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Introduction

Les plantes médicinales constituent un pilier fondamental pour la médecine traditionnelle
dans de nombreuses cultures. L’histoire de leur utilisation thérapeutique remonte a plus de 60
000 ans, avec des traces écrites retrouvees chez les Sumériens il y a environ 5 000 ans (Matole
et al., 2021). Elles constituent une source inépuisable de principes actifs naturels tels que les
alcaloides, flavonoides, tanins, saponines, et huiles essentielles, connus pour leurs propriétés
pharmacologiques variées. Face a la recrudescence des infections microbiennes et a 1’essor
préoccupant des résistances aux antibiotiques, les extraits végétaux suscitent un regain d’intérét
en tant qu’alternatives thérapeutiques naturelles prometteuses (Alanazi et al., 2023; Sayed,
2023).

Parmi les plantes aromatiques les plus étudiées figure Ocimum basilicum L.,
communément appelé basilic, une espece appartenant a la famille des Lamiaceae. Elle est
largement utilisée, non seulement en cuisine, mais aussi en médecine traditionnelle pour ses
vertus digestives, anti-inflammatoires et antiseptiques (Belhouala et Benarba, 2021; Berechet
et al., 2022). Sa richesse en métabolites secondaires, notamment, en huiles essentielles
(principalement composées d’eugénol, linalol, méthylchavicol...), en polyphénols et en
flavonoides, lui confeére des activités biologiques reconnues telles que [Dactivité
antimicrobienne, antioxydante, anti-inflammatoire, et méme insecticide (Chenni et al., 2016;
Semeniuc et al., 2017).

Cependant, malgré une abondante littérature, plusieurs zones d’ombre subsistent
concernant la variabilité de la composition et de I’activité biologique des extraits de basilic, en
fonction de facteurs tels que la méthode d’extraction, la nature du solvant, la saison de récolte,
ou encore les conditions pédoclimatiques locales. Il est a signaler que les données portant sur
le basilic cultivé en Algérie, et en particulier, dans la région de Constantine, restent encore
limitées. De méme, les études comparatives entre différentes formes d’extraits (huile essentielle
vs extrait hydro-éthanolique) sur les plans activité antimicrobienne et antioxydante demeurent

assez insuffisantes.

Aussi, ce travail vise a évaluer les propriétés antimicrobiennes d’Ocimum basilicum L.
récolté localement, en utilisant deux extraits obtenus par des procédés distincts : les huiles
essentielles par hydrodistillation et I’extrait hydro-éthanolique par macération a froid. En effet,
I’activité antimicrobienne a été testée in vitro contre quatre souches microbiennes de référence

: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis et Candida albicans, a 1’aide de la

2
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méthode de diffusion sur gélose. L’activité antioxydante a été évaluée pour 1’extrait hydro-
¢éthanolique, a I’aide du test de réduction du radical DPPH. Des dosages des polyphénols totaux
et des flavonoides ont également été réalisés afin de mieux caractériser le potentiel bioactif de

cet extrait.

Pour ce faire, ce mémoire s’articule autour de trois axes principaux : une revue
bibliographique sur Ocimum basilicum et ses propriétés biologiques, une description détaillée

des protocoles expérimentaux, et une analyse critique des résultats obtenus.

En contribuant a la valorisation des ressources végétales locales, ce travail s’inscrit dans
une dynamique de recherche appliquée pour la promotion de thérapies alternatives, plus
durables, et mieux adaptées aux enjeux de santé publique contemporains, notamment la lutte

contre les résistances antimicrobiennes.
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1. Revue bibliographique

Une plante est dite médicinale lorsqu’elle contient, dans une ou plusieurs de ses parties
(feuilles, racines, fleurs, graines), des substances actives susceptibles d’étre utilisées a des fins
thérapeutiques. Ces composés, souvent d’origine secondaire, peuvent agir seuls ou en synergie
pour produire des effets biologiques bénéfiques. Ils incluent notamment des flavonoides, des
polyphénols, des alcaloides, des saponines et des huiles essentielles, reconnus pour leurs
propriétés antimicrobiennes, antioxydantes, anti-inflammatoires ou encore anticancéreuses
(Bharadvaja, 2017; Saikumari et al., 2021).

Selon 1’Organisation mondiale de la santé, environ 80 % de la population des pays en
développement dépend encore aujourd’hui de la médecine traditionnelle, dans laquelle les
plantes médicinales occupent une place centrale (Das et Islam, 2019). Cette popularité
s’explique par leur accessibilité, leur faible cotit, ainsi que la relative innocuité de leurs effets
secondaires, comparés aux molécules de synthese. Néanmoins, malgré leur usage ancestral,
seule une fraction de ces plantes a fait 1’objet d’études scientifiques rigoureuses. Ce manque de

validation reste un frein & leur intégration officielle dans les systemes de santé modernes.

L’étude des plantes aromatiques et médicinales comme Ocimum basilicum s’inscrit dans
une démarche de valorisation des ressources naturelles a visée thérapeutique, en cherchant a

mieux comprendre leur composition bioactive et leurs applications potentielles.
1.1.  Genre Ocimum

Le genre Ocimum est un groupe de plantes aromatiques appartenant a la famille des
Lamiacées, comprenant environ 150 especes d’herbes et d’arbustes reconnues pour leurs usages
culinaires et médicinaux grace a leurs feuilles parfumées et leurs huiles essentielles (Dhama et
al., 2023, Balakrishnan et al., 2018). Le nom Ocimum provient du grec ancien qui signifie "étre
parfumé", en raison de 1’odeur caractéristique de ces plantes (Zahran et al., 2020). Le genre
Ocimum est principalement présent dans les régions tropicales et subtropicales d’ Amérique,
d’Afrique et d’Asie, ou il est largement exploité en médecine traditionnelle pour ses propriétés
thérapeutiques (Azizah et al., 2023, Balakrishnan et al., 2018). Parmi les espéces les plus
importantes, on retrouve Ocimum americanum L., Ocimum basilicum L., Ocimum tenuiflorum

L., Ocimum sanctum L. et Ocimum gratissimum L. (Shahrajabian et al., 2020).
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1.2.  Ocimum basilicum

Ocimum basilicum, également connu sous le nom de basilic doux (Shahrajabian et al.,
2020), est une plante aromatique et médicinale appartenant a la famille des Lamiacées (Bensaid
etal., 2022), et I'une des espéces les plus cultivées du genre Ocimum (Balakrishnan et al., 2018).
Cette plante herbacée vivace ou annuelle est utilisee dans diverses traditions culinaires,
notamment, en Italie et en Asie du Sud-Est, en raison de ses feuilles aromatiques et de ses

bienfaits médicinaux (Dhama et al., 2023).

A travers le monde, O. basilicum est connu sous différents noms, tels que Basilic, Basil,
Badrooj, Hebak ou Rihan (Dhama et al., 2023). Dans certaines traditions, il est consideré
comme le "roi des herbes™ ou encore le "Dieu des épices"”, mettant en avant son importance

culinaire et medicinale (Bensaid et al., 2022; Dhama et al., 2023).

En plus de ses usages culinaires, ou il est souvent ajouté en fin de cuisson pour préserver
son arbme, le basilic peut étre conservé sous différentes formes : frais au réfrigérateur, blanchi
puis congelé, ou séché, bien que cette derniere méthode altére fortement sa saveur. De plus, les
graines de basilic, une fois trempées dans I’eau, deviennent gélatineuses, ce qui leur confere un

usage particulier dans certaines préparations alimentaires et médicinales (Miraj et Kiani, 2016).
1.3. Classification systémique
La classification scientifique du basilic est la suivante selon le Catalogue of Life, 2025:

e Regne : Plantae

e Phylum : Tracheophyta
e Classe : Magnoliopsida
e Ordre : Lamiales

e Famille : Lamiaceae

e Genre : Ocimum

e Espece : Ocimum basilicum
1.4.  Morphologie et cycle de vie

Ocimum basilicum est une plante herbacée qui peut étre cultivée comme annuelle ou
vivace en fonction des conditions climatiques (Dhama et al., 2023). Elle peut atteindre une
hauteur comprise entre 20 et 60 cm et présente un port buissonnant (Shahrajabian et al., 2020).

