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Introduction générale :

Au travers des ages, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base : nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. L’utilisation
thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies de

I’homme est trés ancienne et évolue avec I’histoire de I’humanité (Gurib. F 2006).

Bien qu’une grande partie du XXéme siécle ait été consacrée a la mise au point des
molécules de synthese, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs de sources
naturelles a résult¢ dans la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles qui
commencent a jouer un réle majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines (
Hameurlaine. S, 2009) . Au cours des dernieres années, les infections ont augmenté et la
résistance aux antibiotiques devient de plus en plus un probléme thérapeutique. les études
nombreuses ont prouvé que les plantes médicinales peuvent donner une nouvelle source
d'agents antimicrobiens, anti-oxydante, anti-inflammatoire, anti-cancérigéne avec
éventuellement de nouveaux mécanismes d'action ( Ramzi A. et al, 2005), ( Aneta. W et al, 2007).
En effet, les produits chimiques auxquels les plantes médicinales leurs doivent plus souvent,
leurs propriétés, appartiennent a cette catégorie de substances qu'on range habituellement
aujourd'hui parmi les métabolites secondaires : polyphénols, alcaloides et huiles essentielles
...etc. (Zarrour. B, 2012)

Les composes phénoliques (CP) sont des métabolites secondaires, d'un poids
moléculaire élevé. lls sont largement distribués dans le regne végétal (Keskas. N, 2011) On les
trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Quelles que soient les parties et les
formes sous lesquelles elles sont métabolisées, ces substances sont extrémement complexes du
point de vue structure et composition chimique. Toutefois, leur métabolisme produit des milliers
de constituants différents, dont quelques-uns seulement sont responsables de [’effet
thérapeutique (Basli. A et al, 2012). En plus, les CP ont plusieurs applications industrielles,
comme dans la production des peintures, des papiers, des cosmétiques et en tant qu’agents
tannants, mais aussi dans l’'industrie agro-alimentaire en tant qu’additifs (comme colorants et
conservateurs naturels) ( Youssef .E, 2011) ce sont des molécules constituées d’un noyau
benzénique et au moins d’un groupe hydroxyle, elles peuvent étre également estérifiees,
éthérifiées et liees a des sucres sous forme d’hétérosides. Leur biosynthése dérive de 1’acide

benzoique et de I’acide cinnamique. Ces phénols sont solubles dans les solvants polaires



(Makhloufi .A, n.d.) Les structures phénoliques de divers degres de substitution d'un groupe
alkyle peuvent étre des composés phénoliques (tocophérols, des flavonoides et des acides
phénoliques), des composés azotés (alcaloides, des dérivés de chlorophylle, des acides aminés
et des amines) (Velioglu.y et al, 1998)

L’huile essentielle définit comme un produit obtenu a partir d’une mati¢re premiére

végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par hydrodistillation et séparée de la phase
aqueuse par des procédes physiques. Dans la plante, les huiles essentielles peuvent étre stockées
dans divers organes (fleurs, feuilles, écorces, bois, racines). ( Boutiti .A, 2006)
Les plantes aromatiques ont la particularité de renfermer au sein de leurs Organes sécréteurs,
des cellules génératrices de métabolites secondaires ou des molécules trés volatiles sont
synthétisées a partir d’unités méthyl-2-buta-1,3-diene (isopréne) et ou les réactions d’addition
de ces unités conduisent aux terpenes, sesquiterpenes, diterpenes et leurs produits d’oxydation
tels que les alcools, aldéhydes, cétones, éthers et esters terpéniques. L’ensemble de ces produits
sont accumulés dans des cellules sécrétrices offrant a la plante une odeur caractéristique (
Mohammedi .Z, 2013).

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie, elles
sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infecticuses d’origine
bactérienne, Dans les domaines phytosanitaire et agro-alimentaire, ou leurs composés actifs
pourraient également étre employés comme agents de protection contre les champignons
phytopathogénes et les microorganismes envahissant les denrées alimentaires ( Leon Raul H,
2005).

Ce travail rentre dans le programme de recherche de notre laboratoire, c’est un axe qui
s’intéresse a la valorisation des plantes sahariennes a caractére médicinal. Nous nous sommes
proposé de caractériser qualitativement et quantitativement les polyphénols et les huiles
essentielles qui peuvent étre contenus dans la plante Ocimum Basilicum et 1’évaluation de leurs
activités antioxydants. Ce travail a été entrepris pour les raisons suivantes :

e Importance commerciale de ce plant, principalement utilisé comme plante alimentaire.

e Faire un screening chimique des extraits (I’extraction des composés phénolique et

falvonoidiques).

e Faire un screening biologique (activité antioxydante), des extraits par deux méthodes

DPPH et phosphomolybdate.

e Leur utilisation efficace souvent dans le traitement traditionnel de diverses maladies.



A travers ce travail, nous s’intéressons a étudier la teneur en polyphénols totaux et en
flavonoides existant dans deux région de Laghouat et les propriétés physico-chimique des huiles
essentielles et commerciales
De méme, nous s’intéressons a 1’évaluation de 1’activité antioxydant par deux tests. Le choix
des tests est finalement fixé sur une analyse mesurant le pouvoir des extraits phénoliques et
huiles essentiels de basilique (Ocimum Basilicum) balayer le radical stable DPPH, et de réduire
le molybdate (V1) au Molybdate (V).



