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Introduction générale

Les huiles essentielles ont, a toute époque, occupé une place importante dans la vie
quotidienne des hommes qui les utilisaient autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture
ou méme se soigner. La connaissance des huiles essentielles remonte a fort longtemps,
puisque l'homme préhistorique pratiquait déja, a sa maniere, l'extraction des principes
odorants des plantes. Il plongeait dans un méme récipient, rempli d'eau, des plantes odorantes
et des pierres briilantes. La vapeur dégagée entrainait les molécules volatiles, puis le tout était
recueilli a l'aide d'une peau d'animal dont l'essorage donnait quelques gouttes d'huile
essentielle. Au fil des siécles, I'extraction et l'usage des principes odorants des plantes sont
développés, notamment par les civilisations arabe et égyptienne, qui leurs attribuent avant tout
un usage religieux. Puis progressivement, ces huiles essentielles se font connaitre pour leurs
vertus thérapeutiques et deviennent alors des remedes courants des médecines traditionnelles.

Les plantes aromatiques et médicinales, riches en huiles essentielles, présentent des
intéréts particuliers pour traiter des problémes de santé, puisqu’elles sont utilisées depuis
longtemps dans le processus de stress oxydatif et la lutte contre certaines maladies
infectieuses. Par ailleurs, la découverte des antioxydants synthétiques et des antibiotiques a
provoqué le déclin de la médecine a base de plantes et I’a reléguée a un rang secondaire, bien
qu’elles soient tres utilisées en cosmétologie, parfumerie et dans I'industrie alimentaire.

En Algérie la production, des plantes aromatiques et médicinales, est trés faible et
difficile a évaluer, et la quasi-totalit¢ de nos besoins sont importés. Tel est le cas ar exemple
de la plante qui fait I’objet de notre travail, en ’occurrence : Ocimum basilicum L. (le basilic).
Seulement deux variétés de basilic sont cultivées en Algérie, le Grand vert (Ocimum
basilicum L. gratissium) et le nain compact (Ocimum basilicum L. minimum).

Dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles algériennes d’une fagon
générale, et particulierement du sud d’Algérie, notre contribution consiste a étudier et de
comparer |’activité antioxydante des huiles essentielles de ces deux variétés d’Ocimum
basilicum L., cultivées dans trois régions : Constantine, Ouargla et Touggourt.

Afin de comprendre la relation entre [’activité antioxydante et la composition
chimique des huiles essentielles, nous avons analysé les huiles essentielles des deux variétés
de la région d’Ouargla par chromatographie en phase gazeuse. A cet effet, Notre travail sera
illustré par quatre chapitres:

v" Chapitre I : Généralité sur les huiles essentielles.

1



v" Chapitre II : Analyse des huiles essentielles par CPG.
v" Chapitre III : Matériel végétal et extraction.
v Chapitre IV : Evaluation de I’activité antioxydante.
Une conclusion générale a la fin de notre mémoire qui présente nos résultats ainsi que des

perspectives a développer ultérieurement.



Chapitre I

Synthese bibliographique



Chapitre I Généralité sur les huiles essentielles

Les plantes sont de véritables pharmacies naturelles que la nature a établie sur cette
terre afin d’entretenir notre santé, prévenir nos maux, voir les guérir. Jusqu’a nos jours, en
dépit des progres considérables de la chimie, de 1’industrie pharmaceutique et de la médecine,
les plantes médicinales n’ont rien perdu de leur importance. La pharmacie moderne continue a
les utiliser comme matiére premiére pour la préparation de certains médicaments. En effet, le
développement des techniques d’analyses chimiques a permis de révéler qu’une espéce
végétale peut synthétiser des milliers de constituants chimiques différents. Ceux-ci
appartiennent a deux types de métabolismes : primaire et secondaire. Le métabolisme
secondaire, modelé par le temps et 1’évolution, caractérise le profil chimique original de
chaque espece végétal, conduisant a une grande biodiversité moléculaire. La pharmacologie
utilise ces métabolismes secondaires car elles ont un effet spécifique sur d’autre organisme

parmi eux : les huiles essentielles qui caractérisent les plantes aromatiques. [1]

1- Définition des huiles essentielles :

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches, les bois. Elles sont
présentes en petites quantités par rapport a la masse du végétal : elles sont odorantes et tres
volatiles. Il est important de distinguer entre les huiles essentielles, les huiles fixes (huile
d’olive...) et les graisses contenues dans les végétaux :

- Seule les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différencie des huiles fixes et des
graisses.

- Elles sont fréquemment associées a d’autres substances comme les gommes et les résines.

- Elles se distinguent des huiles fixes par leurs compositions chimiques et leurs caractéris-

tiques physiques. [1]

2- Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles :
a. Propriétés physiques :
Les huiles essentielles possédent en commun un certain nombre de propriétés
physiques :
- Elles sont solubles dans 1’alcool, 1’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les émulsifiants et
dans la plupart des solvants organiques, et peu solubles dans 1’eau a laquelle, toutefois, elles

communiquent leur odeur.
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- Leur densité est en général inferieure a celle de 1’eau, elle varie de 0.75 a 0.99 (certaines
huiles essentielles telles que celles de sassafras, de girofle, ou de cannelle, constituent des
exceptions).

- Elles ont un indice de réfraction élevé.

- Elles sont dextrogyres ou lévogyres, rarement inactives sur la lumicre polarisée.

- Elles dissolvent les graisses, 1’iode, le soufre, le phosphore et réduisent certains sels.

- Ce sont des parfums, et sont de conservation limitée.

- Elles sont tres altérables et sensible a 1’oxydation (mais ne rancissent pas).

- Ce sont des substances de consistances huileuses, plus ou moins fluides, voir résinoides, trés
odorantes et volatiles.

- A température ambiante, elles sont généralement liquides, incolores ou jaunes pales, il
existe, cependant, quelques exceptions, comme le cas de 1’huile essentielle a azuléne qui est
de coloration bleue.

- Ce sont des produits stimulants, employés a I’intérieur, comme a 1’extérieur du corps,

quelquefois purs, généralement en dissolution dans 1’alcool ou un solvant adapté. [2-5]

b. Composition chimique :

La détermination de la composition chimique des HE a fait 1’objet de nombreux
travaux de recherche, notamment sur les méthodes d’analyse de plus en plus sophistiquées qui
ont permis d’identifier un trés grand nombre de constituants . Les huiles essentielles sont des
mélanges plus ou moins complexes dont les constituants jouent des roles d’inégale
importance : les uns contribuent puissamment a ’ardbme de ’essence, certains participent
simplement a I’harmonie du mélange. D’autres sont compleétement inodores ou peu odorants,
ceux-ci ont un role tout a fait effacé. [1]

Les constituants des huiles essentielles appartiennent, de fagon quasi exclusive, a deux
groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides
d’une part et le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins
fréquents, d’autre part. Ces huiles peuvent également renfermer divers produits issus de
processus dégradatifs mettant en jeu des constituants non volatils. [1]

Les principaux constituants des huiles essentielles sont les suivants :

> Les terpénoides :

Dans le cas des huiles essentielles, les terpénes les plus volatils: mono- et

sesquiterpenes sont les plus présents. [1]
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o Les monoterpénes (CioHe) :

Ce sont les constituants les plus simples de la série, les monoterpénes sont issus du
couplage de deux unités « isopréniques ». Ils peuvent étres acycliques (myrcéne, ociméne),
monocycliques (o et y-terpinéne, p-cyméne) ou bicycliques (pinéne, camphéne). Ils
constituent parfois plus de 90% de I’huile essentielle (citrus...) (Figure 1). Les variations
structurales justifient 1’existence de nombreuses molécules : alcools (géraniol, a-terpinéol,
bornéol, trans-trans-franésol), phénols (thymol), aldéhydes (citronellal), cétones (carvone, [3-

vetivone), esters (acétate de cédryle), éthers (1,8-cinéole). [1]

: o)

Mpyrcéne Ociméne a—Terpinéne y —Terpinéne p-Cyméne

Ty
////// OH

(+)-Camphéne  (+)-Sabinéne 3-Caréne (+H)-Linalol a-Terpinéol

Figure 1 : Exemples de structures de monoterpenes acycliques et cycliques rencontrés

dans les huiles essentielles.

o Les sesquiterpénes (C;sHaa) :

Un grand nombre de sesquiterpenes (Figure 2) sont des constituants habituels des
huiles essentielles des végétaux supérieurs, ils peuvent intervenir dans les propriétés
pharmacologiques attribuées a ces fractions volatiles. [1]

Biologiquement, un bon nombre de structures sesquiterpéniques sont des
phytoalexines, d’autres semble agir comme des régulateurs de croissance, ou encore attirent

les insectes ou agissent a I’encontre de ceux-ci comme des facteurs antinutritifs. [1]
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H
X
Z
OH
p-Bisabolene p-Caryophylléne trans, trans-Franésol

Figure 2 : Exemples de structures de sesquiterpénes rencontrés dans les huiles essentielles.

> Les COmMposEs aromatiques .