La morphologie de la plante est décrite comme suit :
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e Tige : De forme quadrangulaire, une caractéristique typique des Lamiacées. Elle varie
de la couleur verte a une teinte pourprée (Bensaid et al., 2022). Elle peut étre glabre :
lisse et sans poils, ou pubescente : recouverte de poils fins et courts, particulierement
sur deux faces opposées (Azizah et al., 2023).

e Feuilles : Simples et disposées de maniére opposée, elles ont une forme allant de ’ovale
a I’elliptique, mesurant environ 15 a 50 mm de long, avec une marge qui peut étre enticre
ou légerement dentée (Azizah et al., 2023). Elles présentent une texture lisse et brillante,
et sont dotées d’un parfum aromatique distinct lorsqu’elles sont écrasées (Balakrishnan
et al., 2018). La couleur des feuilles peut varier du vert vif au violet, selon la variété
(Dhama et al., 2023).

e Fleurs : Réunies en inflorescences terminales, les fleurs de O. basilicum sont petites,
tubulaires et mesurent entre 2 et 4 mm de long (Balakrishnan et al., 2018). Elles sont
disposées en verticilles sur des épis, ce qui attire divers pollinisateurs pendant la période
de floraison, généralement en été (Dhama et al., 2023). Leur couleur varie du blanc au
violet, en passant par le rouge, selon le cultivar (Shahrajabian et al., 2020). La corolle
est de forme tubulaire, blanche ou rose, mesurant environ 7 a 8 mm de long (Azizah et
al., 2023).

e Fruits et graines : Le fruit de O. basilicum est un petit akéne brun foncé a noir,
contenant des graines minuscules qui sont utilisées pour la reproduction (Dhama et al.,
2023, Shahrajabian et al., 2020). Ces nutlets, de forme elliptique, produisent du
mucilage au contact de ’eau, ce qui leur confére des propriétés intéressantes pour
certaines applications alimentaires et médicinales (Azizah et al., 2023).

e Racines : Le systéeme racinaire de O. basilicum est fibreux, ce qui permet une absorption
efficace des nutriments du sol (Balakrishnan et al., 2018).

Le cycle de vie du basilic comprend trois phases principales : la germination, la croissance
végétative et la floraison. Dans des conditions optimales, la germination se produit
généralement entre 14 et 21 jours apreés la plantation, et la floraison survient entre 40 et 90 jours.
Son cycle de croissance dure entre 170 et 180 jours, en fonction des conditions climatiques. La
plante peut étre récoltée deux a trois fois au cours de la saison de croissance (Shahrajabian et
al., 2020).
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1.5.  Usages traditionnels d’Ocimum basilicum en Algérie

En Algérie, Ocimum basilicum est une plante médicinale largement utilisée dans la
médecine traditionnelle pour traiter divers troubles internes et externes. Grace a ses propriétés
thérapeutiques reconnues, elle est consommeée sous différentes formes, notamment en infusion,

décoction, macération ou application topique, selon 1’affection a traiter.

Sur le plan interne, le basilic est couramment employé pour soulager les douleurs et la
fievre. 1l est utilisé en tisane ou en décoction pour traiter les infections respiratoires telles que
la grippe, le rhume et la bronchite. Ses effets bénéfiques sur le systéme digestif en font un
remede naturel contre le syndrome du colon irritable, la diarrhée et les nausees. Il est également
pris pour stimuler ’appétit et faciliter la digestion. En outre, il est traditionnellement utilisé
pour soigner les infections urinaires et les maladies de la vessie. Son effet sur la pression
artérielle est également reconnu, le rendant utile dans le traitement de 1’hypertension (Fedoul

et al., 2022).

Dans le domaine de la santé féminine, O. basilicum est employé pour traiter certains
troubles utérins et favoriser la fertilité. 1l est administré sous forme de décoction ou
d’application locale en fonction des besoins. Son role dans le renforcement du systéme
immunitaire est aussi souligné, notamment lorsqu’il est pris régulierement sous forme de tisane.
Par ailleurs, il est connu pour ses propriétés relaxantes et apaisantes, aidant a combattre
I’insomnie, le stress et la fatigue (Ale et al., 2023; Fedoul et al., 2022).

L’usage externe du basilic est tout aussi répandu. Il est appliqué sous forme d’huile, de
cataplasme ou de macération pour soulager les douleurs musculaires et rhumatismales. Il est
également utilisé pour traiter diverses affections cutanées, accélérer la cicatrisation des plaies
et lutter contre certaines infections de la peau. Son application directe sur le corps est parfois

conseillée pour faire baisser la fievre (Fedoul et al., 2022; Purushothaman et al., 2018b).

Enfin, le basilic est réputé pour ses bienfaits sur la santé capillaire. 1l est utilisé en soins
capillaires pour lutter contre la chute des cheveux et les pellicules. De plus, 1’inhalation des
vapeurs d’une infusion de basilic est un remede traditionnel efficace pour dégager les voies
respiratoires, soulager les maux de téte, les étourdissements et la sinusite (Fedoul et al., 2022;
Sahu et al., 2024).
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1.6. Biotechnologie et valorisation pharmaceutique d’Ocimum basilicum

Les composés bioactifs d’Ocimum basilicum ont démontré des activités antibactériennes,
antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses, offrant ainsi un large potentiel de
valorisation pharmaceutique et cosmétique (Azizah et al., 2023; Nazir et al., 2021). Ces extraits
sont actifs contre des souches multirésistantes, y compris des E. coli productrices de
B-lactamases a spectre étendu et des Klebsiella pneumoniae (Sienkiewicz et al., 2013; Cadet et
al., 2024), et peuvent agir en synergie avec des antibiotiques pour réduire leur dose et limiter
les effets secondaires (Cadet et al., 2024). Pour optimiser leur stabilité et leur biodisponibilité,
diverses formes galéniques ont été développées: des nanoémulsions stables a libération
prolongée, améliorant [’activit¢ antimicrobienne et anticancéreuse contre Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus epidermidis (Ahmad et al., 2024) ; des crémes, pommades et
hydrogels a visée anti-inflammatoire et cicatrisante, efficaces, notamment, dans 1’eczéma
dyshidrotique et le psoriasis (Antonescu et al., 2022); des dispositifs transdermiques non
invasifs assurant une diffusion contrélée des principes actifs, adaptés a la gestion locale de la
douleur et de I’inflammation (Akshaya et al., 2024) ; enfin, des formes orales telles que sirops
antitussifs et gels pédiatriques tirant parti des propriétés mucolytiques et antispasmodiques du
basilic (Vassilina et al., 2024; Purushothaman et al., 2018).
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1.7.  Composition chimique et bioactive d’Ocimum basilicum

Ocimum basilicum est une plante largement valorisée pour sa richesse en composés
bioactifs. Elle renferme notamment des huiles essentielles, des flavonoides, des polyphénols,
des terpénes, et d'autres substances naturelles qui suscitent un intérét croissant dans les

domaines de la recherche scientifique et de la biotechnologie.

1.7.1. Huiles essentielles et composés volatils

Les huiles essentielles (HE) d’Ocimum basilicum sont des mélanges complexes de
composés volatils synthétisés principalement dans les glandes trichomatiques des feuilles et des
fleurs (Avetisyan et al., 2017). Riches en composés bioactifs, elles sont a I’origine des
propriétés aromatiques et pharmacologiques de la plante. Trois molécules majeures se
distinguent par leur abondance et leurs applications : le linalool, I’eugénol et le méthylchavicol
(estragole) (Fedoul et al., 2022).

» Linalool :

Le linalool, majoritaire dans I’huile essentielle d’Ocimum basilicum (jusqu’a 41,3 %),
est un alcool monoterpénique aux propriétés antimicrobiennes, antioxydantes, anti-
inflammatoires et neuroprotectrices (Zhakipbekov et al., 2024).

Il contribue également a 1’ardme floral et épicé du basilic, justifiant son intérét en

industries alimentaire, pharmaceutique et cosmétique (Fedoul et al., 2022).
» Eugénol :

Présent a environ 0,3 %, I’eugénol est un composé bioactif essentiel de I’huile essentielle
de basilic. Il est reconnu pour ses actions antimicrobiennes, antioxydantes, analgésiques et
antifongiques (Ahmed et al., 2019). Son usage est particulierement répandu en odontologie, ou

il sert d’agent antiseptique et anesthésiant (Romano et al., 2022).
» L’estragole :

L’estragole, egalement appelé méthylchavicol, est un composé aromatique présent dans
certaines variétés de basilic (Figure 1). Bien qu’il ne soit pas dominant dans cette étude, il est

souvent associé a des effets antimicrobiens et insecticides (Fedoul et al., 2022).

Cependant, sa toxicité potentielle a fortes doses impose une vigilance particuliére quant
a son utilisation, notamment dans les industries agroalimentaire et pharmaceutique (Romano et
al., 2022).

10
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Figure 1 : structures chimique du 1-linalol, 2-1’eugénol et 3-1'estragole

1.7.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des polyphénols hydrosolubles a squelette C6-C3-C6. Ils sont
largement représentés dans le basilic, notamment sous forme de quercétine, apigénine, orientine
et vicénine (Figure 2). Ces composes présentent des effets antioxydants, antimicrobiens et anti-

inflammatoires (Nguyen et al., 2021).

Le dosage des flavonoides est le plus souvent réalisé par complexation avec le chlorure
d’aluminium (AICls), selon une méthode colorimétrique simple mais peu spécifique. Pour une
quantification plus précise, des techniques chromatographiques comme la HPLC ou la LC-MS

sont couramment utilisées (Purushothaman et al., 2018).
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Figure 2 : (1) Structure chimique de la quercétine (2) Schéma du squelette général des
flavonoides.

1.7.3. Terpénoides

Les terpenes et terpénoides représentent une fraction majeure de I’huile essentielle
d’Ocimum basilicum, avec une prédominance de monoterpenes, tels que le géraniol, et de
sesquiterpenes, comme le P-caryophyllene (Figure 3). Ces composés volatils contribuent
largement au profil aromatique et a I’activité biologique de I’huile essentielle (Avetisyan et al.,
2017).