Il1. Matériels et méthodes :
11.1. Matériel :
11.1.1. Matériel végétal :

Le matériel utilisé au cours de notre étude consiste de la partie aérienne de la plante de
basilic (Ocimum Basilicum L) a été récolté de deux station de la wilaya de Laghouat (figure 1)
au mois d’avril 2014, les espéces ont été séchées a I'ombre dans un endroit bien aérée, ensuite

les parties végétales ont été bien conservees jusqu'a leur utilisation.

Laghouat commune
Tadjemout

Figure 1 : carte geographique montrant les stations de récoltes des especes vegetales

Tableau 1 : description botanique d’Ocimum Basilicum

Description
Dénomination internationales (ssexa =) :
Francais : Basilic
Anglais : basil
Arabe ;o) (Gadl) s
Alegria : 3> (HABEQ)
Classification botanique : (Christopher. S, 2009)

Photos

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales La plant
Famille:  Lamiaceae

Genre : Ocimum



http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A8gne_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://fr.wikipedia.org/wiki/Division_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lamiales
http://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
http://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ocimum

e Description :
Le basilic (Ocimum Basilicum) est une plante de la famille

des Lamiacées largement utilisé comme plante

condimentaire pour ses propriétés culinaires. (Harnafi. H et al, 2010)

Une plante mesure de 20 a 60 cm de haut, posséde des feuilles ovales-
lancéolées, atteignant 2 & 3 cm. Les feuilles sont vert pale a vert fonce,

parfois pourpre violet chez certaines variétés.

Les tiges dressées, ramifiées, ont une section carrée comme beaucoup
de labiées. Elles ont tendance a devenir ligneuses et touffues. Les fleurs,
bilabiées, petites et blanches, ont la lévre supérieure découpée en quatre
lobes. Elles sont de petite taille et groupées en longs épis tubulaires, en
forme de grappes allongées. Les graines fines, oblongues, sont noires

Cultivé sans pesticides et sans engrais chimiques (Christopher .S, 2009)

e Historique (Angel. C et al 2012) :
Le basilic (Ocimum basilicum L.) est une plante culinaire populaire
originaire de I'Inde, I'Afrique et I'Asie du Sud et aujourd'hui cultivée
dans le monde entier

e Utilisation :
De nos jours, la plante est utilisée non seulement pour la cuisine, mais
aussi dans les parfums commerciaux, les ardmes, et pour augmenter la
durée de conservation des produits alimentaires (Phuong. M et al 2010).
Il est traditionnellement utilisé pour le traitement des voies respiratoires
et urinaires inflammation, de la toux, I'asthme, extrait de basilic a des
antimicrobiens et des activités antioxydants en raison de sa composés
phénoliques et aromatiques (Snezana. F et al 2014). Il a aussi une action
calmante et antispasmodique indéniable qui s’ajoute a ses propriétes
digestives (Jean. P, 1983).

Les feuilles et les
branches

Les fleurs

Les Fruits




Tableau 2 : Caractéristiques de I’huile essentielle de Basilic

Caracteéristiques Photo

Organoleptiques :

Aspect : liquide huileux limpide

o
P
o

A

i

Couleur : jaune clair

A . 4d
Odeur : fraiche et herbacée. (Aiboud. K, 2012) %
Saveur : chaude

Huile essentielle des
o L’huile essentielle de basilic est un puissant feuilles de basilic
antispasmodique calmant les douleurs gastro-intestinales et
hépatiques.  Elle  régule également le  systéeme

neurovégétatif.(Antoine. G, n.d)

11.1.2. Réactifs :
Tableau 3 : Réactifs et solution utilisé dans ce travail

Acide sulfurique

Trichlorure d’aluminium hydraté

Acétate d’éthyle Sigma- aldrich
Ethanol absolute

Acide ascorbique(vitamine C)

Folin-Ciocalteau

Alpha-tocophérol (vitamine E)

Hexane biochem
Carbonate de sodium

Phosphate de sodium Riedel-de haen

Molybdate d’amonium

Sulfate d’ammonium fluka

Acide Gallique

Acide orthophosphorique (HzPOa4)

d’hydroxyde de potassium RIEDEL-DE HAEN

1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) Aldrich



11.2. Méthodes :

11.2.1.extraction des composeées phenolique :

Une quantité de 2 g de poudre végeétale est soumise a une maceration dans un mélange
hydroalcoolique (éthanol/eau 160/40: v/v) durant 48 heures a température ambiante et a
I'obscurité, avec renouvellement du solvant toutes les 24 heures (Hammoudi. R et al 2012). Apres
élimination de I'éthanol sous pression réduite dans un évaporateur rotatif a 45°C, la phase
aqueuse est lavée trois fois avec demi volume d’hexane jusqu’a 1’épuisement des pigments,
Ensuite La phase aqueuse est extraite a 1’acétate d’éthyle en présence d'une solution aqueuses
de 20 % de sulfate d’ammonium ((NH4)2SO4) et 2% d’acide ortho-phosphorique (HsPOa4) qui
facilitent le passage des composés phénoliques dans la phase organique. L’extrait est alors
évapore sous pression réduite a 40°C .(Djeridane. A et al., 2006) .Les résidus secs peses, sont

repris par 20 ml d’éthanol et maintenu a 6°C (Benhammou. N, 2011) (figure 2).



