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Introduction

INTRODUCTION

Avec une superficie de 2 381 741 km2, I’ Algérie est le plus grand pays riverain
de la Méditerranée. Il est reconnu par sa diversité en plantes médicinales et aromatiques,
ainsi que leurs diverses utilisations populaires dans 1’ensemble des terroirs du pays

(Sahi, 2016).

L’Algérie, par la richesse et la diversité de sa flore, constitue un véritable
réservoir phylogénétique, avec environ 4000 especes et sous-espéces de plantes
vasculaires. Cependant, la flore médicinale algérienne reste méconnue jusqu’a nos
jours, car sur les quelques milliers d’espéces végétales, seules 146 sont dénombrées

comme médicinales (Hamel et al., 2018).

Les plantes médicinales sont les plantes utilisées en phytothérapie pour leurs
principes actifs. Souvent, parmi ces plantes certaines sont également des aromatiques
(Basilic, Souge, Thym, Menthe, etc....), sont trés faciles a cultiver, puis elles sont
récoltées, séchées pour étre finalement consommeées sous forme de préparation diverses
(Boutamina, 2014).

Les plantes médicinales sont une bonne source de produits naturels pouvant
avoir une activité antimicrobienne, antidiabétique, anti-Alzheimer et anti-inflammatoire.
Ceci en raison de leur richesse en métabolites secondaires tels que les terpénes, les
alcaloides et les composés phénoliques. Donc la présence des antioxydants naturels
dans les plantes peut fournir une protection contre un certain nombre de maladies et leur
utilisation a été inversement associée a la morbidité et a la mortalité due aux troubles
dégénératifs (Baba et Malik, 2015).

L’¢étude de la médecine traditionnelle et du traitement par les plantes est donc
particulierement intéressante car peu de travaux de recherche ont concerné cet aspect, et
plus particuliérement 1’utilisation des especes spontanées en médecine traditionnelle

(Hamel et al., 2018).

Plusieurs travaux ont mis en évidence les differentes activités biologiques des
plantes aromatiques et médicinales, en particulier leurs pouvoirs antifongique,

antibactérien, antioxydant et insecticide (Hmiri et al., 2011).

-



Introduction

La recherche de nouveaux médicaments plus efficaces et sans effets secondaires
pour combattre le stress oxydatif et les différentes maladies est devenue un défi majeur
des chercheurs. Les plantes ont toujours suscité 1’intérét des chercheurs eu égard a leur
richesse en molécules thérapeutiques, propagation dans le monde, diversite,
accessibilité, disponibilité en quantités importantes et les informations prises de 1’usage
traditionnel. C’est pourquoi, le présent travail a été entrepris afin de mettre en évidence
les propriétés phytochimiques et thérapeutiques de deux plantes largement distribuées

en Algérie :

Notre manuscrit renferme une partie bibliographique en deux chapitres ; Dans le
premier, nous avons présenté la morphologie des deux plantes étudiées, leurs
répartitions géographique et leurs utilisations. Le deuxiéme chapitre traite les différentes

activités biologiques, nous avons décrit le principe de certaines activités.

Pour la partie expérimentale, elle renferme le matériel et les méthodes utilisées,
les résultats et leurs discussions ainsi qu’une conclusion générale. Les différentes

étapes de notre travail sont :

v Préparation des extraits organiques a partir de la partie aérienne des deux
plantes.

v Détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides présentes dans les
extraits de la plante.

v" Evaluation croisée de I’activité antioxydante, antibactérienne, antifongique et

enzymatique in vitro par plusieurs tests.
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Chapitre 07 : Plantes médicinales

I. Ocimum Basilicum (Basilic)

Ocimum basilicum (Basilic) est une plante de la famille des Lamiacées
(labiacées, labiées) (figure 01), cultivée comme plante aromatique et condimentaire
(Site 01).

Figure 01 : Ocimum Basilicum (Basilic)

I.1. Historique

A 1* siécle évoque une croyance répandue en Afrique selon laquelle la
consommation de basilic supprime les douleurs provoquées par une pigdre de scorpion.
Aussi, les Romains ont utilisé cette plante pour combattre les flatulences, favoriser la

montée de lait ainsi que comme antidote et diurétique (Encyclopédie, 2002).
1.2. Description botanique

1.2.1. Classification

La classification d’Ocimum basilicum est présentée dans le tableau suivant :
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Tableau 01 : Classification hiérarchique d’Ocimum bailicum (site 02).

Domaine Biota Endl. (D.Don)
Régne Plantae Haeckel
Sous-Regne Viridaeplantae
Classe Equisetopsida C.Agardh
Sous-Classe Magnoliide Novak ex Takht
Famille Lamiaceae Martinov
Sous-Famille Nepetoideae Burnett
Genre Ocimum
Espece basilicum

1.2.2. Distribution géographique

Le genre Ocimum, appelé collectivement basilic, a longtemps été acclame pour
sa diversité. Il comprend au moins 150 especes et de nombreuses variétés (Abramovi¢
et al., 2018) distribuées dans les régions tropicales et subtropicales d’Asie, d’Afrique et
d’Amérique centrale et du Sud (figure 02), mais le principal centre de diversité semble

étre I’ Afrique (Simon et al., 1999).

Figure 02 : Présence mondiale d’Ocimum basilicum (site 02).

!
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1.2.3. Caractéristiques d’Ocimum basilicum

1.2.3.1. Systématique

Nom Scientifique : Ocimum basilicum

Nom commun : Basilic, le basilic commun, basilic romain, herbe royale ou pistou.
1.2.3.2. Description Botanique

C’est une plante herbacée qui peut atteindre 15 a 50 cm de hauteur. Ses feuilles sont
lisses, longues et larges. Ses fleurs sont blanchatres ou rosées. Son parfum est tres

aromatique (site 03).
1.2.3.3. Habitat

C’est une espéce cultivée dans les jardins familiaux (site 03). Sans doute originaire
de I'inde, le basilic commun (plus de 150 espéces) est cultivé dans le monde entier comme
aromate et pour son huile essentielle. On récolte les feuilles et les sommités fleuries a la

floraison.(Encyclopédie, 2002)
I.3. Utilisation d’Ocimum basilicum

1.3.1. Domaine pharmaceutique

Les feuilles de basilic ont beaucoup d’avantages pharmaceutiques a savoir 1’activité
anticancéreuse, [’activité radioprotectrice, 1’activité antimicrobienne, les effets anti-
inflammatoires, Dactivit¢t = immunomodulatrice, Dactivité antistress, [’activité
antidiabétique, D’activité antipyrétique, 1’activité anti-arthrite, activité antioxydante,
Antalgique, en tant qu’agent prophylactique dans les maladies cardiovasculaires. Nous
utilisons également le basilic dans le traitement du rhume et du paludisme (Shahrajabian
et al., 2020).

1.3.2. Domaine médicinale

Le basilic, qui agit principalement sur le systeme nerveux et I'appareil digestif, agit
en cas de flatulences, de maux d'estomac, de coliques et d'indigestions. Il est également
utilisé pour prévenir ou soulager les nausées et vomissements, et pour éliminer les vers. Du
fait de son action sédative légere, le basilic est préconisé pour soigner l'irritabilité, la

dépression, I'anxiété et les troubles du sommeil. Il est prescrit également contre I'épilepsie,

)
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la migraine et la coqueluche. En usage externe, les feuilles de basilic éloignent les insectes.
Le jus des feuilles soulage la douleur des morsures et des piqlres d'insectes. Le basilic a
une action antibactérienne bien établie (Encyclopédie, 2002). Traditionnellement, il a été
utilisé¢ dans les problémes rénaux, comme hémostatique a 1’accouchement, mal d’oreille,

irrégularités menstruelles, arthrite, anorexie (Shahrajabian et al., 2020)
1.3.3. Plantes aromatiques

Le basilic, comme toutes les plantes aromatiques, est indispensable en cuisine pour
parfumer les plats. Il est couramment utilisé pour la préparation du riz, de la viande, des
ragodts et des soupes (Shahrajabian et al., 2020).

Il. Stachys byzantina

Stachys byzantina (épiaire de byzance ou laineuse) est une plante appellée aussi
oreille de lapin ou d’ours (figure 03) a cause de la forme élancée et le duvet de ses feuilles
de couleur gris-blanc. La corolle des fleurs est de couleur rose violacée et posséde une levre
supérieure concave (Rebiere et Rebiere, s. d.).

——
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Figure 03 : Stachys byzantina (Oreille de lapin ou d’ours).
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11.1. Historique

C’est une plante médicinale trés ancienne : les Egyptiens ont fumaient les
feuilles pour traiter de nombreux maux, dont les blessures ,les problémes digestifs et les
difficultés respiratoires (Rebiere et Rebiere, s. d.).

11.2. Description botanique

La plante Stachys byzantina peut atteindre 40 a 80 cm, montre des feuilles tres
épaisses et tres douces, couvertes sur les deux faces, ainsi que la tige, d'une laine
blanche extrémement épaisse, la plupart sont lancéolées-aigués, produisant au toucher la
sensation d’une peluche. Leurs petites fleurs sont la plupart du temps, cachées par le
flou, les calices ou les cultivars fleurissent rarement (Hawke, 2005; Garnier, 2020 et
Benoit et al.,2021)

11.2.1. Classification

La classification de Stachys byzantina est montrée dans le tableau suivant :

Tableau 02 : Classification hiérarchique de Stachys byzantina (Benoit et al.,2021)

Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Stachys
Espéce Byzantina

11.2.2. Distribution géographique

Le genre Stachys répartis dans les régions tempérées de la Méditerranee, 1’Asie,
I’Amérique et I’ Afrique du sud (Tomou et al.,2020). Cette plante originaire de I’Iran,
de la Turquie, de I’Arménie et de 1’Azerbeidjan (Garnier 2020) est frequemment
cultivée et subspontanée en Europe, notamment en France (figure 04) (Benoit et al.,
2021).

-
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Figure 04 : Répartition de Stachys byzantina en France (Benoit et al 2021)

11.2.3. Caractéristiques de Stachys byzantina

11.2.3.1. Systématique

Le tableau suivant montre la fiche technique de la plante Stachys byzantina
Tableau 03 : Fiche technique de Stachys byzantina (site04)

Nom Scientifique Stachys byzantina

Synonyme Stachys lanata, Stachys olympica, oreilles de liévre,

Epiaire de bizance, Epiaire laineuse

Nom commun Oreille d’ours, Oreille de lapin
Origine Asie mineure, Caucase, Turquie
Floraison Juin, juillet et ao(t
Fleurs Mauve
Type Plante herbacée, couvre sol
Végétation Vivace

-
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11.2.3.2. Habitat

Les espéces de Stachys ne craignent ni le froid ni les terrains secs (Menou
2007). Cette plante peut étre cultivée et s’adaptée facilement aux climat secs en
montrant une croissance rapide (Rebiere et Rebiere, s. d.). Elle est généralement facile a
cultiver dans les sols humides et bien drainés, en plein soleil et a ’ombre. Il a été montré qu’un
bon drainage dans 1’été et I’hiver est essentiel pour la santé et la longévité de S. byzantina et
d’autres espéces a feuilles laineuses (Hawke, 2005). Stachys byzantina est une lamiacée

utilisée fréquemment en culture ornementale dans les jardins (Garnier 2020).
11.3. Utilisation

Les espéces de stachys sont largement utilisées comme antispasmodique,
désinfectant, antitussif, cicatrisant, antiasthmatique, anticancéreux et emménagogue. En
outre, des études modernes ont révélé, chez cette plante, la présence des activités
antibactériennes, antifongiques, anti-anxiolytiques ainsi que des activités de cytotoxicité
de leurs huiles essentielles (Bahadori et al., 2020). Des préparations a base de plusieurs
espéces de ce genre sont largement utilisées pour le traitement du stress, les
inflammations de la peau, troubles gastro-intestinaux, 1’asthme et les tumeurs génitales
(Tomou et al., 2020).