Les dérivés du phénylpropane (C¢-Cs) sont beaucoup moins fréquents que les
précédents. Ce sont trés souvent des allyles- et des propénylphénols, parfois des aldéhydes.
On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composés en (Ce-C;) comme la

vanilline ou comme I’anthranilate de méthyle (Figure 3). [1]

= CHO
o)
o/
H3CO
H3CO
OH OH NH2

Eugénol E-Anéthole Vanilline Anthranilate de méthyle
Figure 3 : Exemples de structures de composés aromatiques rencontrés dans les huiles

essentielles.

c. Méthodes d’extraction des huiles essentielles :

» Distillation :

La distillation convient aux huiles ayant une forte composante volatile et elle se fonde sur
la caractéristique que possedent ces composantes qui peuvent étre facilement transportées par
des particules de vapeur d’eau en mouvement. La distillation reste la méthode la plus utilisée
pour I’obtention des substances volatiles facilement analysables par chromatographie en
phase gazeuse et exigeant une technologie relativement simple, donc un colit plus bas ainsi
qu’une reproductibilité¢ facilement controlable. La plus part des huiles essentielles sont

obtenus par distillation, a I’exception des huiles essentielles d’hespéridés (citron, orange, etc.)



Chapitre I Généralité sur les huiles essentielles

et I’huile de cade [1]. La vapeur pénétre les tissus de la plante et vaporise toute les substances
volatiles, une quantité suffisante de vapeur permet largement 1’isolement des essences de la
plante.

Il existe trois grands modes de distillation [1]:

o L’hydrodistillation :

Cette méthode consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter (intact ou
éventuellement broy¢€) dans un alambic remplis d’eau distillée qui est ensuite portée a
¢bullition. La chaleur permet 1’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules
odorantes qui y sont contenues. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un
mélange azéotropique. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles
essentielles se séparent de 1’eau par différence de densité.

Au laboratoire, le systéme équipé d’une cohobe généralement utilisé pour 1’extraction des

huiles essentielles est le Clevenger (Figure 4).

o Entrainement a la vapeur d’eau :
Le matériel végétal, dans ce cas, se trouve supporté par une grille ou une plaque perforée
placée a une distance adéquate du fond de I’alambic. La partie inférieure de celui-ci est

remplie d’eau. Le niveau de cette dernic¢re doit permettre d’éviter tout contact entre 1’eau et la

plante (Figure 5).
refrigeramt
principal
™ | _ refrigéerant
colonne | secondaire
de distillation |
i IE cohobage
agitation —‘x k.
oy
]_ N _l chauffe
ballon

Figure 4 : Dispositif de I’hydrodistillation par Clevenger
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el chaude

Figure 5 : Dispositif de I’entrainement a la vapeur.

> Extraction assistée par micro-ondes :

Dans ce procédé, la plante est chauffée sélectivement par un rayonnement micro-ondes
dans une enceinte dont la pression est réduite de fagon séquentielle :
L’huile essentielle est entrainée dans le mélange isotropique formé avec la vapeur d’eau

propre a la plante traitée. [1]

> Extraction a 1’eau surchauffée :

Ce mode d’extraction utilise I’eau surchauffée a une température entre 125 et 175°C sous
pression. Il utilise de I’eau désoxygénée qui traverse une cellule ou se trouve la matiere
végetale. Cette cellule est maintenue a une pression d’environ 20 bars et a température

constante dans une étuve. [1]

> Distillation par extraction simultanée (SDE) :

C’est une extraction liquide-liquide qui est menée dans un appareil de Likens et Nikerson
modifié. Son principe est le suivant : les composés volatils entrainés a la vapeur d’eau sont
extraits par des vapeurs de solvant que ’on condense ensuite dans un réfrigérant puis on

recycle en continu, le solvant. [1]

3- Généralités sur ’activité antioxydante :
Ces dernieres années, ’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs

propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
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diverses spécialités ont été¢ développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification
de ces composés a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et
les produits agroalimentaires. [6]

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation.
Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), 1’acide ascorbique la
(vitamine C), tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénolique. En effet, la plupart
des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydroxyphénolique
dans leurs structures et les propriétés antioxydants sont attribuées en partie, a la capacité de
ces composés naturels a piéger les radicaux libre tels que les radicaux hydroxyles et
superoxydes. [6]

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, ’activité antioxydante
par piégeage de différents radicaux, comme les peroxydes ROO’ par les méthodes ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-Trapping Antioxydant
Power) ; les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxydant Power) ;
ou les radicaux ABTS' (sel d’ammonium de ’acide 2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPH’ (diphényl-
picrylhydrazyle).[6]

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une
méthode universelle par laquelle ’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement
d’une fagon bien précise. Le plus souvent il faut combiner les réponses de tests différents et
complémentaires pour avoir une indication sur la capacité¢ antioxydante de 1’échantillon a
tester. [6]

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de cette activité par les

deux méthodes suivantes :

a- Méthode du piégeage du radical libre DPPH:

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (a,o-diphényl-B-picrylhydrazyle)
fut I'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité
antioxydante . Il posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote (Figure 6). Du
fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des diméres, i.e. DPPH’
reste dans sa forme monomere relativement stable a température ordinaire. La délocalisation

provoque aussi la couleur violé bien caractéristique de la solution de DPPH’. La mesure de
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I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration bleue, due a

une recombinaison des radicaux DPPH’, mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm.

NO,
O,N N—N

NO,

Figure 6 : Structure chimique du radical libre DPPH’

Le pi¢geage des radicaux libres par des antioxydants (Figure 7) est tributaire de deux
type de mécanisme : (i) la libération de I’atome hydrogéne de groupement hydroxyle ; (i) la
libération d’un électron.[7] et [8]

L’objectif de 1’étude est de proposer une technique rapide et reproductible permettant de

comparer les extrais vis-a-vis de leur action sur les phénomenes du piégeage des radicaux

libres. [6]

RH (Antioxydant) MO Q
H
Q %‘ GEN‘Q‘N_N

Figure 7 : Mécanisme réactionnel du test DPPH’ entre ’espéce radicalaire DPPH’ et un

antioxydant (RH).

b- Méthode de FRAP:

La méthode de FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma), a été initialement développée
pour mesurer la capacité antioxydante du plasma sanguin, ensuite le test a été généralisé¢ aux
¢tudes des pouvoirs antioxydants des extraits de plantes.[9, 10 et 11] Le dosage consiste a
réduire le complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(Ill)-TPTZ)] de couleur jaune en complexe
ferreux [(Fe(I)-TPTZ)] de couleur bleu, sous I’action d’un antioxydant par un transfert

d’¢électron (Figure 8) . La variation de la coloration est mesurée par spectrophotométrie a 593
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nm. [12] Le pouvoir réducteur d’'un composé est associé a son pouvoir antioxydant, une

augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur. [13]
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Figure.8 : Mécanisme réactionnel du test FRAP entre le complexe tripyridyltriazine ferrique

Fe(IIl)- TPTZ et un antioxydant (RH)

Tableau 01 : Description de quelques tests antioxydants in vitro

Tests DPPH ABTS FRAP ORAC

Mécanisme transfert d’électron transfert d’électron et
o transfert d’électron | transfert de proton

réactionnel majoritaire de proton
Nature des

. ) ) ) hydrophiles et ) . . .
molécules hydrophiles et lipophiles ) ) hydrophiles hydrophiles et lipophiles

lipophiles
testées
. ECs, et/ou en mg ou

Expression ECs, et/ou en mg ou pmol en mg ou pmol ECs, et/ou en mg ou pwmol

des résultats

équivalent Torolox®

pumol équivalent

Torolox®

équivalent Fe™

équivalent Torolox®

- Trés facile a mettre en

- Trés facile a mettre
en ceuvre.

- Cinétique de

Trés facile a mettre

- Facile a mettre en ceuvre.

- couteux (nécessite d’un

Avantages ceuvre. ) _ en ceuvre. fluorimétre)
réaction treés rapide. o .
-Peu couteux. - Peu couteux. - Utilisation d’un générateur
- Peu couteux. .
de radicaux (ROO)
- PH utilisé non
- Encombrement stérique de
physiologique.
molécules a hauts poids )
- produit de -Interférences . .
moléculaires. - Mécanisme de génération
. dégradation possibles & 595 nm .
. - Interférences possibles a des ROO non physiologique.
Inconvénients antioxydants. - Interférences avec
515 nm. o - Interférence possible des
- Radical inexistant in | composés
- forte dépendance au PH et protéines.
vivo. possédant E°< 0.77
au solvant.
\2
- Radical inexistant in vivo.
. [14] [15] [16-18] [9] [19] [20][21]
Références
[22]
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4- Présentation de la plante O.basilicum L.:
a. Historique :

Le terme « basilic », qui est apparu dans la langue francaise en 1120, désignait a
l'origine un serpent mythique dont le regard pouvait tuer, a moins qu'on ne l'ait apercu le
premier. Le mot vient du bas latin basilicum qui 1'a emprunté au grec basilikos, « petit roi ».
Cette plante, probablement originaire d'Iran ou d'Inde, est arrivée en Europe via le Moyen-
Orient : en Italie et dans le sud de la France au XV° siécle, en Angleterre au XVII® siécle, puis
en Amérique avec les premiers émigrants. Le genre Ocimum compte environ 150 especes
allant de plantes annuelles a des buissons vivaces. Le plus cultivé de ceux-ci est O. basilicum,

une espece trés variable. Plus de 50 especes et formes d’Ocimum ssp.[23-26]

b. Systématique :

Le basilic est une plante annuelle de la famille des lamiaceaes (labiacées, labiées), cultivé
comme plante aromatique et condimentaire.