Laghouat Tadjemout
v
2g de matiere seche broyé

|

Macération dans 200 ml (éthanol/eau 8 :2 v/v)

S
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| 5| (éthanol/eau

50/20 : viv)
| ‘

< Filtrat Sédiment

v
Filtrat combiné

Evaporation a basse
pression & 45°C

A

\4

Phase aqueuse

> [ Lavage avec I’hexane 3 fois ]

! !

Phase organique (lipides, Phase aqueuse

chlorophylle) l

Extraction avec ’acétate d’éthyle

| Evaporation a basse
" pression a 40°C
v

Résidus phénoliques

Figure 2 : Protocole exprime I’extraction des composées phénolique.



11.2.1.1. Dosage des phénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode adaptée par Singleton
et Ross en 1965 avec le réactif de Folin—Ciocalteu. Le réactif est formé d’acide
phosphotungestique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo01204), qui sont
réduits lors de I’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungstene (WgO23) et de molybdéne
(Mog0O3), ce qui nous aide a doser les phénols dans le visible a une longueur d’onde de 1’ordre

760 nm ( Ez-zohra N., 2009) ( (Maamri. S. 2008).

A 250 pl d’extrait dilué est ajouté 1 ml de la solution de Folin—Ciocalteu (10%). Aprés agitation
on ajoute 1 ml de la solution de carbonate de sodium Na,COz (20%), apres 30 min d’incubation
a la température du laboratoire, 1’absorbance est lue a 760 nm contre un blanc. en utilisant
I’acide gallique comme standard. L’absorbance est mesuré a 760 nm et les résultats sont

exprimés en mg EAG/g du poids sec de matériel végétal.
11.2.1.2. Estimation de la teneur des flavonoides totaux :

La méthode repose sur le principe du dosage direct par le chlorure de 1’aluminium. En
effet, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle libre en positon 5 susceptible de
donner, en présence de chlorure d’aluminium, un complexe jaunatre par chélation de I’ion Al*2,
La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans

I’extrait (Basli. A, et al 2012).

1.5 ml de I’échantillon diluées ajouté a 1.5 de solution AIClz (2%), le mélange est
vigoureusement agité. Apres incubation a température ambiante pendant 15 min, 1’absorbance
du mélange de réaction a été mesurée a 430 nm. La teneur en flavonoides est exprimée en

milligramme d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait.
I1.2.2. Détermination de taux d’humidité :

La teneur en eau et en matiere volatiles (ou humidité) relative, correspond a la perte de
masse subie par I’échantillon apres chauffage dans une étuve a une température définie jusqu’a
poids constant ou bien a I’air libre. La teneur en eau et en matiéres volatiles est exprimée en
pourcentage massique. (AFNOR).

a-p

H% = x100




Avec H% : taux d’humidité.
« : Poids de I’échantillon « plante fraiche »

L Poids de I’échantillon « plante séche »

11.2.3. Extraction d’huile essentielle :

L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation pendant une durée de
04 heures. En utilisant un hydrodistillateur. Dans un ballon de 2000 ml, nous avons introduit
150g de la partie aérienne de la matiére végetale imprégné de 1'eau. Les vapeurs d’eau chargées
d’huile essentielle, en traversant le réfrigérant, se condensent et chutent dans une ampoule a
décanter, L’huile essentielle recueillie par décantation a la fin de la distillation 1’eau et 1’huile
se séparent par différence de densité. En principe, les essences commencent a étre distillées
dans les deux premiéres heures. Le distillat ainsi obtenu a été introduit dans une ampoule a
décanter dans lequel 100 ml d’eau salée a été ajouté (la solubilité de I’essence dans 1’eau salée
étant tres faible, on ajoute I’eau salée pour bien séparer 1’essence et ’eau). L’huile essentielle
obtenue introduite dans un flacon en verre sombres hermétiquement fermés et conservé au
réfrigérateur a une température de 4°C.( Patrick .A et al, 2012),( Steve De Cliff, 2013).

e Le Rendement en huiles essentielles :

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le poids de
la plante a traiter. Le rendement exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante:(
kolai .N et al., 2012).

= X x100

R : Rendement de I’huile en pourcentage.

P, : Poids de I’huile en gramme.

R, : Poids de la matiére végétale en gramme.

11.2.3.1. Propriétés organoleptiques :

La connaissance d'indices physiques et chimiques est importante puisqu'elle permet de

caractériser voire d'identifier une huile essentielle ( lazouni H.et al , 2007).



11.2.3.2. Mesure de I’indice chimique :

Indice chimique :

Il s’agit de I’indice d’acide. Cette propriétés est indispensable, mais pas assez, pour la
détermination de la qualité d’une huile essentielle.

e L’indice d’acide :

L’indice d’acide est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la

neutralisation des acides libres contenus dans 1g d’huile essentielle. (AFNOR).

Dans un ballon introduire une prise d’essai 0.1 g d’H.E solubilisé dans 20 ml d’éthanol le
mélange dosée par une solution éthanoique d’hydroxyde de potassium KOH/EtOH (0.005 M)
en présence de I’indicateur coloré phénolphtaléine. L’indice d’acide est calculé par la formule

suivante : (AFNOR).

| A 5611V xCyo)

m
Avec
LA :indice d’acide
56.11 : Masse molaire de KOH en g/mol.
\Y : Volume de la solution éthanoique d’hydroxyde de potassium en ml.