11
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Leur composition qualitative et quantitative varie selon la variété botanique, les
conditions pédoclimatiques, ainsi que les facteurs physiologiques et génétiques
(Purushothaman et al., 2018).

iz 3
CH,
X OH
(1) HsC™ "CHj ) CH,

Figure 3 : Structure chimique de (1) géraniol, (2) p-caryophylléne.

1.7.4. Polyphénols

Les polyphénols sont des composés bioactifs majeurs dans Ocimum basilicum, ou I’acide
rosmarinique domine largement, pouvant représenter jusqu’a 70 % des polyphénols totaux, on
retrouve également d’autres acides phénoliques tels que ’acide caféique et 1’acide férulique
(Figure 4). Leur teneur peut varier selon les facteurs agronomiques et environnementaux
(Elansary et al., 2020).

Leur dosage est généralement effectué par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu,
basée sur une réaction d’oxydoréduction mesurée a 765 nm (Singleton et Rossi, 1965). Cette

méthode, bien que non spécifique, reste la plus utilisée pour évaluer la teneur totale en

polyphénols.
0 HO o CH,
HO § HO@\/\WO o | >
OH o on O;@»/vLOH
(1)H0 ) o(3) HO

Figure 4: Structure chimique de (1) acide caféique (2) acide rosmarinique (3) acide férulique.
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1.8. Effet des facteurs environnementaux sur la composition chimique d’O.

basilicum

La teneur en composés bioactifs d’Ocimum basilicum est influencée par plusieurs facteurs
environnementaux et biologiques, qui modifient leur qualité, leur quantité et donc leur activité
biologique (Nadeem et al., 2022; Prinsi et al., 2019).

1.8.1. Type de sol

Le pH, la texture et la fertilite influencent la biosynthese des métabolites secondaires. Des
sols riches en phosphore, humus ou inoculés par des champignons mycorhiziens (AMF)
peuvent augmenter les teneurs en phénols et flavonoides jusqu’a 20 %, notamment en acides

rosmarinique et chicorique (Nadeem et al., 2022; Prinsi et al., 2019).
1.8.2. Climat

L’ensoleillement et le stress hydrique modéré stimulent la production de polyphénols,

flavonoides et tanins, augmentant jusqu’a 25 % I’activité antioxydante(Al-huqail et al., 2020).
1.8.3. Irrigation

La quantité¢ et la fréquence d’eau influencent la dilution ou la concentration des
métabolites : une irrigation contrdlée (goutte-a-goutte) optimise la croissance et maintient une
teneur stable en antioxydants et en composés antimicrobiens. Un excés d’eau peut diluer les
huiles essentielles et réduire la concentration en polyphénols, alors qu’un léger déficit hydrique

concentre ces composes (Al-hugail et al., 2020).
1.8.4. Variabilité génétique

Différentes variétés (chemotypes) d’O. basilicum présentent des profils chimiques
distincts : certains sont riches en linalol, d’autres en méthyl eugénol ou en camphre. Cette
variabilité génétique explique des écarts de rendement en huiles essentielles de 0,1 a 0,5 % (v/p)
et des différences de concentration en flavonoides et tanins jusqu’a 30 % entre cultivars

(Srivastava et al., 2018).
1.8.5. Conditions d’extraction

La technique d'extraction utilisée, comme I'hydrodistillation, influence également la
composition de I'huile essentielle. Le moment de la récolte (par exemple, au début de la

floraison) et les conditions de séchage des plantes avant extraction jouent un role crucial. Dans

13
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une étude, I'nydrodistillation a permis d'obtenir un rendement de 1,36%, bien que d'autres
études rapportent des rendements plus élevés (jusqu'a 2,32%) en fonction des méthodes et des
conditions d'extraction (Goudoum et al., 2017).

1.9. Méthodes d’extraction

Les méthodes d’extraction et d’analyse des composés bioactifs sont essentielles pour
déterminer la composition chimique et les propriétés biologiques des huiles essentielles et des

extraits.
1.9.1. Hydrodistillation

Méthode traditionnelle recommandée par les pharmacopées pour I’extraction des huiles
essentielles. Elle offre un bon rendement et une récupération efficace des composés volatils,
bien que le processus soit relativement long et nécessite une surveillance attentive de la
température (EI mokhtari et al., 2019).

1.9.2. Macération

Technique simple consistant a immerger les feuilles de basilic dans un solvant a
température ambiante ou modérée. Elle est peu colteuse mais nécessite un temps d'extraction

prolongé et peut étre moins sélective dans I'extraction des composés (Abed et al., 2018).
1.9.3. Percolation

Procédé ou le solvant circule continuellement a travers la matiere végétale, améliorant
ainsi la cinétique d'extraction. Cependant, il requiert une quantité plus importante de solvant et

un contrdle précis du débit (El mokhtari et al., 2019).
1.9.4. Soxhlet

Méthode d'extraction par reflux répétitif du solvant, offrant un rendement élevé pour les

composés lipophiles. Elle est cependant gourmande en énergie et en solvant (Abed et al., 2018).
1.9.5. Extraction assistée par ultrasons (UAE)

Utilise des ondes sonores pour créer une cavitation qui accélere la rupture cellulaire,
augmentant le rendement en composés bioactifs tout en réduisant le temps d'extraction
(Avetisyan et al., 2017).
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1.9.6. Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

Chauffe rapide et uniforme de la matiere végétale, facilitant la libération des composés

volatils de maniére plus efficace que I'nydrodistillation classique (Akshaya et al., 2024).
1.9.7. Extraction par fluide supercritique (SFE-CO-)

Utilise du CO: a 1'état supercritique pour extraire les molécules thermosensibles sans
résidu de solvant, offrant une pureté élevée des extraits. Cependant, cette méthode nécessite des
équipements colteux (Akshaya et al., 2024).

1.9.8. Extraction par eau sous-critique (SWE)

L'eau a haute température et pression agit comme un solvant organique, permettant
d'extraire a la fois des composés polaires et apolaires sans utiliser de solvants organiques
(Akshaya et al., 2024).

Le choix de la méthode d’extraction dépend des objectifs spécifiques, qu'il s'agisse
d'obtenir un profil complet des composeés bioactifs ou de maximiser le rendement d'un composé

particulier.

1.10. Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne d'Ocimum basilicum a été largement étudiée en raison de sa
richesse en composés bioactifs tels que les phénols, terpénes et acides gras. Ces composés
agissent par divers mécanismes biologiques, conférant a I'huile essentielle et aux extraits de
basilic un fort potentiel antimicrobien contre un large spectre de micro-organismes pathogénes,

y compris des souches résistantes aux antibiotiques (Zhakipbekov et al., 2024).

Les bactéries Gram-positives, sont généralement plus sensibles que les Gram-négatives,

ce qui est attribué a I’absence de membrane externe protectrice chez les Gram-positives (Azizah

etal., 2023).
1.11. Composés responsables de I’activité antimicrobienne
Les principaux composés bioactifs identifies dans Ocimum basilicum sont :

e Linalool : Agit en dégradant les membranes cellulaires (Azizah et al., 2023).
e Eugénol : Inhibe la respiration et les enzymes bactériennes (Wirtu et al., 2024).

e Meéthyl chavicol (estragole) : Perturbe la synthese des protéines (Zhakipbekov et al., 2024).
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e Polyphénols et flavonoides : Chélatent le fer et inhibent les enzymes microbiennes (Azizah
et al., 2023).

Une synergie entre ces composés a été observée, notamment entre le linalool et I’eugénol,
renforcant la destruction des membranes bactériennes (Zhakipbekov et al., 2024, Fedoul et al.,
2022).

1.12. Meécanismes d’action

Les extraits d’Ocimum basilicum agissent selon plusieurs mécanismes qui expliquent leur
efficacité antimicrobienne. Parmi ceux-ci, on retrouve I’inhibition des enzymes essentielles,
affectant la respiration cellulaire et la synthese des protéines (Fedoul et al., 2022), ainsi que
I’inhibition de la sporulation, réduisant ainsi la propagation des champignons (Zhakipbekov et
al., 2024). De plus, certains composés actifs induisent I’apoptose, notamment chez certaines
levures et bactéries résistantes (Wirtu et al., 2024). Ces mécanismes contribuent a I’inhibition
des biofilms bactériens, avec des taux atteignant 87,45 % contre Vibrio cholerae (Azizah et al.,
2023).

1.12.1. Mécanismes antibactériens

L’action antibactérienne des huiles essentielles d’O. basilicum repose sur plusieurs étapes
successives. Tout d’abord, les terpenes lipophiles tels que le linalol, le 1,8-cinéole et 1’a-
bergamoténe interagissent avec les phospholipides de la membrane bactérienne, perturbant sa
structure et augmentant ainsi sa perméabilité (Li et al., 2022). Cette modification entraine une
fuite des ions essentiels (K*, Ca?"), des protéines et d’autres molécules intracellulaires, altérant

ainsi I’homéostasie bactérienne et le potentiel membranaire (Li et al., 2022).