<






Chapitre 02 : métabolites secondaires

I. Métabolites secondaires

I.1. Définition

Les métabolites secondaires sont de petites molécules (poids moléculaire de
quelques centaines de daltons) de structure complexe et originale et généralement trés
stables. Les métabolites secondaires ou spécifiques ne sont pas indispensables a la vie
mais interviennent favorablement dans les relations d’entretient de I’organisme
producteur avec son environnement (défense, reproduction, communication et
prédation) ( Pogam et al., 2015).

Les métabolites secondaires renferment toute substance présente chez un
organisme et qui ne participe pas directement aux processus de base de la cellule
vivante. Ces composés regroupent plusieurs dizaines de milliers de molécules
différentes, généralement rassemblés en superfamilles chimique (Djermane &
Gherraf, 2013).

1.2. Classification de métabolites secondaires
On distingue trois grandes catégories de métabolites secondaires chez les
veégétaux :
- Les composés phénoliques.
- Les composés terpéniques.
- Les composes alcaloides.
Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui

possedent une trés large gamme d'activités en biologie humaine (Krief, 2003).

1.2.1. Composés phenoliques

1.2.1.1.Définition

Les composés phénoliques constituent un large groupe de substances qui
possédent un cycle aromatique portant un ou plusieurs groupements hydroxyles
(Kouakou et al., 2017). lls sont présents chez tous les végétaux supérieurs. lls
correspondent a une tres large gamme de structures chimiques et sont caractérisés par
une répartition qualitative et quantitative trés inégale selon les espéces considérées mais
aussi les organes, les tissus et les stades physiologiques (Macheix, 1996).

Ces composés renferment 8000 molécules connues, sont une des principales
classes de métabolites secondaires des plantes. Leurs structures et leurs fonctions sont

trés diverses. Ils possedent, au minimum, un cycle aromatique portant un a plusieurs

0
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groupes hydroxyles (fig 05) (Mehinagic et al., 2011).

OH

C

Figure05 : Structure d’un phénol le plus simple des composés phénoliques.
1.2.1.2. Classification des composés phénoliques
1.2.1.2.1. Flavonoides

Le terme flavonoide rassemble de nombreux composés naturels répartis en
plusieurs familles dont les plus importantes sont les flavones et les isoflavones qui se

trouvent dans les plantes trés colorées (Causse, 2005).

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de
5000 composés différents identifiés dans le regne végétal, Les flavonoides sont classes
en différentes catégories dont les plus importantes sont les flavanones, les flavonols, les
flavones, les flavanols, les isoflavones et les anthocyanes. La (fig 06) montre les
différentes classes des polyphénols et des principaux flavonoides selon Massaux
(2012).

" Palyphénls

s < Acides > Polyphenols
phenoligues ygon
flavonoides

Phenols
simples

- - - -

Figure06 : Principales catégories de polyphénols et des principaux flavonoides.

3



Chapitre 02 : métabolites secondaires

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques comprenant 15 atomes de
carbone formant une structure C6-C3-C6, soit deux noyaux aromatiques (benzo-y-
pyrone) reliés par un pont de 3 carbones. Ces molécules possedent toutes un squelette
chimique commun illustré en (fig 07) (Elhadi, 2018).

Figure 07 : 2-phénylchromane Structure de base des flavonoides.

La Structure de base des principaux flavonoides montrés dans la figure suivante :

Flavone

e dl

Isoflavone

OH
Flavonol \

P o o

Anthocyanidine Flavan-3-ol

Flavanone

Figure 08 : Structures de base des principaux flavonoides (Elhadi, 2018).

Ces métabolites secondaires sont toujours tricycliques et caractérisé par la

présence de deux cycles benzoiques A et B et d’un hétérocycle oxygéné (Tab 04)

(Belkhiri & Baghiani, 2017).
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Tableau 04 : Structure des différentes sous-classes des flavonoides résumés a partir de

Singla et al., (2019).

Structures

Différentes sous-classes des flavonoides

Flavonols (dihydroflavonols) : sont les dérivés de 3-
hydroxyle de flavanones, il différent des flavones par la
présence d’un groupe hydroxyle dans la position C3,
certains des flavonols les plus connus sont kaempférol et la

quercétine.

Flavones : ce qui concerne les flavones, un groupe carbonyl
est présent en position C4 et le cycle B est attaché au cycle

hétérocyclique en position C2 ; de plus, il existe une double
liaison entre les atomes C2 et C3. Les flavones les plus

importantes sont la lutéoline et 1’apigénine.

Flavanone : Contrairement aux flavonols et aux flavones,
avec le groupe carbonyle en position C4, le cycle
hétérocyclique des flavanones a une chaine saturée a trois
carbones sans groupe hydroxyle en position C3. Les
flavanones sont caractérisées par un grand nombre dérivés
substitués (Ex : les flavanones prénylées et les flavanones
benzylées)

Anthocyanidine : La présence de deux doubles liaisons dans
leurs hétérocycles et caractérisées par des groupement
hydroxyle et méthoxylation sur le cycle B. les déférences
dans le nombre de groupes hydroxyl et la nature et le
nombre d’unités de sucre attachées a leur structure se

traduisent par une variété d’anthocyanes.

Flavane : Contient un cycle hétérocyclique saturé et il n’y a
pas de double liaison entre C2 et C3, et le groupe hydroxyle

est en position C3.
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1.2.1.2.2. Tanins

Les tanins sont des métabolites secondaires des plantes, leur conférant une
protection contre les prédateurs (herbivores et insectes) (Paolini et al., 2003). lls ont un
poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Da. Ils sont présents dans les feuilles, les
fleurs et les graines des plantes. Ils sont d’un grand intérét pour la nutrition et la
médecine a cause de leur capacité antioxydante puissante et leur effet protecteur
possible sur la santé humaine (Belkhiri & Baghiani, 2017).

Les tanins renferment deux classes (Doat, 1978).
-Les pyrogalique (ou hydrolysables).
-Les catéchique (ou condensés non hydrolysables).
1.2.1.2.2.a. Tanins hydrolysables (TH)

TH sont des composés insolubles dans ’eau, ils se décomposent en sucres et en
acides carboxyliques phénoliques, ils se subdivisent selon leurs produits d’hydrolyse en
gallotanins (acide gallique et glucose) et ellagitanins (acide ellagique et glucose)
(Woodward et Reed, 1989). Ils sont largement présents dans les plantes des zones
chaudes et ils peuvent étre considérés comme potentiellement toxiques (Nosiére et al.,
2018).

Une forme simple de TH est le penta-galloylglucose. Elle est ’origine de la

plupart des formes complexes (fig 09) (Macheix et al., 2005).

Castalagine pentagalloylglucose

Figure 09 : Types de tanins hydrolysables.
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1.2.1.2.2.b. Tanins condensés (TC)

Les TC ou proanthocyanidols sont des polymeéres d’unités flavon-3-ol
(Boutefnouchet et al., 2020), possédant un poids moléculaire élevé de 1000 a 30000 Da
et une forte affinité pour les protéines. lls sont présents dans les vacuoles d’un réseau de

cellules spécialisees (Fig 10) (Jarrige et al., 1995).

on
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R=H : unité procyanidine, dérivée de la catéchine

R=0H : unité prodelphinidine, dérivée de la gallocatéchine

Figurel0 : Structure d’un tanin condensé (Macheix et al., 2005)

1.2.2. Composés terpéniques

1.2.2.1. Définition

Les terpénoides sont des dérivés d’unités isoprénes a cinq atomes de carbone
(unité de base) assemblés et modifies de mille facons différente (Jost et al., 2015). Ils
représentent un groupe trés vaste de substances naturelles identifiées (> 90000

molécules décrites) (Boutefnouchet et al., 2020).

1.2.2.2. Classification

IIs ont été classés, d’apres leur nombre d’unités isopréniques, en monoterpenes,

sesquiterpénes, diterpenes, triterpénes, tétraterpénes et polyterpénes (tab 05)

(Jost et al., 2015).
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Tableau 05 : Principales Classes de terpénoides (William, 2003).

Nombre de classe exemple
carbones
5 Hémiterpénoide COOH
CH,—C=CH—CH,
acide tiglique
10 Monoterpénoide ex, o
Chiy =0 ==CH —(CH, |y —C ==CH —CH, OH
géraniol(pelargonium)
10 Monoterpénoide )
p .-I-\x'(_.DH-
cyclique r |
menthol(essence de menthe)
15 sesquiterpenoid l/;h&__r',.x
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1.2.3. Composés alcaloides

1.2.3.1. Définition

Les alcaloides sont des substances naturelles azotées plus ou moins basiques
(Boutefnouchet et al., 2020B). IIs ont une structure complexe et leur atome d’azote est
inclus dans un systeme hétérocyclique. Ils sont biosynthétiquement formés a partir d’un

acide aminé (Brunton, 2009).
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1.2.3.2. Classification

Les alcaloides forment une grande famille tres hétérogene de métabolites
secondaires qui présent un intérét de par leurs propriétés pharmacologiques et leurs
applications en médecine. Le tableau suivant montre les différentes classes des
alcaloides (le tab 06) (William, 2003).

Tableau 06 : Les différentes classes des alcaloides

Classe d’alcaloide

exemple
LN ., CH =CH,
@ S [ |
(L o 1L
Quinoléine = "w 1,00 [ I'N
|
W quinine
e HLCO = —
[_,, T
. I N Moo T e - N‘ _ _ocH,
Isoquinoléine I
=7 ®% paravérine
M
L] T T J
Indole — . N .
SO, . .
SH, : vindoline
LT o~ <20
Pyrrolizidine "~ 0Py T o
N sénécionine
p e ]
Quinoliziding ™"~ LI ]
Bl lupinine
p— o
N ) ‘o, -0~ —6—
Tropane — Y \
H,COH .
atroplne
| Sy
Pipéridine * ™ “™ nocotine
N i : L C “a ‘j ~ 2‘11
- I '|" N". _— ™~
Purine * °
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% Activités Biologiques

L’activité biologique d’un sol correspond au métabolisme de tout ce qui y vit, ¢’est-a-
dire a I’ensemble des processus complexes de transformation de matiére et d’énergie, au cours
des phénomeénes d’anabolisme et de catabolisme qui s’effectuent au sein de son

peuplement (Bachelier, 1973).
I. Activités Antioxydantes

De nouvelles sources d'antioxydants sont continuellement recherchées sur une variété
des plantes, qui sont d’intérét particulier car ils peuvent produire des mati¢res premiéres ou
descomposés phytochimiques qui ont d'importantes capacités antioxydantes et bienfaits pour

la santé (Madoui et al., 2018).

Les composes phénoliques étant des agents antioxydants bien connus (Gang, 2011).

I.1. Stress Oxydatif

Le stress oxydant correspond a un désequilibre entre la génération d’espéces
oxygénées activées (EOA) et les défenses antioxydants de I’organisme (Halenj et al., 2007).
Il résulte d’un déséquilibre entre des systémes producteurs d’espéces réactives de 1’oxygene
(ERO) et des systemes antioxydants, enzymatiques (superoxyde dismutases [SOD], glutathion
peroxydases [GPx], etc.) ou non (glutathion, vitamines, etc.), il résultera aussi d’une situation
ou l’organisme ne controle plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques
(Zbadi et al., 2018).

Le stress oxydatif est impliqué dans une gamme de problemes de santé (Gang, 2011).

1.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes réactives d’oxygene (ROS), qui comprennent
toutes les molécules hautement réactives contenant de 1’oxygene. Les types de ROS
comprennent le radical hydroxyle, le radical anionique super-oxyde, le peroxyde d hydrogene,

I’oxygéne simple, le radical d’oxyde nitrique et divers peroxydes lipidiques (Boligon, 2014).