Cyon : Concentration de la solution éthanoique d’hydroxyde de potassium.

m : Masse d’H.E prise en g.

11.2.3.3. Mesure de grandeurs physique :

e Ladensité relative a 20 °C (d2

La densité relative a 20 °C est le rapport de la masse d’un certain volume d’huile essentielle

a la masse d’un volume égale d’eau distillée a 20 °C. (AFNOR)

A I’aide d’une micropipette, pesées successives de volumes égaux d’huile essentielle et d’eau.



La densite relative est calculée par la formule suivante : (AFNOR)

dis = (m, —my)/(m, —m,)

dZ2 :ladensité relative a 20 °C
Mo : Masse de densimétre vide en g

M1 : Masse de densimétre rempli d’eau en g

Mg : Masse de densimeétre rempli d’huile essentielle en g

e L’indice de réfraction a 20 °C (n?’

L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de 1’angle
d’incidence et de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée,

passant de ’air dans I’HE maintenue a une température constante. (AFNOR)

L’indice de réfraction a été déterminé avec le réfractométre du laboratoire ; ce nombre
caractérise la capacité d’un composé a dévier la lumiere. L’HE a été déposée la surface en verre
puis enfermée dans un dispositif optique pour la lecture de I’indice. L’indice de réfraction est

calculé par la relation suivante : (AFNOR)

n2 =n! +0.0004x (T —20)

Ou

néo : L’indice de réfraction

ng - Indice de réfraction obtenue a la température de laboratoire
T : Température de laboratoire

0.0004 : Coefficient de correction

e Le pouvoir rotatoire ay & 20 °C:

Le pouvoir rotatoire d’une huile essentielle est un angle exprimé en milli radians et/ou
degrés d’angle dont tourne le plan de polarisation d’une radiation lumineuse de longueur d’onde

589.3 nm + 0. 3 nm, correspondant aux raies D du sodium (AFNOR).



A T’aide d’un polarimétre. On remplit le tube polarimétrie par une solution éthanoique d’huile
essentielle avec une concentration bien déterming, en s’assurant qu’il ne reste aucune bulle d’air
interposée. On place le tube dans le polarimétre et lire I’angle de rotation dextrogyre (+) ou

Iévogyre (-), le pouvoir rotatoire est calculé par la relation suivante : (AFNOR).

Ou
aZ :Le pouvoir rotatoire a 20 °C
A : Angule de rotation observé en milli radians et/ou degré

| :Longueur du tube utilisé en millimétres

C :Concentration de la solution d’H.E en g/ml

e Miscibilité a I’éthanol :

Un des tests les plus simples pour contrdler la conformité d’une huile essentielle est
I’évaluation de la miscibilité avec des mélanges éthanol/eau dans des proportions données. La
mesure se fait par addition graduelle d’une solution d’éthanol de titre alcoométrique donné a

une petite quantité d’huile essentielle jusqu’a apparition d’un trouble ou d’une opalescence

persistante. (Xavier .F et al, 2012)
11.2.4. Estimation du pouvoir antioxydant :

Dans notre étude, la mise en évidence de 1’activité antioxydante in vitro de nos extrais
des composeés phénoliques a été réalisée par deux techniques chimiques a savoir : le piégeage
du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), le test de phosphomolybdate.

11.2.4.1. Test de DPPH :

Cette meéthode, est basée sur la réduction d‘une solution alcoolique de l‘espéce
radicalaire stable DPPH" en présence d‘un antioxydant donneur d*‘hydrogene (H), qui aboutit a

la formation d‘une forme non-radicalaire, le DPPHH: (figure 3) (Stratil.P et al, 2008)
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Figure 3 : Réduction de radical libre DPPH" en présence d’antioxydant

NO,
N
NO,

Le substrat d'oxydation est un radical stable qui, en réagissant avec une molécule d'antioxydant,
se transforme en DPPH’, cette réduction peut étre suivie par spectrophotométrie en mesurant la

diminution de 1’absorbance a 517nm ( Hadbaoui .Z, 2007).

100 pL de diverses concentrations de I'extrait ont été ajoutés a 3.9 ml d'une solution éthanolique
de DPPH (60 uM). Le mélange a été vigoureusement secoué, puis il et maintenu a I'obscurité
pendant 30 minutes a une température ambiante. L'absorbance du mélange a été mesurée a 517
nm. Un mélange du 100 pL d’éthanol et de 3.9 ml de solution de DPPH a été utilisé comme

blanc.

L'activité de balayage sur le radical de DPPH a éte exprimée en pourcentage d'inhibition en

utilisant I'équation suivante ( Hanane .E et al., 2010)

% Inhibition :{M}doo
Ay

Avec

% Inhibition : pourcentage d’inhibition
A) : Absorbance de la solution de DPPH sans 1’extrait

A : Absorbance de la solution de DPPH en présence des extraits



11.2.4.2.Test de phosphomolybdate (PPM) :

La capacité réductrice des extraits phénolique et des H.E a été évaluée par la méthode
de Prieto et al. (1999 ). Le test est basé sur la réduction de Molybdate (MO) (V1) au Molybdate
(V) en présence de ’antioxydant, et la formation d’un complexe de Molybdate Phosphate de
couleur verte ,qui est détectée par spectrophotométrie en mesurant le changement de
I'absorption a 695 nm ( Aliyu, A.B et al, 2012)

A 200 pl de chaque dilution des extraits phénolique et H.E ont été préparés dans 1’éthanol
respectifs et combinés dans un tube avec 2 ml de solution de réactif phosphomolybdique
contenant (0.6 M de 1’acide sulfurique (H2 SO4), phosphate de sodium (28 mM) et molybdate
d'ammonium (4 mM)). Les tubes ont été incubés pendant 90 minutes a 95 ° C. Le mélange a été
refroidi a température ambiante et I'absorbance a été lue a 695 nm contre un blanc. La vitamine
C et vitamine E choisie comme standard qui ont été traitée dans les mémes conditions. Les
valeurs sont déterminé déduire ECso (Concentration en antioxydant nécessaire pour réduire de

50 % la concentration initiale).