» Nom scientifique : Ocimum basilicum L.

» Nom commun : basilic commun, basilic roman et herbe royale. [31]

La classification systématique du basilic est :
Reégne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsita

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Ocimum

Espéece: Ocimum basilicum L. [32]

c¢. Caracteres botaniques :

Le basilic est une plante herbacée annuelle de 20 a 60 cm de hauteur. Ses tiges anguleuses
et ramifiées portent des feuilles opposées de forme ovale et de couleur généralement verte a
l'aspect brillant, parfois pourpre violet chez certaines variétés. Les fleurs blanches ou rosées,
formant des épis laches au sommet de la tige, apparaissent de juin a septembre. Les graines

fines, oblongues, elles sont de couleurs noires. Les racines sont pivotantes. [33]

12
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d. Variétés :

Les principales variétés du basilic sont les suivantes :
Basilic a petites feuilles :

Au gott citronné, courant sur les marchés européen, son parfum intense est parfait pour la
cuisine (sauces et soupe au pistou); la soupe au pistou est lare cette de traditionnelle de
Provence, c'est une soupe que l'on déguste exclusivement 1'ét¢, qui signifie d'écraser les
feuilles de basilic au mortier pour bien les incorporer a la préparation.[34]

o Basilic citron « Ocimum basilicum cinnamon » : Feuilles vertes claires presque jaunes,

golit citronng, fragiles sensible au soleil et au vent. (Figure 9).

o Basilic fin vert ou nain compact : Petites feuilles minces, lisse, vert vif, a odeur
intense. Plante a allure ornementale qui se porte bien a la culture en pot. Port
buissonnant. Protégerait les plants de tomates de certains insectes (Figure 10). [34]

o Basilic marseillais « Ocimum basilicum var. marseillais » : Variété traditionnelle
Provengale. Trés parfumé et typé. Lent a monter en graines. [34]

Basilic a grandes feuilles :

Les feuilles peuvent atteindre jusqu'a 10 cm de longueur, a I'odeur de jasmin, de réglisse
et citron. [34]

o Grand vert « Ocimum basilicum L. gratissium » : De port buissonnant, ses feuilles

vertes, ovales, et ses jeunes pousses trés aromatiques sont largement utilisées comme
plante condimentaire dans la cuisine méridionale (Figure 08). [34]

o Basilic a feuilles de laitue : Hauteur de 50 cm, compact aux tres grandes feuilles vertes
tendres, larges et cloquées, tres parfumées. [34]

o Basilic pourpre « Ocimum basilicum L. purperescens » : A feuilles pourpres et fleur
rose pale, aux feuilles souples et décoratives, au parfum doux et un peu poivré,
s'utilise pour les salades (Figure 11). [34]

o Basilic thai : Ses feuilles évoquent a la fois la menthe et le clou de girofle, et s'utilise
avec les fruits de mer et dans les soupes exotiques. [34]

o Basilic sacré « Ocimum sanctum » : Est une espece cultivée preés des temples

bouddhistes, notamment en Thailande. [34]

13
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Figure 11: le basilic nain compact Figure 12 : le basilic pourpre

e- Culture :

La culture du basilic nécessite un climat chaud et ensoleill¢, méditerranéen ou tropical. Il
peut aussi se cultiver en pays tempérés, soit en pots ou jardinieres, ou en pleine terre
moyennant quelques précautions.

La culture du basilic nécessite cinq heures d'ensoleillement quotidien, ou 12 heures de lumicre
artificielle. Juillet-aolt est la période propice pour la récolte de ses feuilles a des fins de

congélation. [23] et [3
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f- utilisation d’Ocimum basilicum L.
Pour l'alimentation :
Comme herbe aromatique fraiche, les feuilles séches sont utilisées pour assaisonner
des ragofits, des dressages et des potages. Les feuilles et les jeunes tiges sont séchées, ou

utilisées comme source d'huile essentielle.

En parfumerie :
Comme huile essentielle pour les préparations de parfums et liqueurs la plante fraiche

donne une essence contenant de 1’eucalyptol et de 1’eugénol. [36]

En pharmacie :

Partie utilisée : feuilles et sommités fleuries

Propriété : Stomachique, carminatif, lactagogue, stupéfiant 1éger

Mode d'emploi : Infusion, poudre, essence, oenolé, cataplasme

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

contre I'héméralopie. [36]
g- Travaux sur le basilic :
De nombreux chercheurs ont été intéressés a 1’étude de cette plante, nous citons quelques

exemples :

> Travaux sur la composition chimique :

M. L. Brada, Hadj Khelifa et D. Achour, ont trouvé que 1I’O.basilicum L., contient le
linalol et acétate de linalol comme des composés majoritaires. [27]

M. Ozcan et J. Chalchat ont fait la comparaison entre deux variétés (1’O. basilicum. L, et
I’O.basilicum minimum. L), ils ont découvert que les composés majoritaires de la premicre
variété sont : linalol, méthyl chavicol et eugénol ; et pour la deuxiéme variété : linalol,
eugénol et acétate de bornyle. [28]

N.B. Slougui, et al ont effectué¢ une comparaison de la composition des huiles essentielles
de six variétés d’O.basilicum. L d’origine européenne cultivées pour la premiere fois en
Algérie. Les chémotypes identifiés dans cette étude sont les suivants : linalol-eugénol pour la
variété O.basilicum, méthyl eugénol pour la variété O.basilicum purparescens opale,

farnéseéne (B, E) pour la variété¢ O.basilicum minimum, méthyl cénnamate(E)-linalol pour la
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variété O.basilicum cinnamone, linalol pour 1’O.basilicum (marseillais) et géranial-néral pour

la variété O.basilicum citriodora. [29]

> Travaux sur Pactivité antioxydante :

L. Hadj Khelifa. M. Brada et al ont montré que 1’O.basilicum a une activité¢ antioxydante
(CEso= 83.54 mg/ml) moins importante que la vitamine E (CEsp= 22 mg/ml). L’activité a été
¢évaluée en utilisant le DPPH.

Par contre, S. Lee a, K. Umano et al, qui ont étudi¢ I’activité antioxydante de 12
constituants de I’O.basilicum L. et Thymus vulgaris L. par I’utilisation de I’assai d’aldéhyde/
acide carboxylique, ont trouvé que I'eugénol, thymol, carvacrol et 4-allylphénol montrent

une forte activité antioxydante par rapport aux autres constituants. [30]
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Chapitre I1 Analyse des huiles essentielles par CPG

Pour déterminer la composition des huiles essentielles des deux variétés locales de
basilic, le basilic grand vert (Ocimum basilicum L. gratissium) et le basilic nain compact
(Ocimum basilicum L. minimum), la technique la plus fiable et la plus investie dans la
littérature c’est la chromatographie en phase gazeuse (CPG).Cette technique permet de
séparer les molécules volatiles et thermostables(Masse moléculaire < 500 Daltons)de facon
générale. Les résultats issus de cette méthode sont illustrés par un enregistrement d’une série
de pics, dont chacun représente une molécule qui pourra étre identifiée par plusieurs

techniques.[37-38]

1- Historique sur la chromatographie :

En 1906 un chimiste russe, Tswett, a séparé des pigments végétaux colorés sur une
colonne remplie de carbonate de calcium pulvérulent, les pigments étaient entrainés avec de
I'éther de pétrole (mélange pentanes et d’hexanes). Il a observé sur la colonne la formation de
bandes de couleur différente (vert, orange, jaune..). Il a donné a cette technique le nom de
chromatographie (écriture des couleurs). Il a défini également les termes : chromatogramme,
¢lution, rétention. Cette technique fut quasi-abandonnée jusqu'en 1930, ou Edgar Lederer a
purifié par la méthode de Tswett la lutéine du jaune d’ceuf.

Vers 1940, Martin et Synge développent la pratique et la théorie de la
chromatographie, ils obtiennent le prix Nobel en 1952. En 1968, il y a eu la mise au point de
la Chromatographie Liquide a Haute Performance CLHP ou HPLC en anglais, suivi en 1979
par la premiere séparation chirale par HPLC. [38]. Et depuis cette date les techniques
chromatographiques n’ont cessé d’évoluer notamment lorsqu’elles sont couplées avec les

techniques spectroscopiques.