Par ailleurs, I’huile essentielle inhibe des enzymes clés du métabolisme énergétique,
notamment la phosphofructokinase et la pyruvate kinase, limitant ainsi la production d’ATP et
compromettant la viabilité bactérienne (Li et al., 2022). En parallele, elle favorise la production
d’especes réactives de 1’oxygeéne (ROS), qui dégradent les lipides membranaires, les protéines
et I’ADN, accélérant ainsi la destruction cellulaire (Li et al., 2022). L’accumulation de ces
perturbations métaboliques et structurales conduit finalement a la lyse cellulaire et a la mort

bactérienne.
1.12.2. Mécanismes antifongiques

L’activité antifongique de 1’O. basilicum suit un mode d’action similaire mais avec des
cibles spécifiques aux champignons. Les principaux composés actifs, tels que le linalol et le
16
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1,8-cinéole, interagissent avec la membrane plasmique fongique, qui est particulierement riche
en ergosterol, un composant essentiel de son intégrité structurale (Pandey et al., 2014). Cette
interaction augmente la perméabilité membranaire et provoque une fuite des métabolites
intracellulaires, perturbant ainsi les fonctions vitales des cellules fongiques (Pandey et al.,
2014).

En plus de I’altération membranaire, les huiles essentielles ciblent la 3-(1,3)-glucane
synthase, une enzyme impliquée dans la formation de la paroi cellulaire fongique, ce qui
fragilise davantage la structure de la cellule (Pandey et al., 2014). Enfin, comme dans le cas des
bactéries, I’induction d’un stress oxydatif par la production de ROS entraine des dommages
irréversibles aux lipides, protéines et acides nucléiques, accélérant ainsi la mort fongique
(Pandey et al., 2014).

Ainsi, I’efficacité des extraits d’O. basilicum repose sur une action combinée affectant
les membranes cellulaires, le métabolisme énergétique et I’intégrité génétique des micro-

organismes, expliquant leur potentiel antimicrobien élevé.
1.13. Activité antioxydante

1.13.1. Le stress oxydatif et les radicaux libres

Le stress oxydatif est causé par un déséquilibre entre la production de radicaux libres et
les défenses antioxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire
(Barouki, 2006). Il est impliqué dans la physiopathologie de nombreuses maladies chroniques
telles que les cancers, les affections cardiovasculaires, le vieillissement prématuré, les maladies

neurodégénératives ou encore les troubles métaboliques (Wojciak et al., 2024).

Les radicaux libres sont des molécules ou fragments moléculaires possédant un ou
plusieurs électrons non appariés, ce qui les rend particulierement réactifs (Pastre, 2005). Parmi
eux, les espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) sont générées lors du métabolisme cellulaire
normal notamment au niveau mitochondrial. Leur accumulation excessive peut déclencher des
réactions de peroxydation lipidique, d’oxydation des protéines ou de I’ADN, aggravant ainsi le

stress oxydatif (Sen et al., 2010).
1.13.2. Rdle et mécanismes des antioxydants

Les antioxydants sont des composés, naturels ou synthétiques, capables de freiner ou

d’inhiber les processus d’oxydation en neutralisant les radicaux libres ou en interrompant les
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chaines de réactions oxydatives (Maurent, 2019). Ils peuvent intervenir a différents niveaux :
piégeage direct des espéces radicalaires, chélation des ions métalliques pro-oxydants, inhibition
des enzymes pro-oxydantes ou encore activation des enzymes antioxydantes (Maurent, 2019).
Leurs effets protecteurs incluent la réduction des dommages oxydatifs a I’ADN, la limitation

des mutations, et la prévention de la prolifération cellulaire anormale (Senesse et al., 2012).
1.13.3. Composés responsables de ’activité antioxydante

L'activité antioxydante d'Ocimum basilicum est principalement attribuée a sa richesse en
polyphénols, et plus particulierement a la présence de dérivés de I'acide caféique tels que I'acide
rosmarinique et I'acide chicorique. Ces composes ont la capacité de neutraliser les radicaux
libres et a renforcer les défenses cellulaires contre le stress oxydatif (Wojciak et al., 2024).
Selon la période de récolte, les valeurs de I'lC50 des composés phénoliques fluctuent entre 4,8
et 6,7 pg/mL (Fedoul et al., 2022).

D'autres composés bioactifs participent également a ’activité antioxydante du basilic,
notamment l'acide férulique, le linalol et I'eugénol. Leur action synergique permet d’améliorer

le potentiel antioxydant de la plante (Desta et al., 2024).

18



Materiel et méthodes




Matériel et méthodes

2. Matériel et méthodes

Ce travail pratique a éeté realisé conjointement au sein du laboratoire de LaMyBAM
(UC1FM) et dans différents laboratoires du Centre de Recherche en Sciences Pharmaceutiques
(CRSP) de Constantine.

Afin de mieux illustrer l'approche expérimentale adoptée dans ce travail, un schéma
récapitulatif des différentes étapes réalisées, depuis la récolte de la plante jusqu’a I’évaluation

des activites biologiques (Figure 5), est présenté ci-dessous:

Récolte de la matiére végétale

Broyage des parties fraichess  Broyage des parties séches

Hydrodistillation Extraction

Huile essentielle
Macération Filtration Evaporation

Activité Antibactérienne Activité Antifongique

Extrait brut

Dosage des flavonoides Activité Antifongique

Dosage des polyphénols Activité Antibactérienne

Activité Antioxydante

Figure 5 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental suivi dans cette étude

2.1. Matériel biologique
2.1.1. Matériel végetal

Le présent travail porte sur 1’étude des propriétés antimicrobiennes de la plante Ocimum
basilicum L., communément appelée basilic. Le matériel végeétal a éte collecté durant les mois
de mars et avril 2025 dans la région de Constantine, en Algérie. La partie aérienne de la plante,
comprenant les tiges et les feuilles, a été récoltée au stade végétatif. Aprées la collecte, les
échantillons ont été triés et lavés afin d’€éliminer les impuretés visibles, puis séchés délicatement

et conserves dans des sacs propres, a 1’abri de la lumiére (Figure 6).

20



Matériel et méthodes

Figure 6 : Préparation de la plante Ocimum basilicum (récolte, lavage, séchage)
(Photos prises par les auteurs).

2.1.2. Préparation des extraits

L’extraction des composés d’Ocimum basilicum a été realisée dans les laboratoires du
Centre de Recherche en Sciences Pharmaceutiques (CRSP) de Constantine. Deux types
d’extraits ont été préparés : une huile essentielle obtenue par hydrodistillation, et un extrait

hydro-éthanolique obtenu par macération.
» Huile essentielle

L’huile essentielle a été extraite a partir de 400 g de matiere végétale fraiche (feuilles et
tiges), préalablement lavée a I’eau distillée, puis découpée en petits morceaux. L’extraction a
été réalisée par hydrodistillation a I’aide d’un appareil de type Clevenger pendant environ 3
heures, jusqu’a ce qu’aucune trace d’huile ne soit visible dans la colonne de récupération
(Figure 7). L’huile recueillie a ensuite été séparée de la phase aqueuse et conservée dans un
tube hermétiquement fermé, recouvert de papier aluminium, a 4 °C jusqu’a utilisation (Qasem
et al., 2023). Le rendement en huile est calculé selon la formule proposéé par Okpo et Edeh
(2022).

Volume d'huile essentielle (mL)

i £ (%) = x 100
Rendement (%) Masse de la matiere végétale initiale (g)
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Figure 7 : Hydrodistillation d’Ocimum basilicum a I’aide d’un appareil de
type Clevenger (Photo prise par les auteurs).

» Extrait hydro-éthanolique

L’extrait hydro-éthanolique a été préparé a partir de 40 g de matiére végétale séche

(Figure 8), broyée en une poudre fine a I’aide d’un moulin électrique.

Figure 8 : Plante Ocimum basilicum aprés séchage (Photo prise par les auteurs).

La poudre a été mise en macération dans 400 mL d’éthanol a 70 % (v/v), selon un ratio
plante/solvant de 1:10 (m/m). Le mélange a été agité réguliérement et maintenu a température
ambiante pendant 72 heures, a I’abri de la lumiére. Aprés filtration, le solvant a été évaporé

sous pression réduite a 1’aide d’un évaporateur rotatif a température contrélée (Figure 9). Le
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résidu concentré a ensuite été lyophilisé, puis récupéré dans des microtubes Eppendorf stériles

et conservé a 4 °C jusqu’a utilisation (Fedoul et al., 2022).

Le rendement de 1’extrait a été determiné selon la formule proposé par Lestari et al.
(2023) :
Masse de Uextrait sec (g)

R %) = 1
endement (%) Masse de la poudre utilisée (g) * 100

&5

Figure 9 : Evaporation de I'extrait hydro-éthanolique a l'aide d'un Rotavap & 40°c (Photo prise
par les auteurs).