I1l. Résultats et discussion :

111.1. Extraction des composes phénolique :

La parties aérienne de plante Ocimum Basilicum a été soumises a un type d’extraction
des composés phénolique ces méthodes sont basées sur la macération de la poudre végétale,
pour les deux régions (Laghouat et Tadjmout). La détermination des rendements d’extractions

effectuées, nous a permis de rapporter nos résultats de dosage au poids initial de la poudre

végetale .Ces rendements sont exprimés en pourcentage. (Tableau-4) (Figure-4).

Tableau 4 : Les rendements des extraits phénoliques.

Extrait Aspect Couleur Rendement
Laghouat Visqueux Marron miel 4.29 %
Tadjmout Visqueux Marron miel 3.85%

Kundan S et al, 2011 liquide Marron 9.65%

Les rendements des extraits phénoliques d’Ocimun Basilicum ont donnés des résultats qui

sont en accord avec la résultat d’une étude faite sur I’extraction des composées phénolique de

taux d’extraction allant de 9.65% ( Kundan S et al, 2011).

Figure 4 : Comparaison entre des taux de rendement en extraits secs des deux variétés de basilic.

D’apres les résultats obtenus on constate une variation, en polyphénoles, entre 3.85 et 4.29%
pour les deux régions de Tadjmout et Laghouat. On peut dire que le taux d’extraction ne varie

pas seulement par la nature et la polarité du solvant utilisé dans I’extraction (Sekou. D et al 2009),

Taux de rendement

4,30% 4,29%

4,20%
4,10%
4,00%
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3,85%

-
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mais aussi selon la région de provenance, qui peut étre liée au différent facteur : climat, la nature

du sol sur lequel la plantation est effectuée ...etc.
111.1.1. Quantification des phénols totaux :

La teneur en composeés phénoliques de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe
d’¢étalonnage d’acide gallique présenté dans la figure.5, et exprimée en milligrammes par

gramme de la matiére seche équivalent en acide gallique.
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Figure 5 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

I11.1.2.Estimation a la teneur de phénols totaux :

La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. C’est I’une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en
polyphénols des plantes médicinales et des nourritures ( Athamena. S .2009). Les résultats

obtenus sont présentés dans le (tableau 5).
Tableau 5 : Les teneurs en phénols totaux des extraits phénoliques.

Teneur en phénols totaux

(mg EAG/Q)
Laghouat 23.63+0.42
Tadjmout 20.15+1.08

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne de trois expériences + SD



D’apres ces résultats I’extrait phénolique (EP) de Laghouat a présenté la plus grande teneur en
composés phénoliques 23,63 mg EAG/g par rapport a celle de Tadjmoute 20.15mg EAG/qg.
(figure 6)
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Figure 6 : La teneur en polyphénols des extraits phénolique

Nous remarquons que la quantité en phénols totaux varie d’un extrait a une autre, et les deux
extraits phénoliques sont moyennement riches en polyphénols. En comparaison aux résultats
approuvés lors d’une étude réalisée sur Ocimum Basilicum de I’Inde qui montre une teneur en

polyphénols égale a 135 mg EAG/g ( Kundan. S et al, 2011).

111.1.3. Estimation de la teneur des flavonoides totaux :
La quantité des flavonoides dans nos extraits a été déterminée a partir de la courbe

d’étalonnage de la quercitine présenté dans la figure 7.
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Figure 7 : Courbe d’étalonnage de quercetine



Les résultats obtenus exprimés en milligrammes par un gramme de la matiére seche équivalent
en quercétine. Ainsi que le taux en flavonoides par apport aux teneurs en phénols totaux, sont

regroupés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Teneur et pourcentages en flavonoides totaux des extraits.

Teneur en flavonoides Pourcentage (%)

totaux (mg EQ/q)
Laghouat 20.34+0.14 86.08+2.12
tadjmout 16.97+1.49 87.52+3.77
Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne de trois expériences + SD

D’apreés les résultats obtenus la valeur la plus élevé des flavonoides a été observé pour I’extrait
phénolique (E.P) de Laghouat en comparaison avec I’E.P de Tadjmout. La figure suivante

présente la teneur en flavonoides des deux extraits phénolique étudié.

Dans la figure-8 nous remarquons que les deux régions ont été classées par ordre décroissant

en teneur des composés phénolique et des flavonoides
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Figure 8 : La teneur en flavonoides des extraits phénolique

Les histogrammes ci-dessous présents les différentes valeurs du contenu en phénols totaux et

en flavonoides totaux pour les deux régions.
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Figure 9 : comparaison entre les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux dans chaque
région

La comparaison entre la teneur des flavonoides et polyphénols totaux dans chaque région, nous
a permis de dire que les teneurs en flavonoides varient dans les mémes proportions que celle
des polyphénols, cela peut étre expliqué par la composition de chaque extrait de méme types de

polyphénols mais des différentes quantités.