La production de radicaux chez les organismes vivants est un phénomene normal,
régulé par le biais de divers processus chimiques ou enzymatiques de détoxification. En effet,
I’organisme posséde ses propres moyens de défense lui permettant de lutter contre les
radicaux libres. Quand ce systeme de protection perd de son efficacité ou quand le nombre de

radicaux libres augmente de maniére importante, il survient un stress oxydant (Salem, 2018).
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1.3. Détermination de I'activité antioxydante

L’activité antioxydante est mesurée par plusieurs méthodes a savoir :

1.3.1 Activité antiradicalaire par le test au DPPH®

Le test DPPH° permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire des molécules pures ou
d’extraits végétaux dans un systetme modele (solvant organique, température ambiante). Il
mesure la capacité d’un antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a réduire
le radical chimique DPPH® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogéne. Le
DPPH?°, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune péle (figure 11) (site 05).

Antioxidant
1.44 (\f_-\;‘ o.N ﬂ
N\ 4 \
- . P o, O "
1.21 . S +AO-H — + A0
‘,”/ <
s / v
g 0.8-/ b /E
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= 06 \ £
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> \¥/ E
0.2 2
2
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Figure 11: La structure du radical DPPH°® et sa réduction par un antioxydant (AO-H)
(Boligon, 2014).

La réduction du DPPH® est facilement mesurée par spectrophotométrie a 515 nm
(Amax DPPH®). La réaction sera plus ou moins rapide selon la nature de I’antioxydant, et la

quantité de DPPH-H formée dépendra de la concentration en antioxydant (Site 05).
1.3.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS

Le 2,2’-azinobis (3-éthylbenzthi- azoline-6-acide) (ABTS) est converti en son radical
cation (ABTS ¢ +) par addition de persulfate de sodium. Ce cation radical bleu-vert absorbe la
lumiere a 734 nm. ABTSe + est réactif vis-a-vis de la plupart des antioxydants. Ce n'est pas

affecté par la force ionique, et il peut étre utilisé pour détermine a la fois les capacités de

|
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I'antioxydant hydrophile et hydrophobe. Au cours de cette réaction, le cation radical de
I'ABTS bleu-vert est reconverti en son neutre incolore forme centrale (figure 11). La réaction
peut étre surveillée par spectrophotographie tométriqguement

(Martysiak-Zurowska et Wenta, 2012).
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Figure 12: Réaction chimique d' ABTS (Boligon, 2014).
1.3.3. Activité de réduction par la formation du complexe Fe**phenanthroline

La 1,10-phénantroline ou orthophénantroline est un composé organique de formule
brute C12H8N2, formé de trois cycles aromatiques adoptant la disposition du phénanthréne.

Les deux cycles opposés contiennent chacun un atome d'azote.

Seul le fer ferreux —Fe(Il) ou Fe**— forme un complexe (figure 13) stable avec
I'orthophénantroline de couleur rouge orangé. On nomme ce complexe ferroine pouvant subir
une analyse colorimétrique ou photométrique a une longueur d'onde de 510 nm (vert)
(Labidi, 2020).

Fe**
N N

3 . Fe?t =—————=|1

[+] Ty 1y
a-Phenmthrohne o-Fhenanthrohne 3

Figure 13: Formation du complexe Fe*?-phenanthroline.
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1.3.4.Activite du pouvoir réducteur FRAP

Le pouvoir réducteur des extraits est déterminé par la méthode de FRAP
(Dieng et al. 2015). Elle est fondée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe**) en ion ferreux
(Fe**) Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés a un faible pH. Le complexe
de tripyridyltriazine (TPTZ) ferreux a une couleur bleu intense mesuré par un

spectrophotomeétre a 593nm (figure 14 ) (Soltani et al. 2017).

Amax= 593 nm
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Figure 14: La réduction du Fe3 en Fe?*
Il. Activité Antibactérienne

I1.1. Choix de germes

Le choix des bactéries s’est porté sur deux souches de bactéries fréquentes en
pathologie humaine, appartenant a deux catégories différentes (Gram positive et Gram
négative). L’efficacité’ des produits testés ainsi que leur modalité de pénétration dans la

bactérie sont différentes. Les souches bactériennes utilisées sont :

—bactérie Gram négative (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa)
—bactérie Gram positive (Staphylococcus aureus) (Kaloustian et al., 2008).
11.2. Aspect méthodologique

11.2.1. Méthode de référence : Méthode en milieu gélosé

Dans cette méthode, la substance a tester est incorporée dans la géelose, avant que
celle-ci ne soit coulée dans les boites de Pétri. La gélose ne peut étre coulée qu’apres avoir été
maintenue en surfusion (entre 50 et 60°C). Lorsque cette gélose est prise en masse, il ne reste

qu’a ensemencer les bactéries, puis incuber & 35°C pendant 24h. La CMI ainsi obtenue

&
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s’observe a I’ceil nu par ’absence de croissance bactérienne a la surface de la boite de Pétri.
Elle sera ainsi fonction de la concentration en principe actif, mais aussi de la bactérie testée,

dans la limite de la gamme de concentrations testée (Fontanay et al., 2015).
11.2.2. Méthode fréquente : Méthode des disques

Cette méthode est la plus connue, elle consiste en I’ensemencement sur un milicu gélosé,
dans une boite de Pétri, d’une suspension bactérienne. La substance a tester est ensuite
imprégnée sur un disque de cellulose, lui-méme déposé sur la boite de Pétri. Durant
I’incubation, la substance est alors censée diffuser dans la gélose (a la surface et/ou dans la

masse) ce qui créé un gradient de concentration dépendant de la substance (figure 15).

Vi
o o
o

Figure 15 : Principe de la diffusion du principe actif dans la méthode « des disques ».

Les disques de cellulose imprégnés de la substance a tester sont déposés a la surface de
la gélose et laisse diffuser la substance dans la gélose (a la surface et/ou dans la masse), créant

ainsi un gradient de concentration de la substance a tester (Fontanay et al., 2015).
11.2.3. Méthode alternative : Méthode en milieu liquide

La méthode en milieu liquide peut se décliner en 2 techniques distinctes : soit en tube,
appelée «<macrométhode en milieu liquide » (figure 16), soit en plaque a 96puits (fond en «U
»), appelée « microméthode en milieu liquide » (figure 17) (Fontanay et al., 2015).

)
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DMSO +
Citrus limonum
+Eau

Citrus limonum
+ Eau

Figure 16: Macrométhode en milieu liquide.
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Figure 17: Microméthode en milieu liquide.
Plan d’une microplaque pour la réalisation de la microméthode en milieu liquide

La colonne 1 : correspond au milieu de culture seul. Ce témoin permet de confirmer la

stérilité des opérations.

La colonne 2 : contient du milieu MH et la substance a tester a sa plus forte concentration.
Ce témoin permet de mettre en évidence une interaction éventuelle entre un ou des
composants du MH et la substance testée. Si I’absorbance est modifiée dans ce témoin, il

faudra en tenir compte de la détermination de la CMI.
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La colonne 12 contient seulement du MH et I’inoculum et permet de vérifier que I’absence de
croissance dans les autres colonnes n’est pas due & de mauvaises conditions de culture mais

bien a une action de la substance testée sur les bactéries.

Les colonnes 3 & 11 correspondent a des concentrations de la substance a tester de jusqu’a
2 pg/ml suite a la réalisation d’une gamme de dilution d’ordre 2 et ce pour un volume final de
50 ul (Fontanay et al., 2015).

I11. Activité antifongique

I11.1. Evaluation de P’activité antifongique

L'activité antifongique des extraits de plantes étudiées a été évaluée selon le
pourcentage de l'inhibition de la croissance diamétrale des talles (%) :
¢ 30 a 40 %: faible activité,
¢ 50 a 60 %: activité modéree,
¢ 60 a 70 %: bonne activité,

e >70 %: excellente activité (Hajji et al., 2016).
111.2. Test-antifongique (antifongigramme)

Les antifongigrammes se font habituellement sur les levures isolées, en fonction de
leur caractére pathogene. En ce qui concerne les champignons filamenteux, il est habituel
d’utiliser des suspensions de spores. Or, les études in vitro ont montré que les résultats
obtenus sont différent selon que 1’on utilise des spores ou des filaments. Pour les levures,
seule la méthode des disques a été utilisée. Les antifongigrammes sont utilisés par les

méthodes suivantes :

_ Microméthode de dilution en milieu liquide de Sabouraud, pH 5,6.

_ Deuxieme méthode, réalisée sur gélose (Ouraini et al., 2007).

V. Activité Enzymatique
Une activité enzymatique correspond au calcul de I’effet catalytique d’une enzyme,

reposant sur la quantité de substrat transformée par unité de temps (Site 06).
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1VV.1. Maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est la plus répandue forme courante et bien connue de
démence. Dans cette maladie, les cellules et les nerfs du cerveau sont blogués par des
protéines anormales, entrainant la perturbation des transmetteurs qui transportent des
messages dans le cerveau, en particulier ceux responsables du stockage des souvenirs
(Gauthier et al. 2021). Les inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase (AChE) ont été largement
utilisés dans le traitement de cette maladie (Wang et al., 2007).

IV.2. Activité anti cholinestérase

Le dosage de I’AChE a été effectué selon la méthode d’Ellman et al., (1961). Cette
méthode consiste a fournir a I’enzyme un substrat, 1’acétylthiocholine (ASCh), dont
I’hydrolyse catalysée libére de la thiocholine (SCh) et de 1’acide acétique. La quantité de
thiocholine libérée agit avec 1’acide 5-5° dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB) forme un
complexe de couleur jaune dont D’intensité est lue a une longueur d’onde de 412 nm

(Hamdi-Ourfella et Soltani 2013).

Acetylcholinesterase
Acetylthiocholine > Thiocholine + Acide
acetique

.



Partie
Expérimentale
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MATERIEL ET METHODES

Notre présente étude a pour but d’évaluer in vitro quelques activités biologiques des
genres Stachys byzantina et Ocimum basilicum. A cet effet, une investigation
phytochimique est réalisée sur les feuilles des deux plantes, afin d’extraire les
métabolites secondaires responsables du pouvoir antioxydant, antifongique,
antibactérien et enzymatique.

Pour cela, un suivi des parametres physico-chimiques et biologiques a été réalise au
niveau de :

» Laboratoire de biochimie, faculté de Science de la Nature et de la Vie

(Université des Freres Mentouri Constantine 1).

» Laboratoire de biochimie du Centre National de Recherche en Biotechnologie

(CRBT) de Constantine.
I. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de deux especes de plantes médicinales
spontanées : Stachys byzantina et Ocimum basilicum récoltées dans la réegion
Bouhalbes, Wilaya de Skikda (Algérie).
I.1. Broyage et tamisage

Les feuilles sont retirées des plantes, bien nettoyées a I'eau courante, afin de les
débarrasser de la poussiere et des matiéres étrangéres et sechées a température ambiante
dans un endroit aéré et a l'abri de la lumiere pendant 15 jours. Un complément de
séchage a I’étuve a 40°C est effectué pendant 24 heures pour améliorer le broyage et
I’extraction et aussi, pour limiter la prolifération des microorganismes. Cette
température évite la dénaturation des composés chimiques de la plante (protéines,
phénols, etc..). Les feuilles séchées sont réduites en poudre fine a 1'aide d’un broyeur
électrique (figurel?7). La poudre résultante est conservée a 1'abri de I’air, de 1'humidité
et de la lumiére dans un flacon en verre hermétiqguement fermé. Le broyage permet

d'augmenter la surface de contact entre le solvant et la poudre (Ouahiba et al., 2020).

9
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Figure 17: la poudre de la partie aérienne aprés broyage.
I1. Méthode d’extraction

I1.1. Extraction solide-liquide

Parmi les techniques d'extraction « solide - liquide » on retrouve les extractions a
I’eau et les extractions hydro-alcooliques :

11.1. 1.Macération par une solution hydro-alcoolique

40 g de poudre des feuilles de Stachys byzantina et d’Ocimum basilicum sont a
macerés, séparément, dans une solution hydro-alcoolique éthanol/eau distillée 8 : 2 v/v,
sous agitation douce pendant 24h a une température ambiante. Chaque mélange est filtré
successivement deux fois sur du coton hydrophile et une fois sur du papier filtre (papier
Whatman n°3). Le filtrat est évaporé a sec au évaporateur rotatif ou rotavapor sous
pression réduite a 45°C et a 300 tour/min. L’extrait hydro-alcoolique récupéré sous
forme d’une pate dans un flacon stérile (Madoui et al., 2018).