2- Principe de la CPG :

La CPG est un processus de séparation qui est réalisé par la distribution des substances
pour €tre séparées entre deux phases, une phase stationnaire et une phase mobile. Ces solutés,
distribués préférentiellement dans la phase mobile, se déplaceront plus rapidement par le
systeme que ceux distribués préférentiellement dans la phase stationnaire. Ainsi, les solutés
s'élueront par ordre de leurs coefficients de distribution croissants en ce qui concerne la phase
stationnaire. [39]

Avant que la CPG ne soit devenue populaire vers la fin des années 50, la seule

manicre de séparer les matériaux volatils était la distillation, qui sépare des matériaux basés
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sur des différences dans la pression de vapeur ou le point d'ébullition. La CPG est semblable a
cet égard, mais ses séparations dépendent également de la nature de la phase stationnaire, qui
lui donne beaucoup plus de polyvalence que la distillation.

Imaginer le plaisir et la surprise des distillateurs qui pourraient maintenant séparer des
matériaux avec les points d'ébullition étroits, comme le benzeéne et le cyclohexane. Et elle
¢tait facile, rapide, et pas trop chére ; en outre, ils n'ont pas da s'inquiéter des azéotropes. [40]

La chromatographie en phase gazeuse permet de séparer des mélanges gazeux
complexes par une suite continue d’équilibres s’établissant entre une phase mobile gazeuse et
une phase stationnaire appropriée. [41]

La chromatographie en phase gazeuse a commencé exactement comme technique
qualitative, plus précisément axée sur la séparation et probablement I’identification des
composants dans un mélange plus que déterminer la quantité de chaque composant. Au début,
l'identification a été basée sur le temps de rétention du chaque pic cible, comparée avec temps
de rétention d'un composé authentique. C'était assez simple et les états d'analyse étaient
gardés constants. Kovats a développé un systeme d'indices de rétention basé¢ sur les rétentions
relatives d'une gamme étendue des composés organiques a d'autres composés clés qu'il a
assignés comme marqueurs.

La mesure relative de rétention est basée sur la comparaison du temps de rétention
corrigé du pic d'intérét au temps de rétention corrigé d'une référence ajoutée. [42]

La séparation est suivie d’une détection et éventuellement d’une identification,
destinée a faciliter I’analyse qualitative.

Les détecteurs placés en sortie du chromatographe décelent la présence des composés
au fur et a mesure de leur arrivée. Les variations enregistrées sont transformées par le
détecteur en signaux électriques qui sont amplifiés et transcrits sous forme graphique par
I’enregistreur. Il existe divers types de détecteurs pouvant étre couplés a la chromatographie
en phase gazeuse. Le choix entre les différents détecteurs est fait en fonction de leur

sensibilité et de leur spécificité. [41]

a. Analyses quantitatives :

Pas trés longtemps apres l'invention des chromatographes en phase gazeuse commerciaux,
les manipulateurs des chromatographes, ont voulu détecter non seulement le nombre de
composants d’un mélange, mais aussi obtenir une bonne résolution dans une analyse par
rapport a des mélanges témoins. Les études de calibrage de détecteurs et l'invention du

\

détecteur a ionisation de flamme,conduisent a de grandes améliorations et performances
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analytiques. En parallele des systémes plus rapides et plus précis de traitement des données,
ont permis de résoudre une grande partie des problémes d’interprétation et d’exploitation des
résultats. Les performances les plus pointues sont encore en cours d’évolution, notamment en

termes d’analyses quantitatives par cette technique.[42]
b. Méthodes d’analyse qualitative :
La méthode la plus couramment utilisée et celle des indices de rétention qui se base sur le

calcul d’Iz selon I’'une de ces deux équations :[38]

v' Equation de Van Den Dool utilisée en mode programmation de température :

_ . « logtr'(x)—logtr'(n)
I(x) = 100*n; + 100 1ogtR'(n+1)—logtR'(n)\1)

v Equation deKovats utilisée en mode isotherme :

— 100%n: » _RE~ R
I(x) = 100*m; + 100* P 2(2)

Ces équations permettront d’identifier un grand nombre de composés tout en opérant
dans les mémes conditions opératoires pour les mélanges complexes et les alcanes pris
comme références. Ainsi, la chromatographie restera la technique analytique la plus adaptée
pour I’analyse qualitative et méme quantitative des mélanges de composés volatils les plus

complexes, surtout en termes précision et de fiabilite.

3- Description de la plante :

Le matériel végétal dans cette ¢tude est représenté par deux variétés d’Ocimum
basilicum L. : Le basilic grand vert (Ocimum basilicum L. gratissium) et le basilic nain
compact (Ocimum basilicum L. minimum), cultivées dans la station I’ T.D.A.S. de HassiBen

Abdellah. Les conditions de culture sont regroupées dans le tableau 2.
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Tableau2: Conditions de culture des deux variétés d’Ocimum basilicum L.

Opérations Dates
Travail du sol Mois de janvier
Semis en pépiniére 01/02/09
La levée 06/02/09
Fumure de fond 04/03/09
Pré-irrigation 15/03/09
Repiquage 16/03/09
Récolte 20/04/09

4- Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles des deux variétés de basilic ont ¢ét¢ obtenues par
hydrodistillation selon le montage illustré dans la figure 13. Les huiles essentielles pures ont

¢été obtenues selon le protocole schématisé dans la figure 14.

Schéma dun montoge dhydrodistillation

________________ 0l P, & iS. 8

Fauilles , poundrs, |1
isanss de plaws| |- .
L = B

Pietrez HE i

B 8 |
f Distillat : eau +
[ huile ezzenticlls

-~ =

Figure 13 : Montage de I’hydrodistillation utilisé pour I’obtention des deux essences

Les deux essences obtenues ont été conservé dans des flacons bruns a une température

de 4°C, et ce jusqu’au jour de leur analyse.
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FAN
déshydratation avec le Na,SO, (huie essentielle pure)

.y
\
AN

evaporation du solvant (HE)

décantation (HE + CH,Cl,)

extraction avec CH,Cl, (HE+CH,Cl,,

N

—T = s —>

distillat (huile essentielle + eau)

S/ X
Fa 9
/ X

i hydrodistillation du basilic

Figure.14 : Protocole expérimental suivi pour obtenir I’huile essentielle pure des deux

variétés de basilic.

5- Analyses par Chromatographie en phase gazeuse :

L’analyse des huilesessentiellesdes deux variétés: O.basilicum L.gratissiumet
O.basilicumL. minimum de la région d’Ouarglaa été faite a 1’aide d’unChromatographe de

type Chromatographe Agilent 6890 équipé d’un détecteur a ionisation de flamme.

> Conditions opératoires :

Les analyses sont faites selon les conditions opératoires indiquées dans le tableau 03ci-

dessous.
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Tableau 03 : Les conditions opératoires des analyses chromatographiques (CPG)

Chromatographe Agilent 6890
Détecteur FID (Détecteur a Ionisation de Flamme)
Colonne et HP-1:50mx 0.2 mm
Phase stationnaire Apolaire avec 0.33 pm pour 1’épaisseur du film
Gaz vecteur Hélium (He) : 1.3 ml/min
Mode d’injection En splita 1/100
Température d’injecteur | 250°C
Programmation de
60°C (2 min) rampe a 4°C/min, jusqu’a300 °C (10 min)
température

Pour chaque huile essentielle, on a injecté successivement la série des n-alcanes (Cs-

Cyg) et I’huile essentielle étudiée.

6. Résultats et Discussion :

Les résultats des analyses chromatographiques sont illustrés par les chromatogrammes
des Figures 16 et 17.

Les indices de rétention ont été calculésselon 1’équation de Van Den Dool (1). Les
constituants sont identifiés par comparaison des indices de rétentioncalculés d’aprés les

chromatogrammes obtenus avec ceux des données de la littérature.

La Figure 16 représente le chromatogramme de 1’huile essentielle d’O.basilicumL.
gratissium (Grand vert) de la région d’Ouargla. Les composés qui ont pu étre identifiés, et
leurs parametres de rétention ainsi que leurs pourcentages, sont présentés dans le Tableau 05.
83 composés ont été détectés et 25 composés identifiés.

Les taux des 2 composés majoritaires sont : 27.713% de Linalol, 26.032% de Méthyl
chavicol.

La Figure 17 représente le chromatogramme de I’huile essentielle d’O.basilicum
minimum L. (Nain compact) de la région d’Ouargla. Les composés qui ont pu étre identifiés,
et leurs paramétres de rétention ainsi que leurs taux sont présentés dans le Tableau 07.56
composés ont été détectés et 17 composés identifiés.Le taux du composé¢ majoritaire est :

30.46% enAcétate de Linalol.
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Les résultats sont différents pour chaque huile essentielle, au niveau des teneurs des
composés identifiés et au niveau des types de molécules identifiées. Cela indique la grande
différence entre les huiles essentielles et relativement entre les variétés de basilic cultivées.