2.2.  Evaluation de ’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne a été évaluée par la méthode de diffusion sur gélose,
conformément au protocole décrit par Hussain et al. (2008), avec quelques modifications. Les
tests ont été réalisés au sein du laboratoire de recherche LaMyBAM (Laboratoire de Mycologie,

Biotechnologie et Activation Microbienne) a Constantine.
2.2.1. Les souches microbiennes

Quatre souches microbiennes de référence ont été utilisées pour I’évaluation :

- Escherichia coli (ATCC 8739), bactérie a Gram négatif
- Bacillus subtilis subsp. spizizenii (ATCC 6633), bactérie a Gram positif
- Staphylococcus aureus (ATCC 6538), bactérie a Gram positif
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- Candida albicans (ATCC 10231), levure pathogene

Les souches ont été fournies par le laboratoire de recherche LaMyBAM (Laboratoire de

Mycologie, Biotechnologie et Activation Microbienne)
2.2.2. Préparation des inoculums

Chaque souche a été réactivée par repiquage sur son milieu de culture spécifique
approprie, et incubée dans des conditions optimales (37°C pendant 24 heures pour les bactéries,
30°C pendant 48 heures pour Candida albicans), ce qui permet d'obtenir des colonies jeunes et
bien isolées. Apres incubation, des suspensions microbiennes standardisées ont été préparées
en prélevant quelques colonies fraiches a 1’aide d’une anse stérile, puis en les transférant dans
une solution saline stérile (NaCl a 0,9 %). Les suspensions ont ét¢ homogénéisées a l'aide d'un
vortex afin d’obtenir une turbidité proche de celle du standard de McFarland 0,5. Ces

suspensions ont été utilisées immédiatement pour les tests (Bubonja-Sonje et al., 2020).
2.2.3. Diffusion sur gelose

Chaque suspension microbienne a ét¢ uniformément étalée a I’aide d’un écouvillon stérile
sur des boites de Pétri contenant environ 20 mL de milieu de culture : Mueller-Hinton Agar
(MHA) pour les bactéries, et Potato Dextrose Agar (PDA) pour la levure (Qasem et al., 2023).
Apres ensemencement, les activités antimicrobiennes des échantillons testés ont été évaluées

selon deux méthodes distinctes, en fonction de la nature de I’extrait.
> Huile essentielle :

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle a été évaluée par la méthode des disques.
Apres séchage de la surface, des disques de papier Whatman n°1 stériles (6 mm de diamétre)
ont été imprégnés avec 15 uL d’huile essentielle pure, puis déposés sur la surface du milieu

ensemencé (Hussain et al., 2008).
» Extrait hydro-éthanolique :

La méthode des puits a été envisagée pour tester 1’extrait hydro-éthanolique. Des puits
d’environ 6 mm de diameétre ont été creusés a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile. Un volume
de 80 uL d’extrait, aux concentrations de 100, 75 et 50 mg/mL (dilué¢ dans du DMSO), a été
introduit dans chaque puits (Ababutain, 2019).
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2.2.4. Controles positifs et negatifs
Afin de valider I’efficacité des tests, des controles ont été effectués :

» Témoin négatif : DMSO uniquement.
» Témoins positifs : Amoxicilline (AMX) (1 mg/mL) pour les bactéries, et Fluconazole

(FLZ) (5 mg/mL) pour la levure.
2.2.5. Incubation et lecture des résultats

Apreés le dépbt des extraits et des disques, les boites ont été laissées a température
ambiante pendant 30 minutes afin de favoriser la diffusion des composés actifs, puis incubées
: 2 37 °C pendant 24 heures pour les bactéries, et a 30 °C pendant 48 heures pour la levure.
L’activité antimicrobienne a été évaluée en mesurant le diametre des zones d’inhibition (en
mm), incluant le diameétre du disque ou du puits (6 mm). Chaque test a été réalisé en duplicata,

et les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + écart type (Anwar et al., 2021).
2.3. Dosage de I’effet antioxydant

L’évaluation de I’activité antioxydante a été réalisée au laboratoire d’évaluation de la

bioactivité du Centre de Recherche en Sciences Pharmaceutiques (CRSP).
2.3.1. Dosage des Polyphénols Totaux (TPC)
» Principe :

La teneur totale en polyphénols de I'extrait hydroéthanolique a été déterminée a l'aide de
la méthode de Folin-Ciocalteu. Cette technique repose sur la mesure de la concentration globale
des groupes hydroxyles présents dans I'extrait. En milieu alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteu
oxyde les composés phénoliques en ions phénolates, tout en réduisant partiellement ses

hétéropolyacides, ce qui conduit a la formation d’un complexe de couleur bleue (Saber, 2022).
» Mode opératoire :

Le dosage des composes phénoliques totaux (TPC) a été effectué selon la méethode de
Singleton et Rossi (1965) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu adaptée a une lecture en
microplaque de 96 puits par Muller et al. (2011). Une série de dilutions de 1’extrait a été réalisée
a I’aide de I’éthanol afin d’obtenir différentes concentrations. Un volume de 20 pL de I’extrait
hydro-éthanolique a été mélange a 100 pL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué (1 :10), puis 75

ML d’une solution de carbonate de sodium a (7.5%) ont été ajoutés. Apres incubation a
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I’obscurité pendant 2 heures a température ambiante, 1’absorbance a été mesurée a 765 nm
(Figure 10). Un blanc a été préparé avec de 1’éthanol a la place de I’extrait. L’acide gallique a
été utilisé comme standard de référence (Figure 11) pour I’établissement de la courbe
d’¢étalonnage, permettant I’expression des résultats en mg équivalents acide gallique par

gramme d’échantillon sec (mg EAG/g ES).

20 pl d’extrait
(1mg/ml)

u +75 pl de carbonate
de sodium (75%) Microplate reader

Incubatiion 2h b E !

al'obscurité

SroCtS)
L

Lecture a 765 nm

100 pl de FCR dilué

Figure 10 : Dosage des Polyphénols Totaux (lllustration originale congue par les auteurs).
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage obtenue pour le dosage des polyphénols totaux avec 1’acide
galligue comme standard (Courbe fournie pare CRSP).
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2.3.2. Le dosage des flavonoides totaux (TFC)
> Principe

Le dosage des flavonoides repose sur leur capacite a former des complexes avec les ions
aluminium. En présence de chlorure d’aluminium, un complexe flavonoides-aluminium se
forme par chélation entre les ions AI** et les atomes d’oxygene portés par les carbones 4 et 5
des flavonoides. Cette réaction induit 1’apparition d’une coloration jaune, dont I’intensité est
proportionnelle a la concentration en flavonoides dans I’extrait (Shraim et al., 2021), avec une

absorbance maximale observée a 455 nm (Kukhtenko et al., 2024).
» Mode opératoire

Le dosage des flavonoides totaux (TFC) a été réalisé selon la méthode décrite par (Sari et
al., 2023), adaptée a une lecture en microplaque de 96 puits. Un volume 100 pL de I’extrait a
été mélangé a un volume équivalent de trichlorure d’aluminium (AICI3). Aprés une incubation
de 10 minutes, I’absorbance a été mesurée a 455 nm (Figure 12). Un blanc a été préparé en

remplacant 1’extrait par 1’éthanol.

La quercétine a été utilisée comme compose standard (Figure 13) pour I’établissement de

la courbe d’étalonnage, donnant I’équation suivante :
y = 0,3433x + 0,0354 (R? = 0,9995)

Les absorbances brutes ont été corrigées par soustraction de 1’absorbance du blanc. Les

concentrations équivalentes en quercétine (ug/mL) ont ensuite été calculées selon la formule :

- A corrigée — 0,0354
B 0.3433

Les résultats ont été exprimés en mg équivalents quercétine par gramme d’échantillon sec
(mg EQ/g ES).

27



Matériel et méthodes

100 pl d’extrait
(1mg/ml)

Microplacue reader

{ _
‘ #Biclek i 3!.

ol
Incubatiion |

|

—

10mina | —J o (] "’

U'obscurité e -
Lecture a 455 nm

=
&

100 pl de (AICI3)

Figure 12 : Dosage des Flavonoides Totaux (Illustration originale congue par les auteurs).
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Figure 13 : Courbe d’étalonnage obtenue pour le dosage des flavonoides totaux avec la
guercétine comme standard (Courbe fournie pare CRSP).

2.4, Evaluation de I’activité antioxydante

L’évaluation de cette activité a été réalisée au laboratoire d’évaluation de la bioactivité

du CRSP. Dans le cadre de cette étude, 1’activité antioxydante in vitro de I’extrait a été évaluée

a I’aide du test de pi¢geage du radical DPPH, une méthode largement utilisée et reconnue pour

mesurer le pouvoir antioxydant des extraits végétaux (Lu et al., 2023).

» Principe

Dans ce test, les antioxydants présents dans 1’échantillon réduisent le radical stable

DPPH, de couleur violette, en une forme réduite jaune (Figure 14). La diminution de I’intensité
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colorimétrigque est inversement proportionnelle a la capacité des composés antioxydants a céder

des protons (Jeeno et al., 2023).

- 0 - 0
OzN/QN.—N *A-H OINAQNH—N oA
o ) O

<DPPH radical>

Figure 14 : Réaction de réduction du DPPH en présence d’un antioxydant (lllustration originale
congue par les auteurs).