Si on parle des pourcentages des flavonoides par rapport au teneur en phénols totaux, ces
pourcentages ne varient pas dans le méme sens avec la teneur en flavonoides ; alors I’extrait de
Laghouat posséde une teneur en flavonoides égale a 20.34 mgEQ/g avec pourcentages de 86.08
% par contre la teneur en flavonoides de I’extrait de Tadjmout est de 16.97 mgEQ/g mais le

pourcentage en flavonoides est 87.52%.

Par conséquent, on peut conclure que la composition des extrais phénolique en flavonoide de
nos échantillons presque la quasi-totalité de phénols totaux avec un taux compris entre 87,52

% et 86.08%, C'est dii a la méthode d’extraction et le solvant d'épuisement.

II1.2. Le taux d’humidité :

Les végétaux sont riches en eau, I’analyse de notre échantillon de la région de Tadjmout
a révélé un taux d’humidité important égale a 84%. Cela signifie approximativement plus de la
moitié de la plante fraiche est constituée par 1’eau. Nous constatons que 1’Ocimun Basilicum

est trés riche en eau, plus de 2/3 de la plante est formé par de 1’eau (figure 10)



16% MS

Figure 10 : Taux d’humidité d’Ocimum basilicum

111.3.Extraction de ’huile essentielle :

Le rendement moyens en huiles essentielles ont été calcules en fonction de la matiéere

végeétale de la partie aérienne de la plante qui a été récolté de la région de Tadjmout.

Le rendement d’huiles essentielles est 0.71% cette valeur est moyenne par rapport a la
bibliographie, comparant cette valeur a ceux données dans le tableau-7, par la littérature, nous
avons noté qu’elle est supérieure a ceux données par ( José. S et al., 2010), (Filip. S et al 2013),

(Patrick. A et al., 2012) et inférieure a celles ( Musa. O et al, 2002), ( Saliou. N et al, 2012), (Ismail.
M 2006).

En effet, cette différence de rendement d’huile essentielle est toute a fait normale, puisqu’il
dépend de plusieurs facteurs a savoir : la nature du sol sur lequel la plantation est effectuée, le
matériau des appareils utilisés, la propreté du matériel, la régularit¢ de la chauffe, le
refroidissement du distillat et la régularité de sa coulée, la méthode et la durée de distillation,
la période de récolte...etc ( Steve De Cliff et al, 2013)



Tableau 7 : Rendements obtenus en huile essentielle de la partie aérienne d’ocimun basilicum

comparés aux autres études

Pays Rendement Références
Algérie (Tadjmout) 0.71% Notre résultat
Kenya 0.4% (José. Setal., 2010)
Egypt. (Giza) 1.7% (Ismail. M 2006)
Cameroun 0,11% (Patrick. A etal., 2012)
Dakar 1.26% ( Saliou. N et al, 2012)
Turkey 1.25% (Musa. O et al, 2002)
Serbia 0.565% (Filip. Set al 2013)

111.3.1.Propriété organoleptiques

L’huile essentielle obtenue par hydrodistilation de la partie aérienne d’ocimum
basilicum présente un aspect liquide de couleur jaune péle a jaune ambré avec une odeur

caractéristique épiceée.

Figure 11 : I’huile essentielle d’ocimum basilicum obtenue par hydro-distillation



111.3.2.Les indices physico-chimique :

Nous avons compar¢ la qualité de notre huile par 1’huile commerciale de basilique, en

étudiant les propriétés physico-chimiques qui sont regroupées dans le tableau 8

Tableau 8 : Les indices physico-chimique d’huile essentielle d’ocimum basilicum

Propriétés physico-chimique H.E H.C AFNOR (Saliou,N et al,2012)
Indice d’acide 3.64 4.48 NI NI
Min= 0.895
Densité relative a 20 °C 0.880 0.851 0.894
Max= 0.920
Min=1.475
Indice de réfraction a 20 °C 1.4826 1.4678 1.394
Max= 1.495
Pouvoir rotatoire a 20 °C -4 - De-2a-14 NI
Miscibilité a ’éthanol (a 80%) 1V 7V Non miscible 1V :7v NI

Les resultats obtenus ont montré que 1’huile essentielle d’Ocimum basilicum de la région de

Tadjmout est du méme ordre de grandeur par apport aux normes AFNOR.

L’indice d’acide (IA) doit étre le plus petit possible. Notre HE a donné un 1A de 3.64,
lui aussi peu faible mais I’H.C a une valeur de 4.48 peut grand. Ce résultat s’explique par le fait
gue nous avons pris soin de conserver notre H.E dans un contenant en verre teinté car il a été
établi que la lumiere favorise 1’altération de la structure de 1’huile et la prolifération des acides.
En réalité, une huile essentielle fraiche contient trés peu d’acides libres.( Steve De CIiff et al,

2013)

La norme AFNOR préconise une densité comprise entre 0.895 pour les huiles de faible
qualité et 0.920 pour les huiles de trés haute qualité. La densité trouvée de 1’huile essentielle de
notre échantillon comparé a celle de 1’huile commerciale suppose que ceux soient des huiles

répond aux normes d’une huile essentielle de faible qualité.

Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpenes et en
dérivés oxygenés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indice élevé (Makhloufi.A
n.d).Pour certains auteurs, le faible indice de réfraction de I’huile essentielle indique sa faible
réfraction de la lumiére ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques.
L’indice de réfraction obtenu est de 1.4826 pour notre huile essentielle et 1.4678 pour 1’huile

commerciale. 1l est a la norme mentionnée par les normes francaises des huiles essentielles.



Le pouvoir rotatoire est un critére important de pureté de I’huile essentielle qui permet
de savoir s’elle est optiqguement active (Makhloufi.A n.d). L’analyse du pouvoir rotatoire indique
si I’huile est dextrogyre ou 1évogyre, plus la qualité de I'huile est élevée plus sa pouvoir rotatoire
doit étre petits. Les résultats du pouvoir rotatoire mentionnent une valeur de -4 pour notre huile

essentielle et aucun résultat pour I’huile commerciale. Donc notre huile est Iévogyre.

La miscibilité de notre huile essenticlle a 1’éthanol 80% est d’un volume d’huile
essentielle pour 7 volumes d’éthanol ces valeurs sont aux normes francaises AFNOR et pour

I’huile commerciale on a observé qu’il n’est pas miscible a 1’éthanol.

Selon les résultats qualitatifs, on constate que notre huile d'Ocimum Basilisum c'est un

huile essentielle pur et de haute qualité par rapport au celle de I'huile commercial.

I11.4.Estimation du pouvoir antioxydant :

111.4.1.test de DPPH :

Cette méthode a été déterminée spectrophotométriquement. Il est réduit quand DPPH*
réagit avec un composé antioxydante, qui peut donner un atome d'hydrogene. Les changements
de la couleur de violet-foncé a jaune-clair ont été mesurés a 517nm, L'activité antioxydant de
I'extrait a été exprimée comme une valeur de ECso définie en pg /ml de I'extrait qui a inhibé
50% des radicaux libre dans le milieu réactionnel.( Ghiaba z, 2012). Les courbes de la figure12
représentent la variation du pourcentage d’inhibition (PI) en fonction de la concentration de

chaque échantillon
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Figure 12 : Courbes représentants la variation des pourcentages d’inhibition (PI) en fonction des

concentrations des différents extraits et la concentration et les étalons mesurées par le test du DPPH

Le tableau suivant représente les valeurs de I’EC50% de chaque extrait comparé au standards

acide ascorbique (vitamine C) et alpha-tocophérol (vitamine E)

Tableau 9 : les valeurs d’EC50 des extraits étudiées mesurées par le test du DPPH.

ECso (ng/ml)
E.P.L EP.T H.E H.C
Ocimun Basilicum | 12.23+1.37 | 5.47+0.63 N.A N.A
Vitamine C 6.52
Vitamine E 4.66

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne de trois expériences + SD

Nous remarquons que 1’extrait phénolique de tadjmout possede un pouvoir antiradicalaire (5.47

ug/g) plus fort que du Laghouat (12.23 pg/g).

Nous appelons que plus la valeur de ECsg est faible plus I’extrait est puissant vis-a-vis aux
radicaux libres. Toutefois les deux extraits phénolique présentent un pouvoir anti radicalaire

moyennement faible que la Vitamine E, par contre 1’extrait phénolique de Tadjmoute posséde

un pouvoir antioxydante supérieur au vitamine C
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Figure 13 : Classement croissant des extraits phénolique et étalant selon leurs ECso.

111.4.2.test de phosphomolybdate :

L'activité antioxydante pour les différents extraits a été évaluée en employant la
méthode de phosphomolybdate. Cette analyse est basée sur la réduction de Mo(VI1) a Mo(V) a
la présence des composés antioxydants et de la formation suivante phosphate/Mo(V) d'un
complexe vert au pH acide, qui est mesuré a 695 nm (Hanane. E et al, 2010).

Les résultats ont été exprimés par la détermination de paramétre « ECsg » (concentration en
antioxydant nécessaire pour réduire de 50 % de concentration initiale en PPM Plus la valeur

d’ECsg est petite plus la capacité antioxydante de nos extraits est importante.

L’EC50 a été calculé pour chaque extrait et pour antioxydantes standard. Les résultats sont

groupés dans le tableau 10 (figure-14)
Tableau 10 : Les valeurs d’EC50 des extraits phénolique et huile essentielle par le test PPM

ECso (pg/ml)

E.P.L E.P.T H.E H.C
Ocimun Basilicum 189.09 188.14 0.0124 NI
Vitamine C 31.3
Vitamine E 0.042

Nous remarquons , que les valeurs de ECso des extraits phénolique varient de 189.09 et
188.14 pg/ml comparable avec celui d’antioxydants standard, il est claire que la variation des
EC50 de ces deux échantillons est supérieures de 1889.09 pg/ml pour 1’extrait de Laghouat et
188.14pg/ml pour I’extrait de Tadjmout par apport a 31.3 pug/ml celle de vitamine C et 0.042
pg/ml de vitamine E. par contre 1’huile essentielle posséde une concentration inférieur de

0.0124 pg/ml que les standard.