11.1.2. Macération aqueuse

L’extrait aqueux de la partie aériennes (feuilles) a été préparé selon la méthode
décrite par Bohui et al. (2018) avec une légére modification : Une prise d’essai de 40 g
de poudre de plante d’Ocimum basilicum a été introduite dans un bécher contenant
500 ml d’eau distillée. L’ensemble est agité pendant 24 heures a température ambiante.
Apreés filtration sur coton hydrophile et sur papier filtre (Whatman n°3). Le filtrat a été
placé a I’évaporateur rotatif sous vide & 45°C. L’extrait obtenu est récupéré par le
méthanol et conservé dans un flacon. Ensuite, I’extrait est mis sous la hotte pour
I’évaporation du méthanol et I’obtention de 1’extrait sec. Les étapes sont illustrées dans

la figure 18.
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A-Macération

C-Evaporation

D- extrait brut

Figure 18 : Etapes de I’extraction solide-liquide.
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Les différentes étapes du protocole d’étude expérimentale sont résumées dans la

figure 19 suivante :

Récolte de la matiére végeétale

| Broyage des parties séches

|| Macération ||—>|| Filtration |—>| Evaporation |I

Extrait brut

Activité
enzymatique

Dosage des
polyphénol

Activité anti
fongique

Dosage de
flavonoide

Activité
antibactérienne

Activité
antioxydant

Figure 19 : Protocol d’étude expérimentale.
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11.2. Rendement d’extraction

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon
plein (apres évaporation) et le poids du ballon vide (avant le transfert du filtrat a
évaporer) (Bohui et al., 2018).

Rendement (%) = ((Masse d’extrait sec) *100) / (Masse de la matiere

vegétale).

I11. Analyse quantitative

Toutes ces méthodes ont été effectuées sur des microplaques et leur lecture est
effectuée par un spectrophotometre a lecteur de microplaque.
I11.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC)
-Principe

Le réactif de Folin Ciocalteu (FCR), constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (HsPW1204) et d'acide phosphomolybdique (HsPMO1,040) qui est
réduit, lors de lI'oxydation des phénols, en mélange d'oxydes de tungsténe (WgO,3) et de
molybdéne (MOgO,3). La coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en
phénols totaux et posséde une absorption maximale aux environs de 750 -765 nm
(Muller et al., 2010).
-Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé en suivant la méthode décrite par
Muller et al, (2010).
-Préparation des produits

e Carbonate de sodium (Na,CO3) a 7,5%
7,5 gramme de Na,COj3 sont dissouts dans 100 ml d’eau distillé.
e Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois

1ml de la solution FCR concentre (2M) est complété a 10ml avec I’eau distillée (9ml).
-Préparation de I’extrait végétal

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de I’eau

distillée (ou Méthanol).
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Un volume de 20ul d’extrait de plante (1mg d’extrait dissout dans 1 ml de
méthanol) est ajouté a 100ul de FCR dilué .Ensuite, un volume de 75pul de carbonate de
sodium est ajoute:

20 ul d’extrait de plante + 100ul de FCR dilué (1 : 9) + 75 ul de carbonate de sodium
(7,5%).

Le blanc est prépar¢ de la méme maniére en remplacant 1’extrait par le
Methanol.

Le mélange est incubé dans 1’obscurité pendant 2h. La lecture est réalisée
a 765 nm.

» Préparation de la gamme d’étalon de ’acide gallique

Pour la préparation d’étalon, Une gamme des concentrations est préparée dans le
méthanol par la dilution de la solution mere S1, cette derniére est préparée a partir de la
dissolution de 0,5 mg d’acide gallique dans 5 ml du méthanol (MeOH), pour obtenir
une concentration égale a 200 pg/ml. Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs
comme la suite :
25pug/ml—— 25ul de S1+ 175ul de MeOH
50pug /ml—= 50ul de S1+ 150ul de MeOH
75ug/ml——>  75ul de S1+ 125ul de MeOH
100pg/ml — 100pl de S1+ 100plde MeOH
125pg /ml —> 125pl de S1+ 75ul de MeOH
150pg /ml—= 150ul de S1+ 50ul de MeOH
175 pg /M1 —=175 pl de S1+ 25ul de MeOH
200pg /ml —= 200ul de S1

Dans une microplaque : un volume de 20ul de chaque dilution sont transférés
dans une microplaque avec 100ul FCR (1:10) et 75ul de Na,CO3 (7,5%). Suivi par une
incubation de la plaque pendant 2 heures. Enfin, la lecture est faite a 765nm.

La teneur en composés phénoliques de I’extrait a été déterminée a partir de la
courbe d’étalonnage d’acide gallique (Figre20)
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Figure 20 : Courbe d'étalonnage de 1’acide gallique

I11.2. Dosage des flavonoides (CTF)
-Principe

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un
complexe entre Al*? et les flavonoides. La méthode de Topcu et al. (2007) est utilisée
avec quelques modifications pour une détermination sur microplaque 96 puits.
-Préparation des produits

e Pour 1 M Potassium acétate (CH3COOK) on dissolve 9.80 gramme de

(CH3COOK) dans 100 ml d’eau distillée pour obtenir la solution S1.

e Pour 10% nitrate d’aluminium (AI(NO3z)3, 9H,0) on pése 10g de ce produit dans
100ml d’eau distillée.
-Préparation de I’extrait de plante

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

On prend un volume de 50 pl d’extrait de plante (1mg d’extrait de plante dissout
dans 1 ml de méthanol) et ajouté a 10 pl de potassium acétate diluée, puis, un volume de
10 pl de nitrate d’aluminium est ajouté selon 1’équation suivante :

50 ul (S2) (extrait de plante) + 130 pl (MeOH) +10 pl (S1) (CHsCOOK) + 10 pul
(AI(NO3),, 9H,0) + attendre 40 mn + lecture a 415 nm.

Le blanc est préparé en remplacant les réactifs par le méthanol (50ul extrait

+150pl méthanol).

X
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Le mélange est incubé pendant 45 min a température ambiante. La lecture est
réalisée a 415 nm.
» Préparation de la gamme d’étalon de la quercétine
Dans un eppendorf, 1 mg de la quercétine a été dissous dans 5 ml de méthanol
pour obtenir une solution mére (S1) d’une concentration égale a 0,2 mg/ml. A partir de
cette solution, Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme la suite :
Quercetin (25) —— 25 pl S1 + 175 pl MeOH
Quercetin (50) —— 50 pl S1+ 150ul MeOH
Quercetin (75) —— 75 pl S1 + 1254 MeOH
Quercetin (100) — 100 pl S1 + 100ul MeOH
Quercetin (125) — 125 pl S1 + 75ul MeOH
Quercetin (150) —— 150 pl Sm1+ 50l MeOH
Quercétine (175) — 175ul S1+ 25ul MeOH
Quercetin (200) — 200l S1 + 0 MeOH

Apres la préparation des dillutions : 50 pl de chaque dilution sont transférés dans
une microplaque a 96 puits, avec 130ul de méthanol (MeOH), 10ul de la d’acétate de
potassium (CH3COOK) et 10 pl de nitrate d’aluminium (AI(NO3),, 9H,0). Apres une
durée de 40 mn la lecture est réalisée a 415 nm. Enfin, une courbe d’étalonnage de la
quercétine a éeté réalisee (Figure2l)

y =0,0083x + 0,0475
R*=0,9777
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Figure 21 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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IV. Evaluation de ’activité biologique in vitro

IV.1. Evaluation de P’activité antioxydante
L’activité anti-oxydante des extraits végétaux est réalisée par 04 méthodes :
* Piégeage du radical libre DPPH.
* Piégeage du cation radical ABTS.
* Pouvoir réducteur FRAP.
* Activité phénanathroline.
e Préparation d’une gamme de dilution une fois pour toutes :

L’évaluation de I’activité antioxydante est effectuée sur une microplaque
de 96 puits utilisant différentes concentrations d’échantillon a partir de la concentration
initiale de 4 mg/ml. Pour cela, une série de 7 dilutions a été réalisée dans des eppendorfs
par transfert d’un volume de 500 pl de chaque concentration dans un eppendorf
contenant 500 pl du méthanol.

N.B: Dans toutes les activités et dans chaque concentration, 1’expérience est

répétée 3 fois.

La figure suivante montre comment prépare les concentrations et comment les

activités sont réalisées sur les microplaques en détail (figure 22).

4 mg/ml (1ml)
—_—| |—
500 pl 500 ul

Dilutions : 1 1/2

500 ul de Méthanol

IR Y S T

X, b

—_—| |— |— —
500 ul 500 pl 500 ul 500 ul

1/8 1/16 1/32 1/64

Figure22 : Préparation des dilutions et mode opératoire sur une microplaque 96 puits.
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IV.1.1. Piégeage du radical libre diphényle-picryl-hydrazyle (DPPH)

La capacité des extraits a réduire les radicaux libres de la DPPH est déterminée par la
méthode spectrophotométrie décrite par Blois (1958). Le a-tocophérol, BHT et le BHA
sont utilisés comme standards antioxydants.

Dans une microplaque a 96 puits, 40ul de Dextrait préparé a plusieurs
concentrations (une masse de 4mg d’extrait est dissoute dans un volume de Iml de
méthanol) a été melangé avec une solution de 160 pl du DPPH (D0=0.7).

Le mélange est incubé pendant 20 min a I’abri de la lumiére. La lecture de
I’absorbance a 517 nm est réalisée par spectrophotomeétre des microplaques.

Le blanc est préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le méthanol.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH a été calculé selon I'équation suivante :

A contréle : 'absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs ; A extrait : 'absorbance
de la réaction contenant les réactifs et |'extrait.
IV.1.2. Piégeage du radical (ABTS)

L’activité¢ ABTS est déterminée par la méthode de Re et al. (1999).

Dans une microplaque a 96 puits, 40ul de Dextrait préparé a plusieurs
concentrations (une masse de 4mg d’extrait est dissoute dans un volume de Iml de
méthanol) a été mélangé avec une solution de 160 pl de I’ABTS.

Le mélange est incubé pendant 10min a I’abri de la lumiére. La lecture de
I’absorbance & 734 nm est effectuée par le spectrophotométre des microplaques. Le

blanc est préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le méthanol.

L'activit¢ ABTS"™ a été exprimée en pourcentage et calculée par I'équation

suivante :

Ac : absorbance du contrdle / Ae : absorbance de I'extrait
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IVV.1.3. Pouvoir réducteur (FRAP)
-Principe
L’activité du pouvoir réducteur est déterminée par la méthode d’Oyaizu (1986)
avec une légere modification.
-Préparation des produits
e Potassium ferricyanide (0.1%) KsFe(CN)g : 0.1g de KsFe(CN)g dans 100 ml
H.0
e Tri-chloro acide acétique (TCA) (10%) :1 g de TCA dans 10 ml H20
e 10 pl ferrique chloride FeCls (0.1%) : 0,1 g de FeCl3z dans 100 ml H,0.

Dans une microplaque a 96 puits, 10ul de I’extrait préparé a plusieurs
concentrations (une masse de Img d’extrait est dissoute dans un volume de 1ml de
méthanol) a ét¢ mélangé avec une solution de 40 pl phosphate buffer (pH 6.6) et 50 pl
potassium ferricyanide (1%), cette étape est répétée 3 fois. Le mélange est incubé a
50°C pendant 20min, ensuite on ajoute 50 pl tri-chloro acide acétique (TCA) (10%) et
40 pl HoO + 10 pl ferrique chloride FeCl3 (0.1%). lecture a 700 nm.

Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant ’extrait par le
Méthanol.

IV.1.4. Activité phenanthroline

L’activit¢ de phenanthroline est déterminée par la méthode de

Szydlowska-Czerniaka (2008).