» Mode opératoire

Le test d’activité antioxydante par piégeage du radical DPPH a été réalisé selon la
méthode décrite par (Blois, 1958), adaptée au format microplaque de 96 puits (Ali et al., 2020).
Une solution de DPPH (160 pL) a été mélangée a 40 uL de I’extrait a différentes concentrations.
Le mélange a été incubé a température ambiante pendant 30 minutes a 1’obscurité, puis
I’absorbance a été mesurée a 517 nm (Figure 15). Un blanc a été préparé en remplagant I’ extrait

par I’éthanol 70%.

L’acide ascorbique a été utilisés comme standards de référence. Le pourcentage

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

Abs C-AbsE
%I = Abs C x 100

o Abs C : Absorbance du controle négatif
o Abs E : Absorbance de I’extrait

Les résultats sont exprimes par la moyenne de deux mesures.

Le paramétre 1Cso, défini comme la concentration d’extrait induisant une inhibition de 50

% de I’activité du radical DPPH, a été déterminé par analyse de régression a partir de la courbe
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représentant le pourcentage (%) d’inhibition en fonction des concentrations. Le traitement des

données a été réalisé a I’aide du logiciel Microsoft Excel 2016 (Xie and Schaich, 2014).
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Figure 15 : Test DPPH (lllustration originale congue par les auteurs).
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique utilisée pour le calcul de 1’ICso du test
DPPH (Courbe fournie par CRSP).
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3. Résultats et discussion

3.1. Détermination des rendements

L'huile essentielle, extraite par hydrodistillation a partir de 400 g de matiere végétale
fraiche d’O. basilicum, s’est présentée sous forme d’un liquide jaune clair a forte odeur
aromatique caractéristique. Le volume recueilli était de 0,5 mL, correspondant & un rendement
de 0,125% (v/w) (Tableau 1).

Quant a I'extrait hydro-éthanolique, obtenu a partir de 40 g de poudre seche, il a permis
la récupération d’une masse d'extrait sec de 2,93 g, soit un rendement de 7,32% (w/w), sous

forme d’une pate visqueuse, de couleur vert foncé a brun.

Tableau 1 : Rendement des extraits obtenus a partir d’Ocimum basilicum.

Type d’extrait Extrait obtenu Rendement (%)
Huile essentielle 0,5mL 0,125 %
Extrait hydro-éthanolique 2,939 7,32 %

Le rendement en huile essentielle obtenu dans notre étude (0,125 %) est relativement
faible, ce qui est inférieur a plusieurs valeurs rapportées dans la littérature, mais il demeure
toutefois, cohérent avec certains résultats observés dans des conditions expérimentales
comparables. Aussi, Desta et al. (2024) ont rapporté un rendement de 0,14 %, tandis qu’Al-
Maskri et al. (2011) ont observé des rendements variant entre 0,1 % et 0,3 % selon la saison,

soulignant I’influence des facteurs climatiques.

Par ailleurs, Mkaddem et al. (2022) ont montré que le stade phénologique de la plante
influence significativement le rendement. Leurs résultats montrent des taux plus élevés au stade
de floraison (jusqu’a 0,9 %) qu’au stade végétatif (0,7 %), ce qui pourrait expliquer en partie la
faible teneur observée dans notre étude, dont la récolte a été effectué en phase vegeétative
précoce. Ceci pourrait étre lié a une activité enzymatique plus faible et a une biosynthese limitée

des métabolites volatils (Zaouali et al., 2013).

D’autres ¢études confirment cette variabilité des rendements, avec des valeurs rapportées
de 0,2 % en Tunisie, 0,1-0,74 % en Inde et 0,17 % a Oman (Sellami et al., 2009), ce qui situe

notre résultat dans 1’intervalle admis pour des conditions pédoclimatiques similaires.
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Cette variabilité est attribuée a plusieurs facteurs : origine géographique, génotype, partie
de la plante utilisée, méthode d’extraction, et conditions environnementales (Pirbalouti et al.,

2017).

Concernant I’extrait hydro-éthanolique, le rendement obtenu (7,32 %) est nettement
inférieur a certaines donnees de la littérature, qui rapportent des taux allant de 15 % a plus de
30 % selon les protocoles utilisés (Rezzoug et al., 2019; Fedoul et al., 2022; Valdi et al., 2023).
Cette différence peut s'expliquer par plusieurs parametres techniques et expérimentaux. En
particulier, I’extrait obtenu s’est révélé particulierement collant, ce qui a considérablement
compliqué sa récupération, entrainant ainsi des pertes non négligeables. Ce type de difficulté a
déja été observeé lors de I’utilisation de solvants hydro-alcooliques sur des matrices végétales
riches en composés polyphénoliques, mucilagineux ou résineux. D’aprés Dai et Mumper
(2010), les solvants hydro-alcooliques favorisent I’extraction de composés hydrophiles
complexes (polyphénols, sucres, mucilages), dont certains peuvent conférer aux extraits une
texture visqueuse et difficile a manipuler, ce qui doit étre pris en compte dans I’optimisation

des conditions d’extraction et d’évaporation.
3.2.  Activité antimicrobienne

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits d’Ocimum basilicum a été réalisée
par la méthode de diffusion sur gélose, contre quatre souches microbiennes de référence :
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, et Candida albicans, en
comparaison avec un témoin positif (antibiotique et antifongique de référence) et un témoin
négatif (DMSO). Les résultats sont exprimés en diamétre moyen des zones d'inhibition (mm),
y compris le diametre du disque ou du puits (6 mm), et présentés sous forme de moyenne *

écart-type (Tableaux 2,3).

La méthode des puits a été utilisée pour 1’extrait hydro-éthanolique, en raison de la
complexité de sa composition riche en composés de haut poids moléculaire, tels que les
polyphénols, dont la diffusion est souvent limitée a travers la gélose. En revanche, I’huile
essentielle, composée majoritairement de molécules volatiles a faible poids moléculaire, a été
testée par la méthode des disques, assurant ainsi une meilleure diffusion dans le milieu
(Bubonja-Sonje et al., 2020).

L’extrait hydro-éthanolique a montré une activité antibactérienne variable selon la souche
et la concentration testée. La plus grande zone d’inhibition a été observée contre S. aureus (22,0

+ 1,41 mm a 100 mg/mL), suivie de E. coli (15,5 £ 0,71 mm a 75 mg/mL). L activité contre B.
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subtilis était plus modérée (<12 mm). Une activité antifongique modérée a également été
observée contre C. albicans, avec une zone d’inhibition de 12,0 + 0,00 mm a la concentration

maximale.

L’huile essentielle testée pure a présenté une activité significative contre C. albicans (16,0
+ 0,00 mm) et S. aureus (20,0 £ 0,00 mm), mais une inhibition plus faible contre B. subtilis
(10,0 £ 0,00 mm) et E. coli (7,0 £ 0,00 mm).

Le DMSO n'a montré aucune activité inhibitrice contre les bactéries testées, mais une
inhibition modérée a été observée contre C. albicans (11,0 £ 0,00 mm), suggérant une certaine

sensibilité de cette levure au solvant.

Les antibiotiques de référence ont permis de valider la méthodologie. L’amoxicilline a
montré une forte efficacité contre les souches bactériennes, en particulier S. aureus (45 mm),
tandis que le fluconazole a exercé une activité modéree contre C. albicans (15 mm).

Tableau 2 : Diamétre des zones d’inhibition (mm) de 1’huile essentielle et de 1’extrait hydro-
éthanolique d’Ocimum basilicum contre différentes souches microbiennes.

Huile . , .

essentielle Extrait hydro-éthanolique
Souche Témoin
microbienne (pure) 100 % 75 % 50 % Témoin positif négatif

(DMS0)

S. aureus 2004000 220+141 21.0+141 1554071 fs'véx (I mg/mbL): 654000
E. coli 1004000 13.0+0.00 155+071 125+2.12 ?5'\"0X Img/mb): 604000
B. subtilis 100+000 12.0+000 105+0.71 10.0+0.00 ?OMOX Img/mb): 604000
C.albicans  16.0£000 120000 145+071 13.0%0.00 E'gg Gmg/mb): 4104000

Les extraits d’Ocimum basilicum L. ont présenté une activité antimicrobienne variable
mais globalement prometteuse. Les résultats suggeérent une efficacité différente selon la souche

microbienne, la nature de 1’extrait et la concentration testée.

L’augmentation progressive des zones d’inhibition avec la concentration de 1’extrait
hydro-éthanolique (de 15,5 mm a 50 mg/mL a 22 mm a 100 mg/mL) indique un effet
antimicrobien clairement dose-dépendant. Ce comportement est en accord avec les resultats de

Garcia et al. (2023), qui ont observe une augmentation significative de 1’inhibition a des
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concentrations croissantes (20,48 mm a 100 % vs 17,67 mm a 50 %). Une tendance similaire a
également été rapportée par (Yahya, 2012). De nombreuses études ont confirmé la sensibilité
de S. aureus a I’huile essentielle de basilic, laquelle présente parmi les plus faibles
concentrations minimales inhibitrices (CMI) rapportées pour cette souche (Semeniuc et al.,
2017). Cette sensibilité élevée pourrait étre liée a la structure cellulaire des bactéries & Gram
positif, caractérisée par une paroi épaisse en peptidoglycane mais dépourvue de membrane
externe. Cette configuration favorise la pénétration des composeés bioactifs hydrophobes
(Hossain et al., 2010), tels que les phénols et les terpénoides. Nos résultats corroborent
également ceux de Amin et al. (2023), qui ont montré une sensibilité accrue de S. aureus aux

extraits et huiles essentielles de O. basilicum.

