouvelle Zélande et en Australie (France,

2013).
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1.2 Description botanique

Lavandula stoechas se présente sous la forme d’un arbrisseau ou d’un buisson (Fig.1) trés
aromatique et trés ramifié pouvant atteindre un metre de haut avec une lourde odeur
semblable a celle du pin. Contrairement a beaucoup d’autres lavandes, celle-ci préfere les
sols siliceux et les terrains acides. Elle supporte I’ombre et toleére le froid jusqu’a -5°C (Giray

et al., 2008).

Figure 1. Arbuste de Lavandula stoechas (Oknene et Harbi, 2019)

» Les feuilles : opposées de 2-4 cm de long sont sessiles, tomenteuses, oblongues,

lancéolées, linéaires, étroites et recourbées sur les bords et sont souvent grises (Giray

et al., 2008).(Fig.2).

Figure 2. Feuilles de Lavandula stoechas (Oknene et Harbi, 2019)

» Les inflorescences : de coupe carrée sont sessiles, compactes et sur montées d’une
couronne de bractées florales violettes, ¢largies, stériles, obovale ou spatulées de 1 a
2 cm de longueur. Les bractées fertiles sont largement ovales a obovale et trilobées,

brievement acuminées, membraneuses, veinées et plus courtes que le calice. Le
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Chapitre I : Présentation des plantes

La famille des Lamiacées connue également sous le nom des Labiées, comporte
environ 258 genres pour 6900 espéces plus ou moins cosmopolites ; mais dont la plupart se
concentrent dans le bassin méditerranéen tel que le thym, la lavande et le romarin. Les
Lamiacées sont des herbacées, parfois sous-arbrisseaux ou ligneuses (Botineau, 2010). Une
grande partie de ces plantes sont aromatiques riches en huile essentielle d’ou leur intérét
¢conomique et médicinal. Un trés grand nombre des genres de la famille des Lamiaceae sont
des sources riches en terpénoides, flavonoides et iridiodes, glycosylés et composes

phénoliques (Lee et al., 2005).
| | Présentation de Lavandula stoechas

I.1 Nomenclature et classification systématique

Lavandula stoechas est connue dans le monde sous les noms suivant :

e En francais : La lavande.
e En arabe : Halhal, mogqif rwah, astuhudus, meharga.

e En anglais : Lavande espagnole (en Amérique).
D’apres Quezel et Santa (1963), la systématique de Lavandula stoechas est la suivante :

Tableau 1. Classification de L.stoechas

Régne Plantae

Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Eudicots

Sous-classe Astéridées

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Lavandula

Espéce stoechas (L.)
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médicinales, la famille des Lamiacées représente une grande importance aussi bien pour son
utilisation en industrie alimentaire et en cosmétique. Elle est I’une des familles les plus
utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien,
antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant (Bakkali et al, 2008). C’est dans ce
contexte que nous choisi d’investiguer les deux plantes de cette familles qui sont : Ocimum

basilicum et Lavandula Stoechas.
Notre étude a pour I’objectif de valoriser ces plantes par :

e Analyse quantitative de leur fraction phytochimique (polyphénols totaux,

flavonoides et tanins condensés) ;
e [’¢évaluation du pouvoir antioxydant de leurs divers extraits foliaires ;

e [’estimation de 1’activité antimicrobienne de leurs huiles essentielles foliaires.
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Introduction

Au travers des temps, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses
besoins de base tel que, nourriture, abris, vétements et aussi pour ses besoins médicaux. Les
plantes possedent d’extraordinaires vertus thérapeutiques. Leurs utilisations pour le
traitement de plusieurs maladies chez les étres vivants et en particulier I’homme est trés
ancienne et a toujours était faites de facon empirique. Actuellement, I’organisation mondiale
de la santé estime qu’environ 80% des habitants de la terre ont recours aux préparations
traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé primaire (Svoboda et Svoboda,

2000).

Des recherches pharmacologiques sur les plantes se font actuellement a travers tous
les laboratoires du monde pour é€lucider les propriétés thérapeutiques des différents
métabolites et leurs roles thérapeutiques et identifier et purifier les principes actifs
responsables de ces activités biologiques. Parmi ces composés on trouve les polyphénols
qui constituent une famille de molécules largement présente dans le régne végétal et qui sont

en effet doués de multiples vertus thérapeutiques (Wang et al., 2010).

La région méditerranéenne d’une maniere générale, avec son climat doux et
ensoleillé est particulierement favorable a la culture des plantes aromatiques et médicinales
(Anthoula, 2003). Ces plantes ont été traditionnellement employées pour I’assaisonnement

et la prolongation de la durée de conservation des aliments (Wang et al., 2010).

L’ Algérie, riche par sa biodiversité et son climat, est une plate-forme géographique
trés importante et posseéde une richesse floristique considérable. On compte environ 3000
especes de plantes médicinales dont 15% sont endémiques. Ce potentiel comporte des
milliers d’especes qui mérite d’étre explorées pour leurs effets biologiques qui ont pour
longtemps servi a une grande tranche de population comme moyen incontournable de

médication (Anthoula, 2003).

Les plantes aromatiques sont prometteuses et constituent une grande source
d’activités biologiques naturelles pour différents secteurs entre autres 1’agroalimentaire, le
médical ; I’environnemental, le cosmétique et le biologique (Anonymel). La présence des
antioxydants dans I’alimentation est devenue essentielle pour la qualité et la sécurité de
I’aliment. Les effets négatifs des antioxydants synthétiques encouragent a leur substitution

par des agents naturels (EI kalamouni, 2010). Parmi les familles des plantes aromatiques et
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mm : millimétre

MH : Mueller Hinton

min : minute

nm : nanometre

Mosg O2; : molybdéne

Na;COs : carbonate de sodium
NaNO:; : nitrite de sodium

NaOH : hydroxyde de sodium
O.basilicum : Ocimum basilicum L
PI% : pourcentage d’inhibition

R : radical libre.