-Préparation des produits
e Phénanthroline (0.5%) : 0.05g de Phenanthroline dans 10ml de MeOH.
e Ferrique chlorure FeCls (0.2%) :0.02g de FeCl; dans 10ml de HO.

Dans une microplaque a 96 puits, 10ul de D’extrait préparé¢ a plusieurs
concentrations (une masse de 4mg d’extrait est dissoute dans un volume de Iml de
méthanol) a été mélangé avec une solution de 50 pl de Ferrique chlorure FeCl; et 30 pl
Phénanthroline (0.5%) plus 110ul de méthanol. lecture a 510 nm.

Un blanc est préparé de la méme manicre en remplagant 1’extrait par le solvant
utilisé (Méthanol).

IV.2. Evaluation de I’activité enzymatique in vivo

V.2.1. Activité de I’acétylcholine estérase

L’activité  Acetylcholinesterase  est  déterminée  par la  méthode
d’Ellman et al. (1961)
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Dans une microplaque a 96 puits, 10ul de Dextrait préparé a plusieurs
concentrations (une masse de 4mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1ml de
méthanol) a été mélangé avec une solution de 20 ul d’enzyme (AChE) et 10ul de
tampon, cette étape est répétée 3 fois. Incubation a I’obscurité pendant 15min a 25°C,
ensuite on ajoute 10 ul DTNB plus 10 ul d’ACI (substrat), lecture en TO, puis
incubation pendant 15min et faire une autre lecture en T15. Un blanc est préparé de la
méme maniére en remplagant 1’extrait par le Méthanol.

Le pourcentage d’inhibition d’AChE est déterminé par rapport au blanc (éthanol

avec le tampon phosphate-sodium a pH 8) en utilisant la formule suivante :

(E - S)/E *100.

E : l'activité de I'enzyme sans extrait ; S : l'activité de l'enzyme avec I’extrait
Le Galantamine est utilisé comme référence.

V1.3. Evaluation de I’activité antibactérienne et antifongique
-Souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées dans le présent travail proviennent de
laboratoire de Microbiologie de la faculté des Sciences de la Nature etde la Vie,
Université des fréres Mentouri Constantine 1. Elles sont souvent multi résistantes aux
antibiotiques et responsables d’infections plus ou moins graves. Il s’agit de :
Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 5538 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027.
-Souche fongique

La moisissure utilisée pour le test antifongique est Fusarium oxysporium  sp.
Albedinis. Cette espéce provoque la maladie fusariose chez le blé.
-Milieux de culture

Dans le but de 1’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits, nous avons
utilisé deux milieux de culture : Mueller-Hinton (MH) pour les bactéries et Sabouraud
pour les moisissures
-Mode opératoire

La technique de diffusion sur milieu solide est utilisée pour cette étude. C’est
une méthode similaire a celle de I’antibiogramme qui consiste a déterminer la sensibilité

d’une souche bactérienne vis-a-vis d’un ou de plusieurs produits. Des disques stériles de

e
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papier filtre (Wattman n°1) de 6 mm de diamétre sont imbibés des extraits végétaux a
tester. Ces disques sont ensuite placés sur de la gélose coulée dans des boites de Pétri
standard sur 4 mm d’épaisseur. Ces boites de Pétri sont préalablement inoculées avec
les souches bactériennes et fongiques choisies. La concentration de 1’inoculum utilisée
est de Iordre de pour les bactéries et 10° spores /ml pour le champignon. Les boites
sont incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures pour les bactéries et & 30°C pendant 3
jours pour les champignons. Si le produit est toxique pour 1’espéce, il se forme une zone
d’inhibition ou un halo transparent autour du disque. Plus cette zone est grande, plus
I’espéce est sensible. Des disques témoins sont inclus dans les essais, Il s’agit de

disques imprégnés de DMSO stérile. L’expérimentation a été réalisé en triplicata.

=
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Dans cette partie, nous présentons et nous discutons les résultats obtenus de
I’étude de D’activité biologique des extraits hydro-alcooliques et aqueux des plantes

Ocimum basilicum et Stachys byzantina.

L’étude phyto-chimique des feuilles d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina
a été réalisée. Ceci dans le but d’extraire les métabolites secondaires et d’effectuer
I’analyse quantitative par des dosages colorimétriques ainsi que 1’évaluation de
différentes activité biologiques & savoir : ’activité anti-oxydante, anticholinesterase,

antibactérienne et antifongique des extaits vegétaux etudiés.
I. Détermination du rendement de I’extraction

La détermination du rendement de I’extrait étudié est une étape importante
permettant de connaitre la quantité et le pourcentage d’extrait obtenus par la méthode
d’extraction utilisée. Les résultats des rendements des extraits hydro-alcoolique et
aqueux de la partie aérienne (feuilles) d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina sont

représentés dans le tableau suivant :

Tableau 07: Rendement des extraits bruts d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina.

Extraits Masse de la Matiére Masse d’extraits | Rendement
végétale (Q) Aspect sec (Q) (%)
EXT HA SB 40 poudre 9,54 23,85
EXT HA OB 40 poudre 7,95 19,88
EXT Agq OB 40 poudre 10,3 25,75

D’aprés les résultats, nous avons constaté que le rendement le plus élevé est
obtenu par I’extrait aqueux d’Ocimum basilicum (25,75%) suivi par celui de 1’extrait
hydro-alcoolique de Stachys byzantina (23,85%) puis de I’extrait hydro-alcoolique
d’Ocimum basilicum (19,88%). Aussi, nous pouvons constaté que la méthode
d’extraction influence le rendement puisque le rendement de I’extrait de la plante
Ocimum basilicum dans un milieu aqueux (25,75%) semble étre plus important que
celui de I’extrait hydro-alcoolique de la méme plante (19,88%).

Basha et al., (2011) ont étudi¢ I’espece Ocimum basilicum. les rendements
obtenus de I’extrait hydro-alcoolique (10,8%) et aqueux (4,5%) sont moins importants
que ceux montrés dans notre étude pour I’extrait hydro-alcoolique (19,88%) et I’extrait

aqueux (25,75%). Il est important de souligner que la variation des résultats d’un extrait

.
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végétal méme d’une espéce identique peut étre expliqué par 1’influence de la méthode
utilisée (choix des solvants), ainsi que les conditions dans lesquelles 1’extraction est
effectuée (Celhay, 2013). En plus, ’origine des plantes, la composition des sols et la
saison et la période de la cueillette ont probablement un effet sur le rendement et aussi

sur la composition des plantes.

1. Analyses quantitative

11.1. Dosage des polyphénols totaux

Le choix de quantifier les polyphénols parmi les différentes substances
phytochimiques, résulte du fait que les polyphénols ont des activités biologiques
(Ulomskiy et al., 2020). De méme pour les flavonoides qui sont considérés comme la

classe la plus importante des polyphénols (Athamena, 2009)

Le dosage quantitatif des polyphénols totaux des extraits bruts d’Ocimum
basilicum et de Stachys byzantina a été effectué par la méthode spectrophotométrique
(figure 24) avec le réactif de Follin-Ciocalteu adaptée de Muller et al.,(2010).

Figure 24: Plaque de dosage des Polyphénols des extraits bruts d’Ocimum
basilicum et Stachys byzantina.
Le taux des polyphénols totaux est calculé a partir d’une courbe d’étalonnage de
I’acide gallique et les résultats obtenus sont representés dans la figure 25. L’équation
suivante détermine la teneur en polyphénols totaux (exprimée en pg équivalent d’acide
gallique par mg d’extrait ou ug GAE/mg) :
Y =0,0013x 0,1303 avec un coefficient de corrélation R?=0.9637.

&
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Figure 25: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Le contenu total en polyphénols des extraits bruts d’Ocimum basilicum et

Stachys byzantina est présenté dans le tableau suivant :

Tableau 08: Contenu total en polyphénols des extraits bruts d’Ocimum basilicum et

Stachys byzantina.

Extraits Contenu en polyphénols (ug GAE/mg)
EXT HA SB 741,560,004
EXR HA OB 1261,82+0,063
EXT Aq OB 1382,59+0,052

Les résultats présentés dans le tableau (08) montrent que les valeurs de
variation du contenu total en polyphénols par I’extrait hydro-alcoolique d’Ocimum
basilicum (1261,82+0,063 pg GAE/mg) sont plus élevées que les valeurs de variation
du contenu total en polyphénols par I’extrait hydro-alcoolique de Stachys byzantina
(741,56+0,004 pg GAE/mg). Par ailleurs, I’extrait aqueux d’Ocimum basilicum
(1382,59+0,052 pg GAE/mg) présente une teneur en polyphénols importante par
rapport a I’extrait hydro-alcoolique (1261,82+0,063 ug GAE/mg) de la méme plante.

La teneur de Stachys byzantina en polyphénols est de 741,56+0,004 (ug

GAE/mg), elle est supérieure a celle rapporté par Bahadori et al. (2020) qui ont trouvé
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une teneur de 58.06 + 1.28 mg GAE/g en utilisant un extrait de la méme plante obtenu
par décoction. De méme, nos résultats sont largement supérieurs a ceux de toplan et al.
(2021) qui ont trouvés des valeurs de I’ordre de (0.0173+0.0109 mg GAE/g extrait,
0.0386+0.0062 mg GAE/g extrait, 0.0901+0.098 mg GAE/g extrait, 0.0630+0.0057mg
GAE/g extrait) obtenu avec 1’extrait n-hexane, chloroformique, méthanolique et 1’extait
par un infusion respectivement de la méme espece.

Les résultats de 1’étude de Tuong et al., (2020) ont révélé que 1’espéce
d’Ocimum basilicum n’est pas riche en polyphénols et ont obtenu des teneurs trés
faible avec D’extrait éthanolique (0.92 mg GAE/g), D'extrait méthanolique(l.4 mg
GAE/g), I’extrait acétonique (0.89 mg GAE/g) et ’extrait aqueux (0.70 mg GAE/g )
par rapport a nos résultats obtenu avec les deux extraits (extrait aqueux ; 1382,59+0,052
g GAE/mg, extrait hydro- alcoolique ; 1261,82+0,063ug GAE/mg).

11.2. Dosage des flavonoides

Le dosage quantitatif des flavonoides totaux des extrait bruts d’Ocimum
basilicum et Stachys byzantina a été effectué par la méthode spectrophotométrique

(figure 26) adaptée de Topcu et al.,( 2007) avec quelques modifications.

SB B Baqg

Figure 26 : Plague de dosage des flavonoides des extraits bruts d’Ocimum

basilicum et Stachys byzantina.

Le taux des flavonoides est calculé a partir de la gamme d’étalonnage de la
quercétine (quercétol). La quantité des flavonoides a été rapportée en pg d’équivalent de

la quercétine par mg d’extrait (ug EQ/mg) (figure 27).
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Figure 27 : Courbe d'étalonnage de la quercétine.

Les résultats du contenu total en flavonoides des extraits bruts d’Ocimum

basilicum et Stachys byzantina dans le tableau suivant :

Tableau 09: Contenu total en flavonoides des extraits bruts.

Extraits Contenu en flavonoides (pg QE/mg)
EXT HA SB 26,205+0,03
EXRHA OB 46,084+0,05
EXT Aq OB 41,787+0,01

Les résultats du tableau 09 indiquent que la teneur en flavonoides d’Ocimum
basilicum (46,084+0,05ug QE/mg) est plus importante que celle de Stachys byzantina
(26,205+0,03ug QE/mQ). Aussi, pour Ocimum basilicum, le contenu en flavonoides de
I’extrait hydro-alcooliques (46,084+0,05 pug QE/mg) est supérieur a la teneur de 1’extrait
aqueux (41,787+0,01 pg QE/mg).