Les deux extraits testés ont induit une inhibition modérée, avec des diametres compris
entre 10 et 12 mm, sans tendance dose-dépendante claire. Ces résultats sont comparables a ceux
rapportés par Ababutain (2019), qui a observé une inhibition de 10,7 mm avec un extrait
éthanolique de O. basilicum. Bien que B. subtilis soit une bactérie a Gram positif, sa relative
résistance pourrait étre liée a sa capacité de former des spores, structures tres résistantes aux
stress environnementaux et aux agents antimicrobiens (Li et al., 2024). Une évaluation
complémentaire incluant la phase de sporulation et I’utilisation de méthodes quantitatives

(CMI) serait nécessaire pour confirmer cette hypothése.

L’extrait hydro-éthanolique d’Ocimum basilicum a montré une activité modérée contre
E. coli, avec une zone d’inhibition maximale de 15,5 mm a 75 mg/mL. Ce résultat est intéressant
dans la mesure ou I’huile essentielle testée pure a induit une inhibition nettement plus faible
(10,0 mm), suggérant que les composés hydrophiles ou amphiphiles présents dans 1’extrait
(flavonoides, acides phénoliques, etc.) seraient plus efficaces contre cette bactérie a Gram
négatif. Malgré la complexité structurale de la paroi d’E. coli, dotée d’'une membrane externe
lipopolysaccharidique qui limite la pénétration des composés hydrophobes (Eid et al., 2023),
certains constituants de I’extrait hydro-éthanolique semblent capables d’atteindre leur cible
intracellulaire. Ces observations rejoignent celles de Fedoul et al. (2022), qui ont rapporté une
zone d’inhibition de 15,16 + 1,15 mm avec un extrait éthanolique de basilic contre E. coli, soit

une valeur trés proche de la ndtre a 75 mg/mL.

Concernant Candida albicans, 1’huile essentielle pure a révélé une activité antifongique
notable (16,0 mm), dépassant celle de ’extrait hydro-éthanolique et celle obtenue avec le
fluconazole (15,0 mm). Cela s’explique probablement par la présence de composés lipophiles
comme 1’eugénol ou le méthylchavicol dans I’huile essentielle, connus pour leur forte affinité
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avec les membranes cellulaires fongiques. Ces composés favorisent une perturbation de
I’intégrit¢é membranaire et entrainent une fuite d’ions intracellulaires, menant a la mort
cellulaire (Eid et al., 2023). A titre de comparaison, Fedoul et al. (2022) ont également observé
une inhibition de 15 mm avec I’huile essentielle contre C. albicans, ce qui est en accord avec

nos résultats.

Contrairement aux attentes, les plus grandes zones d'inhibition ont été observées a des
concentrations intermédiaires 75 mg/mL, avec 13 mm pour E. coli et 12 mm C. albicans a la
concentration maximale 100 mg/mL. Ce comportement atypique pourrait refléter un effet
paradoxal, ou des concentrations élevées d'agents antimicrobiens entrainent une réduction de
I'effet inhibiteur. Bien que le mécanisme exact reste a €lucider, ce phénomene a été signalé dans
la littérature pour certains extraits végétaux et antifongiques. Ce paradoxe peut conduire a des
conclusions trompeuses quant a l'efficacité des extraits de plantes, nécessitant I'utilisation de
méthodes plus fiables telles que la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
ou concentration minimale bactéricide (CMB) (Eloff, 2019). La raison de cet effet est encore

inconnue et ce phénoméne mérite d’étre plus profondément étudié dans I’avenir (Wiederhold,

2009).

Il est a noter que le DMSO utilisé comme témoin négatif a montré une inhibition contre
C. albicans (11 mm), soulignant une certaine sensibilité intrinseque de cette levure a ce solvant
(Hazen, 2013), ce qui nécessite de prendre en compte cet effet de fond lors de 1’analyse des
résultats.
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Tableau 3 : Activité antimicrobienne d’Ocimum basilicum contre les souches testées

Souche

Boite 1 : Huile
essentielle

S. aureus

E. coli

B. subtilis

C.
albicans

Boite 2 : Extrait hydro-
éthanolique (100 %, 75
%, 50 %) + DMSO
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3.3.  Dosage des antioxydants
3.3.1. Dosage des Polyphénols Totaux (TPC)

La teneur en composés phénoliques totaux a été déterminée par extrapolation a partir de

la courbe d’étalonnage construite avec 1’acide gallique, utilis¢é comme standard.

L’équation de régression linéaire obtenue est y = 0,0171x + 0,0689 avec un coefficient

de corrélation Rz = 0,9914, indiquant une excellente linéarité.

Les résultats sont exprimés en mg équivalents acide gallique (EAG) par mg d’extrait sec
(mg EAG/g ES). Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé a 1’aide d’une microplaque a
96 puits, sur I’extrait hydro-éthanolique d’Ocimum basilicum analysé en triplicat.

La teneur en composés phénoliques totaux de 1’extrait hydro-éthanolique d’Ocimum
basilicum, estimée a 216 mg EAG/g ES, témoigne d’une richesse notable en antioxydants

d’origine végétale (Figure 17)

. Cette valeur est considérablement élevée et suggére une concentration importante de
métabolites secondaires phénoliques, réputés pour leurs propriétés antioxydantes et

antimicrobiennes.

Notre résultat est supérieur a celui de (Faur et al., 2020), qui ont rapporté un TPC de
177,36 mg EAG/g ES dans un extrait similaire préparé a partir des parties aériennes. Il reste
inférieur au TPC de 231,62 mg EAG/g ES obtenu a partir des feuilles seules dans la méme

étude, ce qui souligne I’influence de la partie végétale utilisée.

Par ailleurs, 1’étude de (Rehan et al., 2022) a révélé une teneur de 191,2 mg EAG/g ES
pour I’extrait éthanolique de feuilles de basilic cultivées au Pendjab (Pakistan), ce qui reste
également inférieur a notre valeur. Cette différence peut étre liée aux conditions climatiques,

au type de sol, a la variété végétale ou a la méthode d’extraction.

En comparaison, d'autres solvants comme I’hexane, 1’eau ou le dichlorométhane ont
donné des teneurs bien plus faibles dans I’étude de (Rehan et al., 2022), avec respectivement
29,7, 70,7 et 86,6 mg EAG/g ES. Cela souligne la supériorité de 1’éthanol comme solvant pour

I’extraction des composés phénoliques.

38



Résultats et discussion

g lz'*« «r ' 3 44 \

)® m.,t e e ,
Al( </‘| ,;t' ." & " /. - ‘

( B 49

{6 s.:.‘.a*ie‘ CCLLLr sy
x-\’)y N A A -~ A '
N UY % ftt Fomce ot

Figure 17 : Coloration obtenue lors du dosage des composés phénoliques totaux de

I’extrait d’Ocimum basilicum par la méthode de Folin-Ciocalteu, aprés 2 heures d’incubation.

Les puits de gauche présentent les concentrations de 1’extrait ; I’intensité bleue indique

une teneur plus élevée en polyphénols. Le puits témoin (le blanc) contient le réactif sans extrait.

3.3.2. Dosage des Flavonoides Totaux (TFC)

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée a 1’aide d’une courbe d’étalonnage

construite avec la quercétine comme standard.

L’équation de régression obtenue est : y = 0,3446x + 0,0165, avec un coefficient de
corrélation R2 = 0,9905, démontrant une excellente linéarité de la courbe dans la plage étudiée.

Les résultats sont exprimés en mg d’équivalents quercétine (EQ) par gramme d’extrait
sec (mg EQ/g ES). Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé a 1’aide d’une microplaque a

96 puits, sur I’extrait hydro-éthanolique d’Ocimum basilicum, analysé en triplicat.

La teneur en flavonoides totaux de notre extrait hydro-éthanolique de basilic a été estimée
a 77,68 mg EQ/g d’extrait sec (Figure 18) . Cette valeur témoigne d’une présence significative

de flavonoides, qui contribuent a I’activité antioxydante globale de I’extrait.

Dans I’étude de Faur et al. (2020), le TFC était de 48,22 mg EQ/g pour les feuilles seules
et de 26,58 mg EQ/g pour les parties aériennes compleétes, ce qui reste inférieur a notre valeur.

De plus, Rehan et al. (2022) ont rapporté une teneur en flavonoides totaux de 13,3 mg
EQ/g dans I’extrait éthanolique, ce qui est prés de six fois inférieur a notre résultat. Cette
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différence pourrait étre expliquée par des variations dans la méthode d’extraction, la nature du

solvant, ou encore la richesse naturelle du matériel végétal utilisé.

|
! W2 A 3 "

Figure 18 : Coloration obtenue lors du dosage des flavonoides totaux de
I’extrait d’Ocimum basilicum par la méthode au chlorure d’aluminium, aprés 10

minutes d’incubation.