Donc d’aprés cette comparaison on peut conclure que les extraits phénolique a une activité
antiradicalaire tres faible, cela peuvent étre du a 1’absence des agents antioxydant, par contre
I’extrait d’huile essentielle possede un pouvoir antiradicalaire tres important. Cette déférence
peut étre attribuée a la présence de certaines molécules individuelles dont leurs structures ne

correspondent pas aux structures phénolique responsables de cette activit
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Figure 14 : Courbes représentants la variation des absorbances en fonction des concentrations des
différents extraites et de vitamine E et vitamine C a 695 nm mesurées par le test du

phosphomolybdate.



Conclusion geneérale :

La connaissance et 1’'usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de
I’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est trés accentuée dans ces
derniéres années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette diversité en propriétés
biologiques est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une gamme
extraordinaire de molécules bioactives synthétisées par la plante non seulement comme des
agents chimique contre les maladies, les herbivores et les prédateurs mais aussi comme des

agents médicinaux tels que les antioxydants.

La présente étude a pour objectif 1’étude d’Ocimum Basilicum provenant de deux
régions de sud Algérien (Laghouat et Tdjmout) a travers leurs teneurs en composés phénoliques,

et en huile essentielle puis a I’étude de 1’activité antioxydant de ces composés.

Dans la premiére partie, la quantification par des méthodes spectrophotométriques nous
a permis de déterminer les teneurs en phénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu, en
flavonoides par le trichlorure d’aluminium. Les résultats obtenus de plantes constitue une
moyenne source en polyphénols (23.63 et 20.15 mg EAG/ g MS), avec un taux tres élevé des

flavonoides (86.08% et 87.52 %) pour les régions Laghouat et Tadjmout respectivement.

Pour les huiles essentielles nous avons réalisé une extraction par hydrodistillation a
’aide d’un hydrodistilateur. Le rendement d’extraction des H.E obtenu est 0.71% cette valeur
est considérable par rapport au résultat obtenu par plusieurs littérature. Les H.E posséde des
propriétés organoleptiques du méme ordre de grandeur a des valeurs trouvé dans la littérature

a ’exception de I’indice d’acide.

Dans la deuxiéme partie, nous sommes intéressés par 1’étude des propriétés antioxydants
de nos extraits phénolique et H.E par deux techniques complémentaires : I’analyse par le radical

stable DPPH" et I’estimation du pouvoir réducteur par le réactif de phosphomolybdate.

Dans le test DPPH les extraits phénoliques sont actifs, nous avons remarqué une activité
antioxydant trés importante de 1’extrait phénolique de Tadjmout qui est supérieur a la capacité
du piégeage du radical DPPH de I’acide ascorbique, en revanche 1’huile essentielle ne posséde

aucune activité antioxydant vers le DPPH.

Par contre dans le test de phosphomolybdate nous avons remarqué que notre huile

présente une capacité intéressante pour réduire le molybdate (V1) par rapport aux autres extraits.



En perspective de ce travail, il serait intéressant de caractériser I’H.E d’Ocimun
Basilicum en appliquant des techniques chromatographiques (CPG ou CPG/SM), Aussi, il
serait souhaitable utilisé d’autre activité antioxydant, et activité antibactérienne, antifongique
et antimicrobienne pour les extraits phénolique et les huiles essentielle. D’autres études plus
approfondies sont nécessaires de permettre une meilleure connaissance de ces principes actifs
d’Ocimun Basilicum et elles permettront aussi de connaitre leur pharmacocinétique et leur

pharmacodynamie.
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Résumé

Les composés antioxydants font I’objet de nombreux travaux car, en plus de leur utilisation comme des
conservateurs dans les denrées alimentaires en remplacant les antioxydants de synthese, ils interviennent
dans le traitement de nombreuses maladies.

Dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants a partir des sources naturelles, nous nous
sommes intéressés dans ce travail a I’étude des composés phénoliques et huile essentielle et I’évaluation
des propriétés antioxydants des extraits d’une plante médicinale du Sud Algérien : ocimun basilicum
connu sous le nom de basilique.

L’extraction et la quantification des phénols totaux, des flavonoides par le réactif du Folin-Ciocaleu, par
le trichlorure d’aluminium respectivement, montré la richesse de la plante de basilique aux phénols
totaux et flavonoides totaux de deux région Laghouat et Tadjmout. L’extraction d’huile essentielle
posséde un rendement important (0.71%).

Les résultats de ’activité antioxydant par le test DPPH, et le test de phosphomolybdate ont montré
qu’elle a une bonne activité antioxydant par rapport ou antioxydant de référence.

Mots clés : [D’activité antioxydant, phénols, huiles essentielles, Ocimun Basilicum, DPPH,
phosphomolybdat

Abstract

Antioxidants compounds are the subject of many works because of their use as food conservatives by
replacing the synthesis antioxydants and they intervene in the treatment of many diseases.

Within the framework of discovered new antioxydants from natural sources, we have investigated the
study of phenolic compound and essential oil, therefore the evaluation of the antioxydant properties of
extracts from a medicinal plant of south Alger: ocimum basilicum , under the name Basil, from two
regions Laghouat and Tajmaut.

The result of quantification of both total phenolic and flavonoids compounds by Folin-Ciocalteu reagent
and aluminum trichloride tests, showed their richness in total phenols and total flavonoids moreover;
the extraction of essential oil has a high yield (0.71%).

The results of the antioxydant activity by the DPPH test, and the phosphomolybdate test showed that
Ocimum basilicum has good antioxydant activity in comparison of references antioxydants.

Key words: antioxidant activity, phenols, essential oils, Ocimum basilicum, DPPH, phosphomolybdat.
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