Le taux des flavonoides totaux d’extraits hydro-alcoolique de Stachys byzantina
est supérieur a celui rapporté par Bahadori et al. (2020) qui on trouvé une
quantité de 34.70 £ 0.22 mg RE/g dans un extrait obtenu par décoction. Notre résultats
est également supérieur aux teneurs en flavonoides (7.13mg QE/g, 10.43mg QE/qg,
8.61mg QE/qg) trouvees dans des extrait obtenus par différentes méthodes d’extractions
(par méthanol, méthanol Soxhlet et éthanol 70% respectivement) a partir de 1’espéce

Stachys lavandulifolia Vahl» (Tundis et al., 2015).
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Ces variations des teneurs en composés phénoliques et flavonoides entre espece
du méme genre sont liée a plusieurs facteurs tels que les facteurs environnementaux,

biogénique stade de maturation ou période de stockage (Nicolétti et al., 2015).

11.3. Evaluation des activités biologiques in vitro
11.3.1.Evaluation d’activité antioxydant

Plusieurs méthodes sont utilisées pour déterminer l'activité antioxydante d’un
échantillon. Dans cette étude, les propriétés antioxydantes des extraits hydro-alcoolique
et aqueux de la partie aérienne (feuilles) d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina ont
été déterminées par les quatre méthodes suivantes : Le piégéage du radical libre DPPH,
la réduction du radical-cation ABTS, le test duphénanthroline et le test FRAP.
11.3.1.1. Test DPPH?

La capacité des extraits a réduire les radicaux libres de la DPPH est déterminée
par la méthode spectrophotométrie décrite par Blois (1958). La concentration inhibitrice
de 50 % du radicale DPPH (Clsp) est inversement proportionnelle a la capacité anti-
oxydante d'un composé ,plus la valeur Clsy est faible, plus l'activité antioxydante de
I’échantillon est élevée (Jadid et al., 2017). Ceci en suivant la réduction de ce radical

qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune (figure 28).
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Figure 28 : plaque de dosage de I’activité anti radicalaire (DPPH) des extraits
d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina
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La capacité des extraits de piéger le radical libre DPPH® hydro-alcoolique et
aqueux de la partie aérienne (feuilles) d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina sont

représentés dans le tableau suivant :

Tableau 10 : Valeurs des Clso du test DPPH pour les extraits bruts d’Ocimum

basilicum et Stachys byzantina

% Inhibition (DPPH

EXTRAIT 7125 ug | 25 g 50ug | 100pg | 200ug | 400pg | 800 pg Clso

pg/Ml

HA SB | -30,52+ | -2,05+ | 41,64+ | 69,66+ | 76,16+ | 77,31+ | 77,85+ | 57,36+
0,96 3,09 1,89 2,22 0,15 0,27 0,00 1,32

HAOB | -436+ | 4048+ | 69,48+ | 77,31+ | 79,27+ | 7954+ | 80,25+ | 28,96+
3,71 1,49 2,98 0,53 2,30 0,86 0,27 2,78

AqOB | 2687+ | 7367+ | 7464+ | 7491+ | 7642+ | 76,60+ | 78,02+ | 21,49%
2,31 2,33 1,67 3,33 1,01 1,32 2,07 2,04

BHA 76,55+ | 79,89+ | 81,73+ | 84,18+ | 87,13+ | 89,36+ | 90,14+ | 6.14+
0,48 0,26 0,10 0,10 0,17 0,19 0,00 0.41

BHT 49,09+ | 72,63+ | 88.73+ | 94.00+ | 9497+ | 9538+ | 95.02+ | 12.99+
0,76 2,06 0,89 0,31 0,08 0,41 0,23 0.41

a- 37,21+ | 8153+ | 89,23+ | 89,38+ | 89,45+ | 89,99+ | 89,52+ | 13.02%
Tocopherol | 1,82 1,51 0,12 0,19 0,22 0,23 0,33 5,17

Selon les valeurs de Clsg, on remarque que 1’extrait hydro-alcoolique d’Ocimum
basilicum  exhibe une activité antiradicalaire au DPPH (Cl5,=28,96+2,78pg/ml)
supérieure  a celle de [I’extrait hydro-alcoolique de Stachys byzantina
(Cl5p=57,36%1,32pug/ml). Par ailleurs, 1’extrait aqueux d’Ocimum basilicum présente
une activité antiradicalaire (Clsp=21,49+2,04 pg/ml) supérieure a celle de I’extrait

hydro-alcoolique (Cl50=28,96+2,78 ug/ml) de la méme plante.

D’aprés les résultats, les trois extraits ne présentent pas des activités
antioxydantes importantes par comparaison a ceux des standards a-Tocopherol
(Clsp=13.02+5,17pg/ml), BHT (Cl5p=12.99+0,41pg/ml) et BHA
(Cl50=6.14+0.41pg/ml).

11.3.1.2. Test ABTS

L’ABTS est converti en son radical cation (ABTS * ) par addition de persulfate
de sodium. Ce cation radical bleu-vert est reconverti en son neutre incolore forme
centrale. Cette transformation est suivie par la mesure de I’absorbance a 734 nm. La

disparition de la coloration bleue est proportionnelle a la capacité d’inhiber le radical
ABTS " (figure 29).

<
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Figure 29 : Plaque de dosage du cation radical ABTS des extraits bruts d’Ocimum
basilicum et Stachys byzantina

Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 11: Valeurs des Clsp du test ABTS pour les extraits bruts d’Ocimum
basilicum et de Stachys byzantina

% Inhibition (ABTS)
EXTRAIT M55 g 25pg | 50pg | 100 ug | 200 pg | 400 pg | 800 pg | Clso pg/mL

HA SB | 27,29t | 3340t | 52,01 | 68,63+ | 77,86+ | 90,67+ | 93,19+ | 13,83+
0,56 1,13 1,78 | 074 4,07 323 | 025 0,24

HAOB | 44,08 | 60,80t | 88,74% | 91,31+ | 92,49+ | 92,76% | 91,10+ 4,28+
2,57 3,31 273 | 227 0,46 074 | 1,19 0,47

AqOB | 3019+ | 47,02+ | 7357+ | 88,74% | 92,33t | 92,49+ | 9L4T+ 7,23+
1,90 1,35 040 | 243 0,09 091 | 070 0,26

BHT | 69.21+ | 78.23+ | 88.12+ | 88,76+ | 90.85+ | 90.95+ | 96.68+ 1.20+
0,40 1,34 128 | 307 1,74 051 | 0.39 0.30

BHA | 92.83 | 94.68t | 94.95+ | 9532+ | 9550+ | 95.83% | 95,86+ 1.81+
1,42 0,42 090 | 025 0,47 015 | 010 0.10

D’aprés ces résultats, on observe que I’extrait hydro-alcoolique d’Ocimum
basilicum posséde un pouvoir anti radicalaire le plus actif avec une valeur d’Clsy de
4,28+0,47 pg/ml. Cette valeur est élevée presque 3 fois plus que celle du BHT
(1.29£0.30 pg/ml) et 2 fois plus que celle du BHA (1.81+0.10 pg/ml). Par contre, elle
est meilleure que celle expriméée par I’extrait aqueux (7,23+0,26 pg/ml) de la méme
plante et I’extrait hydro-alcoolique de Stachys byzantina (13,83+0,24ug/ml) qui exhibe
un potentiel anti oxydant le plus faible (Cls5,=13,83£0,24ug/ml).

E



Chapitre 05 : Résultats et Discussion

11.3.1.3. Test Phénantroline

Ce test est basé sur la réduction du fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe*) par un
composé riche en antioxydant. Le Fe?* forme un complexe stable avec la phénantroline.
La couleur rouge orange issue de cette réduction est mesurée par spectrophotomeétre a
510 nm. Les résultats obtenus dans la figure 30 indiquent qu’il y a un changement de la
couleur du milieu réactionnel du jaune au rouge-orangée, ce qui montre qu’il présente

une capacité antioxydante.

Figure 30 : Plaque de dosage de la réduction par la formation du complexe Fe®*

phénantroline des extraits bruts d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina

Cette réduction est déterminée par la mesure de la valeur Ao s qui correspond a la
concentration des extraits bruts d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina nécessaire
pour réduire 50% du complexe (Fe?*-phénantroline). Les résultats sont récapitulés dans

le tableau 12.

E
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Tableau 12 : Valeurs des Ao s du test phenantroline pour des extraits bruts d’Ocimum

basilicum et Stachys byzantina

% Inhibition (phenantroline)
Extrait
0.7812 | 1.5625 | 3.125 6.25 12.5 25 50 Aos
5 Ug MY MY MY HY MY HY pg/mL
HASB | 0,27+ | 0,32+ | 057+ | 0,80+ 1,30+ 1,61+ | 2,52+ 12,05+
0,01 0,00 0,01 0,01 0,09 0,12 0,16 0,13
HAOB | 20,3+ | 20,34+ | 20,53+ | 20,81+ | 21,36+ | 22,84+ | 24,43+ | 12,19+
0,01 0,00 0,01 0,04 0,14 0,26 0,28 0,44
AqOB | 30,3+ | 30,54+ | 30,75+ | 31,17+ | 32,03+ | 33,69+ | 34,28+ | 11,61+
0,01 0,01 0,02 0,14 0,20 0,09 0,44 0,16
BHA | 0,49+ | 059+ | 0,73+ | 0,93t 1,25+ | 2,10+ | 4,89+ 0,93+
0,01 0,01 0,02 0,01 0,04 0,05 0,06 0,07
BHT 047+ | 047+ | 053+ | 1,23+ 1,84+ | 3,48+ | 4,84+ 2,24+
0,01 0,01 0,03 0,02 0,01 0,03 0,01 0,17

D’aprés les résultats obtenus, le pouvoir réducteur le plus élevé est enregistré par
d’Ags
de 11,61+0,16 pg/ml. Cette valeur est presque 5 fois supérieure que celle exprimée par
le BHT (2,24+0,17 pg/ml) et 12 fois plus que celle du BHA (0,93+0,07 pg/ml) suivit
des extraits hydro-alcooliques de Stachys byzantina et d’Ocimum basilicum avec des
12,05+0,13ug/ml et 12,1940,44ug/ml

I’extrait aqueux d’Ocimum  basilicum  exprimant une valeur

pouvoirs réducteurs similaires de

respectivement.
11.3.1.4. Test FRAP

Le dosage du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) repose sur la
capacité des antioxydants a réduire le fer (I11) en fer (II). L’évaluation est basée sur la
réaction de réduction du Fe** présent dans le complexe ferrocyanure de potassium en
Fe?* | la réaction est révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe*) en
couleur bleu vert du fer ferreux (Fe®*) (Jones et al. 2017, Li et al. 2008, Amarowicz et
al. 2010). L’intensité de cette coloration (figure 31) est mesurée par spectrophotomeétre
a 700 nm.
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Figure 31 : Plaque de dosage du pouvoir réducteur (FRAP) des extraits d’Ocimum
basilicum et Stachys byzantina

Le test FRAP est appliqué a une large gamme d’antioxydants, mais sa vitesse de
réaction et son rendement final peuvent varier pour chaque composé antioxydant.
(Jones,.2017 ; Li, 2008 and Amarowicz, 2008). Les résultats sont représentés dans le

tableau suivant :

Tableau 13 : Valeurs des Ao s du test FRAP pour les extraits brut d’Ocimum basilicum

et Stachys byzantina

% Inhibition (FRAP)
EXTRAIT 312510 [ 6.25ug | 125ug | 25pg | 50pg | 100pg | 200 pg | Ags pg/mL

HASB | 010+ | 019+ | 022+ | 0,30+ | 065t | 0,69+ 0,95+ 38,67+
0,00 003 | 001 | 001 | 001 0,53 0,04 0,74

HAOB | 008+ | 013t | 020 | 028+ | 057+ | 081+ 0,92+ 44,24+
0,01 002 | 000 | 001 | 000 0,04 0,12 0,44

AQqOB | 014t | 023t | 038t | 056 | 09l | 114% 1,21+ 21,04+
0,01 001 | 003 | 001 | 008 0,02 0,01 0,96

Ascorbic 0,35+ 0,46+ 0,84+ 0,93+ 1,18+ 1,44+ 1,37+ 6.77+
acid 0,05 003 | 012 | 030 | 034 0,21 0,20 1.15
Tannic 028+ | 0,78t | 1,02t | 1,24+ | 086+ | 1,01+ 1,02+ 5.39%
acid 0.02 006 | 007 | 018 06 0,21 0,13 0.91

o- 011+ | 0.6 | 021+ | 035+ | 073t | 137+ 1,81% 34.93%
Tocopherol | 0,00 000 | 003 | 003 | 003 0,08 0,09 2.38

A travers les valeurs présentées dans le tableau 13, il ressort que les extraits
d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina renferment un pouvoir réducteur dont le
plus élevé a été prouvé par I’extrait aqueux d’Ocimum basilicum (21,04+0,96 pg/ml).
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La aussi, ’extrait hydro alcoolique de Stachys byzantina exhibe un pouvoir réducteur
de 38,67+0,74ug/ml) qui est proche de celui du a-Tocopherol (34.93+£2.38ug/ml).