Les dilutions successives (SM, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16) montrent une diminution progressive

de I’intensité jaune. Le blanc (témoin) contient le réactif sans extrait.
3.4. Activité antioxydante

L’activité antioxydante a été évaluée a I’aide du test DPPH, qui repose sur la capacité de
I’extrait a neutraliser le radical libre DPPHe, entrainant une décoloration mesurée a une

longueur d’onde de 517 nm.
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Figure 19 : Décoloration du radical DPPH en présence des différentes concentrations d’extrait

d’Ocimum basilicum aprés 30 minutes d’incubation.

Cette diminution d’absorbance traduit la capacité de 1’extrait a réduire le radical DPPHe,
attestant ainsi de son activité antioxydante.

Les valeurs d’absorbance mesurées par le spectrophotométre des différentes
concentrations (Tableau 4) ont permis de calculer le pourcentage d’inhibition du radical selon
la formule Suivante :

% | = [Abs C —Abs E / Abs C] x 100

Tableau 4 : Variation des absorbances et pourcentage de réduction du DPPH en fonction des

différentes concentrations de 1’extrait d'O. basilicum.

Concentration (mg/mL) Absorbance (moyenne) % d’inhibition
0 (Controéle) 0,891 0,00
6,25 0,1283 85,60
3,125 0,1163 86,94
1,5625 0,1237 86,12
0,78125 0,1967 77,93
0,390625 0,4297 51,78
0,1953125 0,6777 23,94
0,09765625 0,7960 10,66
0,048828125 0,8527 4,30
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La diminution du pourcentage d’inhibition observée a la concentration de 6,25 mg/mL
pourrait s’expliquer par un effet pro-oxydant a forte dose ou par une saturation du systéeme
DPPHe, limitant la capacité de piégeage du radical. Par ailleurs, I’acide ascorbique a été utilisé
comme antioxydant de référence (témoin positif) afin de comparer ’efficacité relative de
I’extrait d’Ocimum basilicum.

L’1Cso, définie comme la concentration nécessaire pour inhiber 50 % des radicaux libres
DPPHe, a été estimée par une analyse graphique, a partir de la courbe de régression linéaire

établissant la relation entre les concentrations testées et les pourcentages d’inhibition observés

(Figure 20).

Le calcul graphique de I’ICso a permis d’estimer une valeur d’environ 0,077 mg/mL,
traduisant une forte activité antioxydante de 1’extrait hydro-éthanolique d’Ocimum basilicum.
Toutefois, cette efficacité reste inférieure a celle de I’acide ascorbique, utilisé comme

antioxydant de référence, dont 1I’'ICso est estimée a environ 0,020 mg/mL.

100
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40
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Figure 20 : Détermination de 1’ICso de I’extrait d’O. basilicum.

L’ICso mesurée dans notre étude (0,077 mg/mL) est nettement inférieure a celles
rapportées par (Ahmed et al., 2019), qui ont obtenu des valeurs comprises entre 1,29 mg/mL
(Minia) et 2,98 mg/mL (BeniSuef), deux régions d’Egypt, a partir d’extraits hydro-éthanoliques
de basilic. Elle. Elle est également legerement inférieure a celle rapportée par (Nadeem et al.,
2022), dont les extraits éthanoliques de basilic ont présenté des ICso variant entre 0,10 et 0,15
mg/mL selon le stade de développement de la plante.
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Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces différences entre les études. Le type de solvant
utilis¢ influence directement I’efficacit¢ de I’extraction des composés antioxydants. Par
ailleurs, I’origine géographique des plantes, les conditions climatiques, la nature du sol, ainsi
que le mode de culture peuvent affecter la production naturelle de molécules bioactives.

D’autres paramétres comme le stade de développement de la plante au moment de la
récolte, les méthodes de séchage, ou encore les différences génétiques entre variétés locales
d’Ocimum basilicum peuvent également contribuer a la variabilité de ’activité antioxydante
observée.

Ainsi, I’extrait analysé¢ dans cette étude se distingue par une activité notable,
probablement liée a des conditions optimales d’extraction et a une composition chimique

favorable.
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4. Conclusion

Cette étude s’est attachée a évaluer les propriétés antimicrobiennes et antioxydantes de
deux extraits d’Ocimum basilicum L., une huile essentielle obtenue par hydrodistillation et un
extrait hydro-éthanolique obtenu par maceération, issus de plantes récoltées dans la région de
Constantine. Malgré un faible rendement en huile essentielle (0,125 %) comparé a 1’extrait
hydro-éthanolique (7,32 %), I’activité antimicrobienne la plus marquée a été observée avec ce
dernier, notamment contre Staphylococcus aureus, une bactérie pathogéne majeure. Ce résultat
ouvre des perspectives intéressantes pour une valorisation de ce basilic en tant qu’agent

antimicrobien naturel, en particulier dans un contexte de résistance croissante aux antibiotiques.

Par ailleurs, I’extrait hydro-éthanolique s’est révélé riche en polyphénols et flavonoides,
avec un pouvoir antioxydant notable (ICso = 0,077 mg/mL), ce qui confirme son intérét en tant

qu’agent antioxydant d’origine végétale.

Au-dela de leurs effets biologiques, ces extraits présentent également un potentiel
d’utilisation dans le domaine agroalimentaire : grace a leurs composés volatils et antioxydants,
ils pourraient étre intégrés comme conservateurs naturels, mais aussi comme améliorants

sensoriels (ardbme, godt) dans certaines formulations alimentaires.

Les deux méthodes d’extraction employées, bien que classiques, se sont montrées
efficaces pour obtenir des extraits bioactifs exploitables. Toutefois, leur rendement et leur
efficacité peuvent varier selon la nature de I’extrait recherché (volatil ou hydrosoluble), ce qui

justifie un choix adapté selon 1’usage ciblé (pharmaceutique, alimentaire, cosmétique...).

En conclusion, le basilic local représente une ressource naturelle prometteuse pour le
développement de produits antimicrobiens, antioxydants ou alimentaires fonctionnels. Des
analyses plus poussées de composition (HPLC, GC-MS) et des validations in vivo seraient

nécessaires pour confirmer son innocuité et son efficacité dans des applications concretes.
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Résumé

Résumé

Ce travail a porté sur 1’évaluation des propriétés biologiques de deux extraits d’Ocimum
basilicum L. : I’huile essentielle obtenue par hydrodistillation et 1’extrait hydro-éthanolique
préparé par macération. Les deux extraits ont éteé testés in vitro par diffusion sur gélose contre
quatre souches microbiennes de référence : Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus
subtilis et Candida albicans. Les résultats ont révélé une activité antimicrobienne
particuliérement marquée contre S. aureus (22,0 mm) et C. albicans (16,0 mm). L’extrait hydro-
¢thanolique a également fait I’objet d’une évaluation antioxydante, mettant en évidence une
teneur élevée en composés phénoliques (216 mg EAG/g ES) et flavonoidiques (77,68 mg EQ/g
ES), ainsi qu’un pouvoir antioxydant notable (ICso = 0,077 mg/mL) mesuré par le test DPPH.
Ces résultats soulignent la richesse bioactive du basilic local et son intérét potentiel en tant que

source naturelle d’agents antimicrobiens et antioxydants.

Mots-clefs : Ocimum basilicum, activité antimicrobienne, activité antioxydante, huile

essentielle, extrait hydro-éthanolique.
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Résumé

Abstract

This study focused on evaluating the biological properties of two extracts from Ocimum
basilicum L.: an essential oil obtained by hydrodistillation and a hydroethanolic extract
prepared by maceration. Both extracts were tested in vitro using the agar diffusion method
against four reference microbial strains: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus
subtilis, and Candida albicans. The results revealed a particularly strong antimicrobial activity
against S. aureus (22.0 mm) and C. albicans (16.0 mm). The hydroethanolic extract was also
subjected to antioxidant analysis, showing a high content of phenolic compounds (216 mg
GAE/g dry extract) and flavonoids (77.68 mg QE/g dry extract), along with a notable
antioxidant capacity (ICso = 0.077 mg/mL) as measured by the DPPH assay. These findings
highlight the rich bioactive potential of local basil and its promise as a natural source of

antimicrobial and antioxidant agents.

Keywords : Ocimum basilicum, antimicrobial activity, antioxidant activity, essential oil,
hydro-ethanolic extract.
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Ocimum basilicum ¢ faliiual Glaliiual e cpe il A o sull pailbadll andi ) Jaall 128 Cargy
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=2 LS (ke 16.0) C. albicans s (sl 22.0) S. aureus s la sad b sale by 5 Saall alias Lalis (e gLl
e 216) 4 sil) LS jall (e i e (5 sina jedal Cun 2SI sl Ll apd iy Sl Galiiiall
(Sl paliinall e ¢/ 1S A8 jla 77.68) Dl s BN g (Glall paliiuall e §/elilall (aes A8
s sall Gl o3 55 DPPH JLia) s (Jo/ike ICs0 = 0.077) b _sins 53S0 8aliae 3 )38 Caila )
B Balian 5 iy 5 ySaall Babime Jal sal el 5 anha jameS 45ilSa) XS5 5 ¢ Jaall Glay

aliivall (g shall 3l oS sliadll Ll (il g jSaall sliaall Ll ¢lag )l sdualidal) cilalsl)
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