RH : radical libre d’un acide gras insaturé.
ROOH : péroxyde lipdique.

R :le rendement

S : signification

UFC/g : unité fermante colonie par gramme.

UV : ultra-violet

Ws O23 : tungstene
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Liste des abréviations

Alcis : chlorure d’aluminium

C° : degré Celsius

Clso : concentration inhibitrice 50.

CMI : concentration minimum d’inhibition
CPT : concentration de polyphénols totaux
CF : concentration de flavonoide

CT : concentration de tanins

DMSO : Di-Méthyl-Sulf-Oxide

DPPH : 2,2 -diphényl -1- picrylhydrazyl

DO : densité optique

DZI : diametre de zone d’inhibition

E : extrait

g : gramme

H : heure

H3 PW12 Oy : acides phosphotungstique

H; PMO; O4 : d’acide phosphomolybdique
Ha : hectare

Hcl : acide chlorhydrique

HE : huile essentielle

HEB : huile essentielle brute

Km : kilometre

L.stoechas : Lavandula stoechas

M1 : la masse de I’huile essentielle

M2 : la masse de la plante

mg : milligramme

mg EAG/g MF : milligramme equivalent d’acide gallique par gramme de matiere fraiche
mg EAC/g MF : milligramme equivalent d’acide catéchine par gramme de maticre fraiche
ml : millilitre

ul : microlitre
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Abstract

Our work focused on two important plant species (Ocimum basilicum and Lavandula
stoechas) belonging to the Lamiaceae family and harvested in the in a region (El-Tarf)
located in the north-east of Algeria. The objective of this study is to characterize secondary

metabolites and biological activities (antioxidant, antibacterial).

Phytochemical analysis revealed the abundant presence of total polyphenols and flavonoids
however, tannins are present in small quantities in the two plants studied.. Total phenols
content of L. stoechas aqueous extract (7.18mg EAG/g MF) was more than the methalonic
extract (0.8 mg EAG /g MF) while for O. basilicum the difference between aqueous extract
(1.80mg EAG/g MF) and methalonic extract (0.7 mg EAG /g MF) is almost insignificant.
The flavonoid levels in the aqueous extracts are lower than in methalonic extracts and they
are respectively of the order of(0.8 and 1.68 mg EC/g MF) for L.stoechas and (0.95 and 1.06
mg EC g MF) for O.basilicum. Tannin contents for the two plants are more in the aqueous
extracts than methalonic extracts and they are respectively (0.23 and 0.11mg EC/g PF )for
L.stoechas and (0.03 and 0.015 mg EC /g PF) for O. basilicum.

The antioxidant activity studied by the DPPH test confirmed that the interesting antioxidant

activities were attributed to the both plant species methalonic extracts.

Antimicrobial activity of essential oils of the two plant leaves was tested against 12
pathogenic bacteria and one yeast (Candida albicans) using the diffusion method. The
results showed that L stoechas essential oils strongly inhibit the growth of Staphylococcus
aureus ATCC25923 bacteria while those of O basilicum are rather active against
Methicilline-resistant Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae carbeneemase

negative and Candida albicans yeast.

Keywords

Ocimum basilicum, Lavandula stoechas, phenolic compounds, antioxidant activity,
antimicrobial activity




Résumé

Nos travaux ont porté¢ sur deux espeéces végétales importantes (Ocimum basilicum et
Lavandula stoechas) appartenant a la famille des Lamiacées et récoltées dans une région (EI-
Tarf) située au nord-est de 1'Algérie. L'objectif de cette étude est de caractériser les

métabolites secondaires et les activités biologiques (antioxydant, antibactérien).

Une analyse phytochimique a révélé une présence abondante des polyphénols totaux et des
flavonoides. Cependant, les tanins sont présents en petites quantités dans les deux plantes
¢tudiées. La teneur en phénols totaux dans I'extrait aqueux de L stoechas (7,18 mg EAG /g
MF) est supérieure a celle dans 'extrait méthalonique (0,8mg EAG / g MF), tandis que pour
O basilicum 1'extrait aqueux (1,80mg EAG /g MF) est 1égérement supérieure a celle dans
l'extrait méthalonique (0,7 mg EAG /g MF). Les quantités en flavonoides dans les extraits
aqueux sont inférieures a celles dans les extraits méthaloniques et elles sont respectivement
de I’ordre de (0,8 et 1,68mg CE/g MF) pour L stoechas et de (0,95 et 1,06 mg CE/g MF)
pour O basilicum. Les teneurs en tanins dans les deux plantes sont plus élevées dans les
extraits aqueux que dans les extraits méthaloniques et sont respectivement de (0,23 et

0,11mg EC/g de PF) pour L stoechas et de (0,03 et 0,015mg EC/g de PF) pour O basilicum.

L'activité antioxydante étudiée par le test DPPH a révélé que les activités antioxydantes

intéressantes étaient attribuées aux extraits méthaloniques des deux especes végétales.

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles issues des feuilles de ces deux plantes, a
¢été testée contre 12 bactéries pathogénes et une levure (Candida albicans) en utilisant la
méthode de diffusion. Les résultats ont montré que les huiles essentielles de L stoechas
inhibent fortement la croissance de la bactérie Staphylococcus aureus ATCC25923 alors que
celles de O basilicum sont plutdt actives contre les bactéries Staphylococcus aureus
résistantes a la méthicilline, Klebsiella pneumoniae carbeneemase negative et la levure

Candida albicans.

Mots clés

Ocimum basilicum, Lavandula stoechas, composés phénoliques, activité¢ antioxydante,

antimicrobien
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