Les résultats de la CPG indiquent que les chémotypes pour chaque variété sont comme

suit:

Pour la wvariét¢ O.basilicumgratissium, le chémotypeest hybride: le Linalol

(27.713%)- Méthyle Chavicol (26.032%). M. BRADAet al [27] et N. SLOUGUIet al[29] ont

trouvé que I'huile essentielle du basilic grand vert de la région d’Ain Defla et Mostaganem
comporte Linalol et Eugénol avec les taux majeurs : 44.7% et 54.8% pour la premiére étude et
37.6% et 33.5% pour la deuxieme étude. L’Eucalyptol est aussi présent avec les deux taux
suivants 0.4% et 9.1% respectivement qui sont loin des taux que nous avons trouvé.Par contre
M. OZCAN et ses collaborateurs[28] ont trouvé que 1’huile essentielle du basilic grand vert
contient le méthyle eugénol comme chémotype (78.016%) et des traces de géranial et
linalol(0.010 et 0.003%). Ces résultats ne se croisent pas avec les notre. S. SAJJADI [48] a
prouvé que I’huile essentielle du basilic grand vert comporte le géranial comme chémotype

(27.6%).

Pour la variété O.basilicumL. minimum, le chémotype est ’acétate de linalol

(30.46%).N. SLOUGUI et al [29] ont trouvé que ’huile essentielle du basilic nain compacte
contient le méthyl eugénol (28.4%) comme chémotype et I’eucalyptol (7.0%), par contre M.
OZCAN et J.C. CHALCHATI[28] ont déterminé que la méme huile contientle Caravol (0.043
%) et présente comme chémotypel’Acétate de géranyl et. Ces taux sont tres différents par

rapport au taux trouvés dans nos échantillons.
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Figure 15 : Chromatogramme de I’analyse par CPG de la série de n-alcanes
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Figure.16 :Chromatogramme de 1’analyse par CPG de I’huile essentielled’ O.basilicumL.

gratissium (Grand vert) cultivée dans la région d’Ouargla.
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Tableau 04 :Composés détectés dans I’analyse de 1’huile essentielle d’O.basilicumL.

gratissiumpar CPG :

n° tr(X) Irean % n° tr(X) Irca %

2 10.890 941 0.154 44 44.187 1612 0.077

4 12.657 983 0.209 46 45.148 1648 0.029

6 13.439 1000 0.133 48 45.700 1668 0.156

8 15.888 1053 0.379 50 46.380 1693 0.146

10 18.116 1095 0.148 52 47.407 1743 0.065

12 21.720 1148 0.716 54 48.923 1795 0.100

14 23.479 1171 0.107 56 59.358 2200 0.034

16 25.650 1196 0.740 58 62.944 2499 0.068

18 27.833 1231 0.088 60 64.907 2599 0.066

20 32.073 1291 0.248 62 67.113 2696 0.247

22 34.940 1350 0.114 64 67.850 2729 0.244

24 35.707 1366 0.051 66 68.173 2741 0.246

26 36.446 1382 0.075 68 68.620 2759 1.008

28 36.824 1390 0.317 70 69.275 2784 1.051
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30 38.246 1400 0.794 72 69.979 / 1.001

32 38.775 1441 0.881 74 70.410 / 2.016

34 40.530 1488 0.895 76 71.127 / 2311

36 41.066 1503 0.017 78 71.604 / 1.758

38 41.612 1522 0.025 80 72.452 / 1.051

40 42.375 1549 0.027 82 73.358 / 0.397

42 43.732 1595 0.137
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Tableau 05 : Composés identifiés dans 1’huile essentielle 1’O.basilicum L.

gratissium de la région d’Ouargla par CPG :

Composé tr(X) Ijeany  Ireadams) Irgen %
Camphene [29, 44,27 et 49] 10.890 941 946 944 0.154
B-pinéne [28, 29, 44, 45, 46, 27, 47, 48 et 49] 12.533 980 974 983  0.044
Myrcene [28, 43, 46,27 et 49] 13.266 996 988 994 0.025

(Z)- B —Ociméne(Eucalyptol)[28,29,44, 27 47 et 49]  15.044 1036 1032 1036  1.802

v- Terpinéne [29, 44, 41, 29 et 30] 15.888 1053 1054 1054  0.3795
Linalol [28, 29, 43, 44, 45, 27,48 et 49] 18.655 1104 1095 1103 27.713
Camphor [43, 44, 30, 46 et 48] 21.720 1148 1141 1148 0.716
Terpinén-4-ol [28, 29, 43, 44, 46, 47 ¢t 48] 23.479 1171 1174 1175 0.108
a-Terpinéol [28, 29, 44, 45, 46, 27, 47, 48 et 49] 25.658 1196 1186 1197 0.740
Méthyl chavicol [29, 44 et 43] 26.271 1206 1195 1203 26.032
Géranial [28, 29, 43, et 45] 30.192 1265 1264 1267 2.924
acétate de bornyl [45, 46, 27 et 49] 32.073 1291 1287 1289 0.248
a-Cubébene [28, 29 et 44] 34.660 1344 1345 1342 0.028
Eugénol [29, 44, 45, 46 et 27] 35.242 1356 1356 1356 0.901
o-Copaéne [29, 44, 27 et 48] 36.017 1373 1374 1374 0.102
Acétate de Géranyl [28, 29, 27, 48 et 49] 36.446 1382 1379 1383 0.075
B-cubébéne [28, 29 et 30] 36.602 1385 1387 1381 0.066
p-élémene [28, 29, 45, 46, 27, 48 et 49] 36.824 1390 1389 1388 0.317
Méthyl eugénol [28, 29, 44, 45, 46 et 48] 38.246 1400 1403 1399 0.794
o-Guaiéne [28, 29, 44, 27 et 48] 38.625 1437 1437 1437 0.039
D-Germacréne [28, 29, 43] 40.530 1488 1484 1482 0.895

(Z)-a-Bisaboléne [29, 44 et 46] 41.066 1503 1506 1505  0.017
v-Cadinéne [29, 43, 44, 46, 47 et 48] 41.337 1513 1513 1515 0.522
o- Cadinene [29, 43, 44, 46, 27, 48 et 49] 41.612 1522 1522 1522 0.026
B- Eudésmol [29, 43, 27 et 49] 45.148 1648 1649 1647 0.030
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Figure 17 :Chromatogramme de 1’analyse par CPG de I’huile essentielle d’O.basilicumL.

minimum. (Nain compact) cultivé dans la région d’Ouargla.
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Tableau 06 :Composés détectés dans 1’analyse de ’huile essentielle d’O.basilicumL.

minimumde la région d’Ouarglapar CPG :

n° tr(X) Irean % n° tr(X) | B %

2 12.510 980 0.200 30 45.807 1671 1.158

4 25.728 1198 0.267 32 48.128 1763 0.1765

6 30.032 1271 30465 34 52.710 1963 0.743

8 36.337 1380 0.272 36 67.159 2701 0.163

10 36.670 1387 0.210 38 67.936 2734 0.115

12 38.139 1425 2.808 40 68.282 2746 0.141

14 38.658 1438 0.514 42 68.933 2771 1.514

16 39.057 1449 0.179 44 69.527 2794 4.488

18 40.233 1480 0.297 46 70.058 / 3.213

20 40.662 1492 0.146 48 70.778 / 4.252

22 41.530 1519 0.699 50 71.411 / 1.739

24 42.686 1558 0.502 52 71.896 / 3.495

26 43.840 1595 0.371 54 72.803 / 1.027

28 45.073 1643 0.174 56 74.326 / 0.217
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Tableau 07:Composés identifiés dansl’huile essentielle d’O.basilicumminimum L. par
CPG.
Composé tr(X) IR(cal) IR(Adams) IR(réf) %
a-pinéne [28, 29, 44, 45, 27, 47 et 48] 10.743 937 932 931 0.39
B- pinéne [28, 29, 44, 45, 46, 27, 47, 48 et 49] 12.510 980 974 973 0.20
(Z)- p —Ocimeéne [28, 44,27 ,47 et 49] 14.885 1033 1032 1036 3.11
Méthyl Chavicol 25.728 1198 1195 1195 0.27
Nérol [28, 29, 46, 27 et 49] 27.614 1227 1227 1228 0.44
Acétate de Linalol [28, 27 et 49] 30.032 1271 1272 1258 30.46
Carvacrol [28, 46, 27 et 47] 35.105 1305 1298 1301 6.04
Acétate de Géranyl [28, 29,27, 48 et 49] 36.337 1380 1379 1383 0.27
p-cubebéne [28, 29 et 30] 36.490 1383 1387 1381 0.17
p-élémene [28, 29, 45, 46, 27, 48 et 49] 36.670 1387 1389 1388 0.21
(trans)-o-Bergamoténe [29, 43, 44, 45, 46, 27, 38.514 1434 1432 1431 0.30
47, 48 et 49]
o-Guaiéne [28, 29, 44, 27 et 48] 38.658 1438 1437 1437 0.51
o-Humuléne [28, 29, 45, 27, 47 et 48] 1695 1449 1452 1450 0.19
(E)-p-Farnéséne[29, 44 et 46] 39.482 1455 1454 1452 0.14
Germacreéne D [28, 29, 43] 40.452 1486 1484 1482 0.408
(Z)-0-Bisaboléne [29, 44 et 46] 41.05 1502 1506 1505 0.628
v-Cadinéne [29, 43, 44, 46, 47 et 48] 41.530 1519 1513 1515 0.699
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Conclusion :