En revanche, le pouvoir réducteur FRAP pour I’extrait aqueux d’Ocimum basilicum
(21,04+0,96pug/ml) est plus important que celle de I’extrait hydro alcoolique de la méme
plantes. Ces résultats présentés sont plus inférieure aux standards : 1’acide ascorpique
(6.77+1.15pg/ml) et I’acide tannique (5.39+£0.91pg/ml).

La comparaison des résultats des tests antioxydants (DPPH, ABTS, FRAP) de
notre plante «Stachys byzantina» avec ceux d’autres plantes étudiées a été effectuee.
Nous avons constaté que les résultats des tests antioxydants (DPPH : 57,36+1,32,
ABTS : 13,8310,24, FRAP : 38,67+0,74) sont plus faibles que ceux de Bahadori et
al.,(2020) qui ont étudié trois extraits du méme genre par la méthode de décoction :
Stachys byzantina, Stachys inflata, and Stachys lavandulifolia. Les résultats obtenus

sont comme suit :

- Stachys byzantina: DPPH : 139.15 + 0.19, ABTS: 30.19 + 1.50, FRAP:
312.44 + 2.54) ;

Stachys inflata : DPPH : 141.39 + 0.61, ABTS : 325.78 + 3.24, FRAP : 272.70 +
2.81);

Stachys lavandulifolia: DPPH: 130.44 + 1.13, ABTS: 188.98 + 8.47,
FRAP : 270.26 £ 0.49).

Nous concluons que I’extrait hydro alcoolique de la plante étudiée Stachys
byzantina renferment des activités antioxydantes plus importantes que celles des
extraits des trois especes étudiés par Bahadori et al., (2020) et obtenus par la méthode

de décoction.

D’une autre part nous constatons que les trois extraits végétaux hydro
alcooliques de Stachys byzantina et d’Ocimum basilicum possédent une activité
antioxydante modérée en utilisant les tests DPPH et ABTs. En générale, ces activités
restent nettement inférieures a celles des standards BHA, BHT et a-tocopherol. Ces
activités peuvent étre probablement améliorées et rapprochées des valeurs des standards
par I’optimisation du rendement en utilisant d’autres méthodes d’extraction et aussi par

la purification des molécules actives.
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11.3.2. Evaluation d’activité enzymatique

11.3.2.1. Activité de ’acétylcholine estérase

L’évaluation de D’activité enzymatique des extraits d’Ocimum basilicum et Stachys
byzantina a été réalisée par I’inhibition de I’enzyme Acétylcholine estérase.
Dans ce test, le passage de la couleur transparent vers le jaune foncé issu de I’activité

anti cholinestérase a été évalué par spectrophotométrie a 412 nm (figure 32).

a T=0min a T=15min

Figure 32 : Plaque de dosage de 1’acétylcholine estérase des extraits d’Ocimum

basilicum et Stachys byzantina

Les résultats obtenus indiquent qu’il y a un changement de la couleur du milieu
réactionnel, ce qui montre la présence de ’activité inhibitrice de 1’acétylcholinestérase
pour les trois extraits de la partie aérienne (feuilles) d’Ocimum basilicum et Stachys

byzantina (tableau 14).

Tableau 14: Valeurs des Cls des extraits bruts d’Ocimum basilicum et Stachys

byzantina obtenus par le test d’acétylcholinestérase.

Activité inhibitrice d’ Acétylcholinestérase
Extrait 3.125 | 6.25ug | 125 pg | 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg Clg
Hg Hg/mL
HA SB 512+ | 13,57+ | 1357+ | 32,20+ | 34,44+ |3994+ | 64,78+ | 13525+
0,18 2,50 2,50 1,10 0,88 0,77 0,18 1,08
HA OB 441+ | 10,72+ | 18,05+ | 34,54+ | 4961+ | 7435+ | 9247+ |5297+
1,83 0,64 3,77 0,47 0,31 2,00 1,54 0,75
Ag OB 9,60+ | 7,57+ 12,45+ | 33,73+ |[37,60+ |5317+ | 77,71+ | 99,64+
7,94 0,77 2,31 0,81 2,29 0,98 1,40 0,90
Galantamine | 35,93 | 43,77 + | 6850 + | 80,69 + |8578 +|9180 +| 94,77 +|6.27+
+ 2,28 | 0.00 0,31 0,41 1,63 0,20 0,34 1.15

E
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D'aprés les résultats du tableau 14, P’extrait hydro alcoolique d’Ocimum basilicum
exerce une bonne activité anti-acétylcholinestérase avec une Cls; de (52,97+
0,75ug/ml), qui est 8 fois plus faible a celle du standard galantamine (6.27+1.15 pg/ml).
Alors gque I’extrait aqueux d’Ocimum basilicum et I’extrait hydro alcoolique de stachys
byzantina (99,64t 0,90 pg/ml, 135,25+1,08 pg/ml respectivement) ont faiblement
inhibé I’activité de I’AChE.

La maladie d’Alzheimer est I’une des maladies gériatriques les plus courantes
troubles mentales. Selon le rapport de 1’Association Alzheimer (2012), il existe une
relation significative entre la pathogénicité de la maladie d’Alzheimer et la carence en
acétylcholine dans le cerveau (Kirkan et al., 2018). Le résultat commun des études
intensives dans ce domaine suggere que les médicaments anticholinergiques augmentent

la fonction cognitive chez les patients d’ Alzheimer.

En comparant ces résultats obtenus de plante Stachys byzantina avec les
résultats d’une autre recherche réalisée sur trois extraits par la méthode de décoction de
la méme plante et deux plantes du méme genre (Stachys byzantina, Stachys inflata, and
Stachys lavandulifolia respectivement), on constate que nos résultat (135,25+1,08
pg/mL) est mieux par rapport a ceux rapporté par Bahadori et al. (2020) qui ont trouvé
des valeurs a 1’ordre (0.98 = 0.04mg GALE/g, 1.16 + 0.11 mg GALE/g, 1.07 £ 0.08 mg
GALE/qg).

11.3.3. Activité Antibactérienne

Au cours de cette étude, On choisit la méthode de diffusion des disques pour
réaliser le test. Aprés de faire le test, La mesure des zones d’inhibition pour la lecture
est effectuée a I’extérieur de la boite fermée a 1’aide d’une régle graduée. Elle est
réalisée en prenant la moyenne de deux mesures différentes de diamétre. La lecture des
résultats a été faite par la mesure de la zone d’inhibition, qui est représentée par une

aureole formée autour de chaque disque ou aucune croissance n’est observée.

La sensibilité aux différentes extraits a été classés par le diamétre des halos

d'inhibition comme(Ponce et al., 2003) :

* (-) souche résistante (D < 8 mm)

* (+) souche sensible (9mm <D < 14mm)

-
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* (+ +) souche tres sensible (15mm <D < 19 mm)

* (+ + +) souche excrément sensible (D >20 mm).

A. Psedomonas aeruginosa ATCC 9027

Figure 33 : Test antibacterienne des extraits d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina
Sur Psedomonas aeruginosa ATCC 9027

Tableau 15 : Effet inhibiteur des extraits d’Ocimum basilicum et Stachys

byzantina sur la culture de Psedomonas aeruginosa ATCC 9027

Les Apparition de Diametre de la zone
Extraits | Concentration (mg/ml) | la zone d’inhibition | d'inhibition (mm)
1 0,5 +++ 22
HA SB 1° 1 + + 16
1” 2 + 14,5
2 0,5 ++ 16,5
HAOB |2 1 ++ 17
2” 2 +++ 27,5
3 0,5 + 11
AgOB |3 1 +++ 22
3” 2 ++ 18,5

(+) : Il ya une zone d’inhibition

E
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B. Staphylococcus aureus ATCC 5538

Figure 34: Test antibacterienne des extraits d’Ocimum basilicum et Stachys

byzantina Sur Staphylococcus aureus ATCC 5538

Tableau 16 Effet inhibiteur des extraits d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina sur

la culture de Staphylococcus aureus ATCC 5538

Les Apparition de Diametre de la zone
Extraits | Concentration (mg/ml) | la zone d’inhibition | d'inhibition (mm)
1 0,5 + 13
HASB |1’ 1 + 10,5
1” 2 + 13
2 0,5 + 11,5
HAOB |2 1 + 11,5
2” 2 + 10,5
3 0,5 ++ 16
Aq OB 3’ 1 + + 15,5
3” 2 +++ 23

() : Ya pas d’une zone d’inhibition ., (+) :Il ya une zone d’inhibition

C. Escherichia coli ATCC 8739

Figure 35 : Test antibacterienne des extraits d’Ocimum basilicum et Stachys
byzantina Sur Escherichia coli ATCC 8739

E
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Tableau 17 : Effet inhibiteur des extraits d’Ocimum basilicum et Stachys

byzantina sur la culture d’Escherichia coli ATCC 8739

Les Apparition de Diametre de la zone
Extraits | Concentration (mg/ml) | la zone d’inhibition | d'inhibition (mm)

1 0,5 - 7,5
HA SB 1’ 1 + 8

1”? 2 + 8,5

2 0,5 - 6,5
HAOB |2 1 + 10,5

2” 2 + 12,5

3 0,5 - 6
AqgOB |3 1 - 6

3” 2 - 6,5

(-) : Ya pas d’une zone d’inhibition ., (+) :1l ya une zone d’inhibition.
Au regard des résultats obtenus des tableaux et des figures nous avons observé pour :

P. aerugenosa, les 3 extraits (HA SB, HA OB et Aq OB) avaient une activité
considérable avec une inhibition d’un diametre (14,5., 27,5., 18.5mm respectivement)

pour cette souche (figure 35; tableau 15).

S.aureus, 1‘extrait aqueux d’Ocimum basilicum présente la meilleur activité inhibitrice
avec un diametre de 23mm sur cette souche. Par ailleurs, les extraits hydro alcoolique
de Stachys byzantina et Ocimum basilicum ont des activités un peu faibles contre la
souche S.aureus avec des diamétres d’inhibition de (13., 11,5 mm respectivement)

(figure 35; tableau 16).

E.coli, les résultats du tableau 17 et figure 36 révelent que I’E.coli est une souche
sensible au extraits hydro alcoolique d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina avec
des zones d’inhibition de 12,5., 8,5mm respectivement, par contre cette souche s’avére

résistante a ’extrait d’Ocimum basilicum avec une zone d’inhibition inferieur a 8mm.

On résume les résultats précedents de chaque souche dans le tableau suivant :

S
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Tableau 18 : Tableau résume tous les résultats des activités antibacterienne

HA SB HA OB Aq OB
Psedomonas Forte Forte Forte
aeruginosa
Staphylococcus Moyenne Moyenne Forte
aureus
Escherichia coli Faible Faible /

Dans I’étude de ljiljana et al., 2018, I’effet d’Huile essentiel sur la sensibilité de
quelques microorganismes (Psedomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et
Escherichia coli) a été comparé avec nos résultats des deux extraits d’Ocimum
basilicum évalués par la méthode des disques. D’aprés les résultats, il s’est avéré que 1’huile
essentielle d’O basilicum présente une forte activité antimicrobienne sur les trois bactéries. Par
contre, I’extrait hydro-alcoolique d’Ocimum basilicum semble étre plus efficace sur
Psedomonas aeruginosa que sur Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Quant a
I’extrait aqueux, [’activité antibactérienne est plus importante sur Psedomonas

aeruginosa et Staphylococcus aureus et elle est nul contre Escherichia coli.

Nos résultats sont en accord avec ceux de toplan et al., (2021) qui ont étudié la
méme plante Stachys byzantina. L’extrait a donné une bonne activité antibactérienne sur
Psedomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus par rapport a la souche Escherichia

coli.
11.3.4. Activité antifongique

Dans cette étude, nous avons évalué 1’activité antifongique des extraits bruts
d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina sur la croissance in-vitro du champignon
Fusarium oxysporium sp.albedinis. Nos résultats obtenus sont représentés dans la

figure et le tableau suivants :
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Figure 36 : Résultats du test antifongique des extraits bruts d’Ocimum basilicum et

Stachys byzantina sur Fusarium oxysporium sp.albedinis

Tableau 18 : Effet inhibiteur des extraits d’Ocimum basilicum et Stachys byzantina

sur la culture de Fusarium oxysporium sp.albedinis

Les Apparition de
Extraits Concentration (mg/ml) | la zone d’inhibition

1 0,5 -
HA SB 1’ 1 -

1” 2 -

2 0,5 -
HA OB 2’ 1 -

2” 2 -

3 0,5 -
Aq OB 3 1 -

3” 2 -

(-) : Ya pas d’une zone d’inhibition

L’évaluation antifongique n’a révélé aucune activité. Les résultats obtenus

montrent que le champignon testé (Fusarium oxysporium sp.albedinis) s’avére

résistant aux trois extraits avec une zone d’inhibition inferieur & Smm.
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Conclusion :

A la lumiere des résultats obtenus dans ce mémoire nous avons conclu que :

Les plantes médicinales constituent une source riche et diversifiée de
métabolites secondaires, qui ont une application commerciale dans les domaines
pharmaceutiques et biomédicaux. Notre travaille s’inscrit dans le cadre de la recherche
de nouveaux antioxydant, anti-enzymatique et antimicrobiens a partir des plantes de

Stachys byzantina et Ocimum basilicum.

Les extraits bruts aqueux et hydro-alcoolique des feuilles des plantes Stachys
byzantina et Ocimum basilicum récoltées dans la région Bouhalbes, Wilaya de Skikda

(Algérie), sont riches en polyphénols totaux et flavonoides totaux.

L'analyse quantitative des extraits préparés a montré que l'extrait aqueux
d’ocimum basilicum s'est révélé plus riche en polyphénols totaux par rapport aux autres
extraits (1382,59+0,052 pg GAE/mg).

L’extrait hydro-alcoolique d’ocimum basilicum a présenté le taux le plus élevé
en flavonoides totaux (46,084+0,05ug QE/mQ).

L'extrait aqueux d’Ocimum basilicum a présenté l'activité anti-radicalaire la
plus élevée avec IC50=21,49+2,04 pg/ml par rapport aux autres extraits et par rapport
au standard a-Tocophérol (IC50=13.02+5,17pg/ml), BHT (IC50=12.99+0,41ug/ml) et
BHA (IC50=6.14+0.41ug/ml).

En ce qui concerne le test ABTS, on observe que I’extrait hydro-alcoolique
d’Ocimum basilicum posséde un pouvoir anti radicalaire le plus actif que avec une
valeur d’ICsp de 4,28+0,47 pg/ml

L’extrait aqueux d’Ocimum basilicum, il montre que la réduction par la
formation du complexe Fe+2-phenanthroline est plus importante avec une valeur d’Ags
de 11,61+0,16 pg/ml par rapport a les autres extraits. Egalement une activité excellente

de la réduction par la formation du complexe Fe+2-phénantroline.

Aussi, I’activité antioxydante a été évaluée par la technique de réduction du fer

FRAP, qui représente un indicateur significatif du pouvoir antioxydant des plantes. Les

.
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résultats montrent que la capacité réductrice de I’extrait aqueux d’Ocimum basilicum
(21,04+0,96 pg/ml) est plus élevée.

Les résultats des activités enzymatiques realisées sur les différents extraits, ont
révélé la présence d’un effet inhibitrice d’activité anti-cholinestérase. Mais I’extrait
hydro alcoolique d’Ocimum basilicum exerce une bonne activité anti-
acétylcholinestérase avec une Clso de (52,97« 0,75ug/ml).

Le criblage de 1’activité antimicrobienne réalisé par la méthode de diffusion des
disques  sur trois souches bactériennes pathogenes: Psedomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus et Escherichia coli a révélé un profil d’inhibition contre ces
différentes souches et L’évaluation antifongique n’a révélé aucune activité sur le

champignon testé (Fusarium oxysporium sp.albedinis).

L'ensemble de ces résultats a permis d'évaluer la richesse des feuilles d’Ocimum
basilicum et de Stachys byzantina en substances chimiques et qui pourraient

représenter une nouvelle source potentielle de molécules bioactives en thérapeutique.
Il est souhaitable de compléter et d'approfondir ce travail par :

» L’isolement et I’identification des principes actifs responsables a les
activités biologiques  par des techniques chromatographiques et
spectrales.

» L'étude in vivo de l'activité antioxydante, enzymatique et microbienne.

<
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Résumé

Ce présent consiste a I’étude et a la comparaison des activités biologiques a savoir les
tests phytochimiques, I'activité antioxydante, I’activité enzymatique et 1’activité microbienne
des extraits bruts aqueux et hydro-alcooliques des feuilles d’Ocimum basilicum (OB) et
I’extrait hydro-alcoolique de Stachys byzantina (SB), récoltées dans la région de Bouhalbes,
Wilaya de Skikda (Algérie). L’extraction est réalisée par la méthode de macération. : Le
rendement des extraits bruts hydro-alcooliques de SB et OB sont de 23,85% et 19,88%
respectivement. Quant a celui de 1’extrait aqueux de I’espéce Ocimum basilicum, il est de
(25,75%). Le rendement d’extraction le plus élevé est celui de I’extrait aqueux d’Ocimum
basilicum. Les résultats de 1’analyse quantitative des polyphénols et flavonoides totaux des
extraits a démontré que les taux les plus éleves ont été obtenus par 1’extrait hydro-alcoolique
d’Ocimum basilicum : 1261,82+0,063 pug GAE/ml de polyphénols et 46,084+0,05ug QE/mlI
de flavonoides par rapport aux autres extraits. D’autre part, 1’activité antioxydante a été
évaluée par 04 techniques : DPPH, ABTS, FRAP et le test au Phénanthroline. Les résultats
ont révélé une activité antioxydante modeérée pour les deux plantes mais il a été noté que celle
de I’extrait hydro-alcoolique d’Ocimum basilicum est plus importante dans la majorité des
tests.L’activité d’inhibition d’enzyme d’acétylcholinestérase (AChE), a montré que les trois
extraits possedent une forte activité inhibitrice de cet enzyme. Néanmoins, I’activité
d’Ocimum basilicum est la meilleure que celle des standards avec un IC50 de 52,97+
0,75ug/ml par rapport aux autres extraits. L'activité antimicrobienne des extraits a été étudiée
chez certaines souches bactériennes (Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus
ATCC 5538 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) et fongiques (Fusarium oxysporium
sp. Albedinis). Tous les extraits ont montré un pouvoir antimicrobien sur les bactéries étudées,

par contre aucun effet antifongique sur Fusarium oxysporium sp. Albedinis n’a été observé.

Mots clés : Ocimum basilicum - Stachys byzantina - activité biologique - polyphénols,

flavonoides.



Abstract

This present consists of the study and comparison of the biological activities, namely
the phytochemical tests, the antioxidant activity, the enzymatic activity and the microbial
activity of the agueous and hydro-alcoholic crude extracts of the leaves of Ocimum basilicum
(OB ) and the hydro-alcoholic extract of Stachys byzantina (SB), collected in the region of
Bouhalbes, Wilaya of Skikda (Algeria). The extraction is carried out by the method of
maceration. : The yield of crude hydro-alcoholic extracts of SB and OB are 23.85% and
19.88% respectively. As for that of the aqueous extract of the species Ocimum basilicum, it is
(25.75%). The highest extraction yield is that of the aqueous extract of Ocimum basilicum.
The results of the quantitative analysis of the total polyphenols and flavonoids of the extracts
showed that the highest levels were obtained by the hydro-alcoholic extract of Ocimum
basilicum: 1261.82 + 0.063 pg GAE / ml of polyphenols and 46.084 +0.05pug QE/ml of
flavonoids compared to other extracts. On the other hand, the antioxidant activity was
evaluated by 04 techniques: DPPH, ABTS, FRAP and the Phenanthroline test. The results
revealed a moderate antioxidant activity for the two plants but it was noted that that of the
hydro-alcoholic extract of Ocimum basilicum is more important in the majority of the
tests.The acetylcholinesterase (AChE) enzyme inhibition activity showed that the three
extracts possess a strong inhibitory activity of this enzyme. Nevertheless, the activity of
Ocimum basilicum is better than that of the standards with an 1Csq of 52.97+ 0.75ug/ml
compared to the other extracts.The antimicrobial activity of the extracts was studied in certain
bacterial (Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 5538 and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) and fungal (Fusarium oxysporium sp. Albedinis)
strains. All the extracts showed an antimicrobial power on the studied bacteria, on the other

hand no antifungal effect on Fusarium oxysporium sp. Albedinis has not bee observed.

Keywords: Ocimum basilicum - Stachys byzantina - biological activities - polyphénols -
flavonoids.
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Résumé

Ce présent consiste a 1’étude et a la comparaison des activités biologiques a savoir les tests phytochimiques,
l'activité antioxydante, I’activité enzymatique et 1’activité microbienne des extraits bruts aqueux et hydro-alcooliques
des feuilles d’Ocimum basilicum (OB) et I’extrait hydro-alcoolique de Stachys byzantina (SB), récoltées dans la
région de Bouhalbes, Wilaya de Skikda (Algérie). L’extraction est réalisée par la méthode de macération. : Le
rendement des extraits bruts hydro-alcooliques de SB et OB sont de 23,85% et 19,88% respectivement. Quant a celui
de I’extrait aqueux de 1’espéce Ocimum basilicum, il est de (25,75%). Le rendement d’extraction le plus élevé est
celui de I’extrait aqueux d’Ocimum basilicum. Les résultats de 1’analyse quantitative des polyphénols et flavonoides
totaux des extraits a démontré que les taux les plus élevés ont été obtenus par I’extrait hydro-alcoolique d’Ocimum
basilicum : 1261,82+0,063 ug GAE/mI de polyphénols et 46,084+0,05ug QE/ml de flavonoides par rapport aux autres
extraits. D’autre part, 1’activité antioxydante a été évaluée par 04 techniques : DPPH, ABTS, FRAP et le test au
Phénanthroline. Les résultats ont révélé une activité antioxydante modérée pour les deux plantes mais il a été noté que
celle de I’extrait hydro-alcoolique d’Ocimum basilicum est plus importante dans la majorité des tests. L’activité
d’inhibition d’enzyme d’acétylcholinestérase (AChE), a montré que les trois extraits possédent une forte activité
inhibitrice de cet enzyme. Néanmoins, 1’activité d’Ocimum basilicum est la meilleure que celle des standards avec un
IC50 de 52,97+ 0,75pg/ml par rapport aux autres extraits. L'activité antimicrobienne des extraits a été étudiée chez
certaines souches bactériennes (Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 5538 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027) et fongiques (Fusarium oxysporium sp. Albedinis). Tous les extraits ont montré un pouvoir
antimicrobien sur les bactéries étudiées, par contre aucun effet antifongique sur Fusarium oxysporium sp. Albedinis

n’a été observé.
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