A travers les résultats obtenus et cités plus haut, nous pouvons tirer les conclusions

suivantes :

v' La variance dans les conditions de culture (climat, nature de sol...etc.) influent

directement sur la composition d’huile essentielle.

v Deuxchémotypes ont été déterminés : Linalol- MéthyleChavicol et Acétate de Linalol

qui ont une grande importance dans plusieurs domaines, surtout en pharmacothérapie.

v' Les composés chimiques présents dans nos huiles essentielles sont nombreux et

différents qualitativement et quantitativement.

v" Les données de rétention ne peuvent étre utilisés a titre seul comme moyen fiable pour
I’identification des composés volatils, car un nombre non négligeable de molécules
organiques peuvent avoir les mémes donnés de rétention dans les mémes conditions

d’analyse.

v' La présence d’autres composés dans les huiles essentielles non identifiés, nécessite des

techniques de couplages plus pointues, comme la GC-MS, la GC*GC-MS...
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Chapitre 111 Materiel végétal et extraction

1- Choix et présentation des régions d’études :

Le choix des régions d’études était basé strictement sur la disponibilité et la possibilité de
suivre les différentes opérations culturales de prés. Dans le tableau 8, nous regroupons les

caractéristiques géographiques des 3 régions étudiées dans notre présent travail.

Tableau 08 : Présentation géographique des trois régions étudiées

régions Constantine Ouargla Touggourt
Climat Meéditerranéen Désertique Désertique
Latitude 36° 21’ 54°° Nord 31°56’ 57° Nord 33°06°18°” Nord
Longitude 6° 36' 52" Est 5°19’ 30 Est 6°03°28’ Est
Altitude 574 m 138 m 72 m

2- Matériel végetal
En Algérie, deux variétés d’Ocimum basilicum L. sont connues et cultivées :
o L’Ocimum basilicum L. gratissium (basilic grand vert), utilis¢ dans toute 1’Algérie
comme plante a grande utilisation culinaire et thérapeutique.
o L’Ocimum basilicum L. minimum (basilic nain compact), utilisés surtout au nord de
I’ Algérie comme plante décorative a grand effet insecticide.
Nous avons donc choisi d’étudier I’activité antioxydante des huiles essentielles de ces
deux variétés locales en faisant la culture nous méme dans les régions choisies au préalable.
Les graines des deux variétés ont été semées au mois de mai dans un sol bien drainé,
riche en composte avec plus de cinq heures d’ensoleillement quotidien.
La partie aérienne des deux variétés d’O.basilicum L. a été récoltée au mois d’aout
2015, au stade de pleine floraison.
Le matériel végétal recueilli a été séché a une température ambiante et a ’abri de la
lumiére, afin de préserver au maximum I’intégrité de leurs molécules. A signaler que la

culture de cette variété dans les régions d’Ouargla et Touggourt n’a pas réussi.
3- Extraction des huiles essentielles :

L’appareil utilisé pour 1’hydrodistillation est de type Clevenger. Il est constitué¢ d’un

chauffe ballon, un ballon en verre pyrex de 2000 ml ou I’on place la plante séche avec
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1000 ml d’eau distillée, une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant) et un
collecteur en verre pyrex également qui regoit les extraits de la distillation (Fig.18).
L’huile essentielle obtenue est conservée au réfrigérateur dans un flacon en verre brun

fermé hermétiquement a 4 °C et a I’ombre. [37]

Figure.18 : dispositif de I’hydrodistillation par Clevenger

4- Détermination du rendement et du taux d’humidité :

> Détermination du rendement :

Le rendement de I’HE est défini comme étant le rapport entre la masse d’HE obtenue

et la masse du matériel végétal traité [38]. Le rendement est exprimé en pourcentage :
M
R(%)= —2£+%100
Mg

R : Rendement de I’HE en %.
Mpg: Quantité d’HE récupéré en g.

Ms: Quantité de la matiere végétale seche utilisée pour 1’extraction exprimée en g.
Les résultats du tableau 9 montrent que la plante issue de Constantine donne le

meilleur rendement d’extraction suivie de celle de la région de Touggourt et enfin celle de

Ouargla avec le plus faible rendement. Notons qu’un autre travail effectué pour cette méme
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plante provenant de la région d’Ain-Defla [39] a fourni un meilleur rendement qui est de

1.98 %.

Tableau 09 : Valeurs du rendement d’O.basilicum L. gratissium

Région Ouargla Touggourt Constantine

Moyenne 0.511+0.0061 0.635+0.0015 1.145+0.0036

> Détermination de |’humidité :

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans la matiére végétale. Le contenu
en humidité des plantes a été déterminé par le procédé de séchage. Le taux d’humidité est

exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante [38].

H(%)= Mr=Ms 100
My,
H % : taux d’humidité exprimé en pourcentage.

My, : poids de I’échantillon en gramme apres la récolte (plante fraiche).

M; : poids de I’échantillon en gramme apres le séchage (plante séche).
La comparaison des taux d’humidité des régions d’études de notre plante, nous font
constater que I’évolution de ce parametre est inversée par rapport au rendement d’extraction ;

le taux d’humidité le plus faible correspond au rendement le plus élevé.

Tableau 10 : Valeurs du taux d’humidité d’O.basilicum L. gratissium

Région Ouargla Touggourt Constantine

Taux d’humidité % 89.66+5.002 84.8+3.993 67.4807+7.213

Nous constatons que I’huile essentielle d’O.basilicum L. minimum de la région de
Constantine enregistre un rendement de 1’ordre de 0.1419 % avec un taux d’humidité de
55.855 %. (Tableau 11)

La comparaison des rendements et taux d’humidité entre les deux variétés investies est
illustrée par le tableau 11. La variété O.basilicum L. gratissium enregistre le maximum en
huile essentielle avec un rendement de (1,145 %) par rapport a I’autre variété : O.basilicum L.

minimum, qui présente un rendement de (0.1419 %).
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Tableau 11: Valeurs de rendement et taux d’humidité des deux variétés dans la région

de Constantine.

Variété Rendement Taux d’humidité
O.basilicum. L gratissium 1.145+0.0036 67.4807+7.213
O.basilicum L. minimum 0.1419+0.00026 55.855+2,11528371

5- Conclusion :
Dans la présente étude, les rendements en huile essentielle obtenus montrent bien des
fluctuations chez les deux variétés de basilic. Ces variations dépendent de plusieurs
paramétres, a savoir paramétres morphologiques, paramétres de précocité, paramétres de rendement

et taux de mortalité. [41].

Ce constat est conforme a ce qui est rapporté dans la littérature, a savoir que les
différences existantes entre les rendements d’extraction obtenue pour les variétés poussant
dans différentes régions d’études sont liées aux facteurs climatiques (chaleur, froid, stress
hydrique), géographique (altitude, nature du sol, taux d’exposition au soleil) et génétique

croisement naturel [40].
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Chapitre IV L’évaluation de l'activité antioxydante

Actuellement une grande diversité des méthodes analytiques est disponible pour la
détermination de la capacité antioxydante. Dans notre étude, 1’activité antioxydante des huiles
essentielles est évaluée par deux méthodes : le test de la réduction du radical libre du DPPH et

le test de réduction du fer (FRAP).

1- Test de réduction du radical stable, DPPH :

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, Cette couleur disparait en
présence d’antioxydant lorsque le DPPH est réduit, passant au jaune pale du groupe pécryl ; et
l'intensité¢ de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu a donner des protons [55]. Le suivi de la décoloration est réalisé par

spectrophotométrie UV-Visible a 517nm. [S6-58]

Mode opératoire :

L’activité antioxydante de I’huile essentielle des deux variétés d’O.basilicum L. a été
mesurée par la méthode décrite par B. Arachana et al (2005) et N.T. Dung et al (2008)
[59][60].

Un volume de 100 pl des différentes dilutions des huiles essentielles ont été
mélangés avec 3 ml de la solution d’éthanol de DPPH’ de 0.004 % (p/v) dans des tubes a essai
secs. Le mélange réactionnel a été agité vigoureusement et incubé 30 min a une température
ambiante et a I’obscurité. L'absorbance a ét¢é mesurée a 517 nm. Le controle négatif est
composé de 100 pl d’éthanol et de 3 ml de la solution de DPPHe. Le controle positif est
représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’absorbance de I’acide ascorbique
(antioxydant de référence) est mesurée dans les mémes conditions que celles des huiles

essentielles.

2- Résultats et Discussion :

La capacité de I’antioxydant a piéger le radical libre est estimée en pourcentage de
décoloration du DPPH en solution dans I’éthanol. Le pourcentage d’inhibition a été déterminé

selon 1’équation suivante :

1%= [AbS contrdle™ Abs échantillon /Abs contrﬁle] x 100
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Abs : Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm.

La variation du pouvoir de réduction en fonction de la concentration de I’huile
essentielle et de la vitamine C, nous permet de calculer le parameétre CEsy. La CEsy qui est
définie comme étant la Concentration de 1’huile essentielle (ou de la vitamine C) nécessaire
pour réduire 50 % des radicaux libres dans le milieu réactionnel. Plus la valeur de CEs est
basse, plus ’activité antioxydante est élevée, et vice versa. [61] [62]

Les valeurs moyennes de la CEsy ont été calculées graphiquement a partir de trois
essais sé€parés ou l'abscisse est représentée par la concentration des composés testés et
I'ordonnée par le pouvoir de réduction en pourcentage [63].

Les résultats obtenus pour la premiere variété¢ (O.basilicum L. gratissium) sont

représentés sous forme de droite dans les figures 19 a 21 suivantes :
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R’= 0,99841

80

70 4

60

%%

50

40 S

30

T I T I T I T I T I
0 200 400 600 800 1000
C(ug/ml)

Figure 19 : Activité antioxydante d’O.basilicum L. gratissium de la région d’Ouargla.
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Figure.20 : Activité antioxydante d’O.basilicum L. gratissium de la région de Constantine.
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Figure 21 : Activité antioxydante d’O.basilicum L. gratissium de la région de Touggourt.
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Figure 22 : Activité antioxydante de I’acide ascorbique.

D’apres les courbes illustrées dans les figures ci-dessus, nous montrons que tous les

extraits testés sont capables de neutraliser le radical DPPH* au cours du temps et en fonction

de la concentration des antioxydants. L’activité antioxydante de nos huiles essentielles est
exprimée en CEso. Pour chaque huile, la CEsy est déduite de la droite d'étalonnage

correspondante (Tableau 12).

Tableau 12 : Valeurs des CEs, des huiles essentielles et de 1’acide ascorbique

HE Ouargla HE constantine HE Touggourt Acide ascorbiqlle

CEso (pg/ml) | 320.96+0.0969 128.84+0.0453 554.96+0.0526 70.63+0.0739

Comme figurant dans le tableau 12 I’acide ascorbique (Antioxydant de référence,
figure 22) a montré une activité antioxydante forte (CEso=70.63pg/ml), suivi par nos huiles
essentielles avec I’ordre suivant : Huile essentielle d’O.basilicum L. gratissium de la région
de Constantine (CEs0:128.84 pg/ml), suivie de celle de la région d’Ouargla (CEso0:320.96
ug/ml) et enfin celle de la région de Touggourt.

Les résultats obtenus pour la deuxiéme variété¢ (O.basilicum L. minimum) sont

représentés sous forme de droite dans la figure 23 suivante :
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Figure 23 : Activité antioxydante d’O.basilicum L. minimum de la région de Constantine.

Pour I’O.basilicum L. minimum, la CEs, est de 1’ordre de 528.081+0.258 pg/ml. Cette
valeur est plus élevée par rapport a celle de I’acide ascorbique, ce qui nous donne le pouvoir
antioxydant le plus faible par rapport aux huiles essentielles de la variété O.basilicum L
gratissium.
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Figure 24 : Valeurs du CEs pour les quatre huiles essentielles et 1’acide ascorbique.
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3- Test de réduction du fer (FRAP) :

Mode opératoire :

Dans un premier temps, une solution tampon (acide acétique/acétate de sodium) a

300 mM a pH=3.6 est préparée.

Le réactif TPTZ a 10 mM, dilué dans ’HCI a 40 mM, est préparé extemporanément.
Le deuxieme réactif FeCl; et 25 ml de solution tampon. Cette solution doit E&tre

impérativement conservée dans un bain a 37 °C.

Le protocole qui suit est basé sur la méthode mise au point par Benzie ef al [9], qui a

subi quelques modifications [64].

Le test consiste a mélanger, dans des tubes a hémolyse en verre, un volume de 100 pl

de différentes dilutions d’huiles essentielles avec 2.8 ml de la solution FRAP.

L’absorbance est mesurée a 593 nm aprés avoir laissé incuber la réaction a 1’obscurité

pendant exactement 30 min.

La droite d’étalonnage est établie a partir des absorbances lues pour la gamme de

solution d’acide ascorbique utilis¢ comme composé¢ de référence. Elle est de la forme:
Abs = ax[Fe(I)-TPTZ] + b

Chaque extrait est testé, et 1’absorbance qui en découle permet de déterminer sa

concentration, en ug d’équivalent Fe(II)-TPTZ en utilisant les formules suivantes :

Concentration en pg d’Eq Acide ascorbique = Abs—b

«a» : représente la pente, « b » : I’ordonnée du droit étalon.

La droite d’étalonnage d’acide ascorbique (Figure 25) est réalisée pour des concentrations de

10 a 100 pg/ml.
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Figure 25 : Droite d’étalonnage d’acide ascorbique dans le test de FRAP.

Les résultats de 1’absorbance des huiles essentielles des deux variétés étudiées sont

représentés dans le tableau 13. Nous constatons que la capacité réductrice est proportionnelle

a ’augmentation de la concentration.

Tableau 13 : Absorbances obtenues pour chaque huile essentielle par la méthode de FRAP.

Nain compact

C (ug/ml)
20
100
200
300
500

Grand vert
A HE ouargia A HE constantine A HE 1ougg0un
0.248+0.002  0.456+0.026  0.216+0.0011
0.401+0.012  0.595+0.016  0.270+0.006
0.590+£0.006  0.625+0.001 0.313+0.019
0.718+0.017  0.760+0.005  0.656+0.020
0.796+0.036  0.839+0.009 0.735+0.007

A HE constantine
0.228+0.009
0.289+0.010
0.380+0.014
0.661+0.005

0.776+0.008
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Figure 26 : Activité antioxydante des différentes huiles essentielles de deux variétés

par la méthode de FRAP.

Selon les résultats illustrés par la Figure 26 pour les différentes concentrations des
huiles essentielles des deux variétés, nous observons que ’activité antioxydante augmente
avec la concentration utilisée. L’huile essentielle de la variété d’O.basilicum L. gratissium
(grand vert) issus de la région de Constantine a concentration 0.5 mg/ml présente la valeur la
plus ¢levée (80.539 pg d’Eq AC/ml). Pour les autres régions Ouargla et Touggourt on a
observé a la méme concentration un maximum d’activité (78.46 et 74.21 pg d’Eq AC/ml

respectivement).
Le pouvoir antioxydant augmente avec la concentration de I’huile essentielle de la
variété¢ d’O.basilicum L. minimum (nain compacte) issue de la région de Constantine, la

valeur la plus élevée (74.315 ug d’Eq AC/ml) est obtenue a la concentration 0.5 mg/ml.

Plusieurs essais ont été réalisés pour la mesure de 1’activité antioxydante des huiles

essentielles des deux variétés de la plante investiguée, y compris le test de DPPH et de FRAP.
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Les capacités antioxydantes des huiles essentielles de la plante étudiées ont été
déterminées et comparées a Dactivité antioxydante du composé¢ de référence: 1’acide
ascorbique.

Dans le test de FRAP la réduction du complexe ferrique-tripyridiltriazine a sa forme
colorée ferreux est évaluée en présence d’antioxydant. On utilise ce dosage pour confirmer les
résultats obtenus par la méthode de DPPH.

L’huile essentielle de I’O.basilicum L. de la région de Constantine montre un pouvoir
important a piéger le radical DPPH avec la valeur de CE5y de 128.84+0.0453 png/ml suivi par
I’huile essentielle de la région de Ouargla avec la valeur de CEsy de 320.96+0.0969, on peut
dire que les huiles de Constantine et d’Ouargla ont une activité moyenne par rapport a
I’activité d’acide ascorbique (CEsp= 70.963+00739 pg/ml).

Pour les autre huiles essentielles on a trouvé que 1’huile essentielle d°O.basilicum L.
gratissium de la région de Touggourt et I’huile essentielle d’O.basilicum L. minimum de la
région de Constantine présentent la méme activité avec les valeurs de CEsy suivantes :
554.96+0.0526 et 528.081+ 0.258 pg/ml respectivement, cette activité est faible par rapport a
I’activité d’acide ascorbique.

Ces résultats ont été confirmés par la méthode de FRAP, puisque nous avons montré
que I’huile essentielle de 1’O.basilicum L. gratissium de la région de Constantine présente la
valeur la plus élevée (80.539 ug d’Eq AC/ml) donc I’activité la plus importante suivie par
celle de la région d’Ouargla (78.46 pg d’Eq AC/ml). En effet, I’huile essentielle
d’O.basilicum L. minimum de la région de Constantine et 1’huile essentielle d’O.basilicum L.
gratissium de la région de Touggourt possedent des activités pareilles avec des valeurs tres
proches (74.315 et 74.21 pg d’Eq AC/ml respectivement) a la concentration 0.5 mg/ml.

L. Hadj Khelifa et a/ ont trouvé que 1’huile essentielle du basilic grand vert de la région d’Ain
Defla présente une activité forte (83.54 pg/ml) comparée a nos résultats.

L’activité antioxydante des huiles essentielles étudiée est peut étre liée aux composés
majoritaires qui sont principalement les monoterpenes (o, B-pinéne, myrcene, ocimene et o-
terpinéne...etc.) et les sesquiterpénes (B-bisaboléne et P-farnéséne...etc.). Ces composés
présentent des propriétés antioxydantes importantes. En outre, les huiles essentielles riches en
composés oxygénés (linalol, eugénol, géraniol, bornéol et a-terpinéol...etc.) ont une activité
antioxydante plus marqué que celle a terpene hydrocarboné [65], ce résultat est confirmé par
le travail de S. Lee et al [34] qui ont prouvé que I'eugénol, carvacrol et 4-allylphénol

montrent une forte activité antioxydante par rapport aux autres constituants.
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Le travail d’O. Politeo et ses collaborateurs [S1] sur la comparaison de la composition
chimique des aglycones volatiles avec celle de I’huile essentielle révélée pour des composés
communs : eugénol, chavicol, linalol et a-terpinéol, 1’évaluation de 1’activité antioxydante de
ces composeés a ¢té testée par les mémes méthodes que nous avons utilisées. Le test DPPH
montre que 1’aglycone a donné une bonne activit¢ antioxydante par rapport a 1’huile
essentielle et ’antioxydant BHT mais inférieur a celle de 1’eugénol. Les résultats obtenus par
le test FRAP montrent que I’activité anti oxydante de ces composés est moins efficace que
I’huile essentielle et BHT.

Au vu des résultats obtenus dans ces essais, il est clair que I’interaction d’un
antioxydant avec le DPPH dépend de sa structure chimique [66]. On remarque aussi que cette
activité¢ differe selon le test utilisé. Ainsi, T. Michel [67], a montré que plus le temps
d’extraction et le nombre de cycles d’extraction augmentent, plus la capacité antioxydante des
huiles augmente. De méme que C. Dabire et al [50] ont trouvé que 1I’Activité antioxydante
varie au cours du séchage, I’huile essentielle obtenue a partir du matériel végétal frais
présente I’activité antioxydante la plus €levée, avec environ 170 mg d’EAA/ml. Mais cette
activité diminue fortement en fonction du temps de séchage des feuilles. Il est important de
noter le fait que dans le test de FRAP, toutes les substances réduites réagissent dans le milieu
réactionnel [68]. Par ailleurs, D’activit¢ antioxydante dépend non seulement de la

concentration, mais également de la structure et la nature des antioxydants [69].
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Conclusion générale

Un grand nombre de plantes aromatiques contiennent des composés chimiques ayant
des propriétés antioxydantes. Plusieurs travaux de recherche ont été focalisés sur les huiles
essentielles extraites de ces plantes aromatiques.

Les différents résultats publiés indiquent qu’elles sont douées de plusieurs propriétés
biologiques. Cependant, les travaux de recherche sur les propriétés antioxydantes de certaines
plantes sont rares. Par conséquent, I'évaluation de telles propriétés demeure une tiche
intéressante et utile, en particulier pour trouver de nouvelles sources d’agents antioxydants
naturels. Dans ce contexte, nous avons essayé d’évaluer in vitro D’activité antioxydante, de
I’huile essentielle extraite d’une plante connue par ces effets thérapeutiques : I’Ocimum
basilicum L.

Avant I’évaluation de I’activité antioxydante, nous avons déterminé la composition
des huiles essentielles des deux variétés locales de basilic, le basilic grand vert (Ocimum
basilicum L. gratissium) et le basilic nain compact (Ocimum basilicum L. minimum) par CPG.
Les résultats obtenus démontrent que 1’Ocimum basilicum L. gratissium comporte les
composés majoritaires suivants :

L’eucalyptol (1.802 %), linalol (27.713 %), méthyle chavicol (26.032 %) et le géranial
(2.924 %), alors que 1’eucalyptol (3.11 %), acétate de linalol (30.46 %) et carvacrol (6.04 %)

ont été les composés majoritaires d’Ocimum basilicum L. minimum.

Les deux variétés d’Ocimum basilicum L. ont été cultivées dans trois régions :
Constantine, Ouargla et Touggourt. La culture d’Ocimum basilicum L. gratissium a réussi
dans les 3 régions d’études, par contre la variété d’Ocimum basilicum L. minimum a connu
des difficultés pendant la durée du cycle de croissance dans les deux régions : Ouargla et

Touggourt, et sa culture était un succes dans la région de Constantine.

L’extraction de I’huile essentielle de la partie aérienne d’Ocimum basilicum L.
gratissium et minimum, a été réalisée par hydrodistillation. Le rendement a été calculé pour
les deux variétés dans les régions étudiées, pour 1’Ocimum basilicum L. gratissium le
rendement été voisin de 0.511+0.0061 % issu de la région d’Ouargla et de 0.635+0.0015 %

pour la région de Touggourt et pour la région de Constantine le rendement été de

46



1.145+0.0036 %. Pour la variété d’Ocimum basilicum L. minimum, 1’étude a été effectuée

pour une seule région (Constantine), I’extraction a fourni un rendement de 0.1419+0.00026 %

L'activité antioxydante in vitro des huiles essentielles a été évaluée par deux méthodes
différentes. La méthode de réduction du DPPHe et la méthode de FRAP qui nous ont permis
respectivement d’étudier I’activité antioxydante de ses huiles essentielles de Ocimum
basilicum L..Ces derniéres ont réduit le radical DPPHe avec des différentes valeurs de CEs :
320.96+£0.0969ug/ml pour 1’Ocimum basilicum L. gratissium de la région d’Ouargla,
554.96+0.0526g/ml pour le basilic grand vert de la région de Touggourt et 128.84+0.0453
ug/ml pour I’Ocimum basilicum L. gratissium de la région de Constantine et pour 1I’Ocimum
basilicum L. minimum de la région de Constantine il a présenté une valeur de 528.081+0.258
pg/ml. La méthode de FRAP nous a permis de confirmé nos résultats obtenus avec les
meilleures valeurs pour les concentrations suivantes : pour I’Ocimum basilicum L. gratissium
de la région de Constantine (80.539 ng d’Eq AC/ml), I’Ocimum basilicum L. gratissium de la
région d’Ouargla (78.46 ng d’Eq AC/ml) et I’ Ocimum basilicum L. gratissium de Touggourt
(74.21 pg ’Eq AC/ml) et (74.315 pg d’Eq AC/ml) pour Ocimum basilicum L. minimum a la

concentration 0.5 mg/ml.

De nos jours, la médecine moderne utilise les vertus thérapeutiques des huiles
essentielles et de leurs constituants. En effet, de nombreux composés volatils sont aujourd'hui
des ingrédients courants des préparations pharmaceutiques. Afin de bien mettre en évidence
une relation plus significative et plus concrete entre les activités biologiques et la composition
chimique des plantes aromatiques et médicinales, 1’utilisation des techniques d’analyse

chimiques et biologiques plus développées s’impose.
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Résumé :

Ce travail fait partie des objectifs de recherche du laboratoire BioGéoChimie des
milieux désertiques : la valorisation des plantes aromatiques et médicinales des milieux
désertiques.

Dans notre étude, on s’intéresse a 1’étude de la composition et 1’activité antioxydante
des huiles essentielles de deux variétés d’Ocimum basilicum L ; Ocimum basilicum L.
gratissium et Ocimum basilicum L. minimum, cultivées dans trois régions : Constantine,
Ouargla et Touggourt.

L’analyse des huiles essentielles des deux variétés de la région de Ouargla par CPG
donne les chémotypes suivants : linalol-méthyle chavicol pour I’Ocimum basilicum L.
gratissium, et I’acétate de linalol pour I’Ocimum basilicum L. minimum.

L’activité antioxydante, des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation, a été
¢valuée par la méthode de réduction du DPPHe. Les valeurs de la CEsy de 1’O.basilicum L.
gratissium sont 320.96+0.0969 pg/ml pour la région d’Ouargla, 554.96+0.0526 pg/ml pour la
région de Touggourt et 128.84+0.0453 ng/ml pour la région de Constantine. Quant a la variété
I’O.basilicum L. minimum de la région de Constantine; une valeur de 528.081+0.258 pg/ml a
¢té obtenue. La méthode de FRAP nous a permis de confirmer ces résultats.

Mots clés : Huiles essentielles, O.basilicum L. gratissium, O.basilicum L. minimum, CPG,
rendement, activité antioxydante.

D pRSe

gl el s (3 adall g 4kl SUL el gl el Ghlal) sbaSporsadl 12 CIal a e my fanll 1

: Ocimum basilicum. L i o (85 i) gl 50080 50l aladl 5 ol sSU anl)y Lad s Ules (3
il gble & & e gy0 Ocimum basilicum L. minimum s Ocimum basilicum L. gratissium
L) g Al

A 25 W) el (CPG ) (5 shall Lilesilag S alanlyy sy dilass n cpogdll 3L gl LS
Ocimum J acétate de linalol s Ocimum basilicum L. gratissium - linalol-méthyl chavicol
.basilicum L. minimum

w3 . DPPHe J bYWl ai o cod sl jlny plaidll 3b e Lerde hamal) 2wl Y1 gl 3085 B5liall aftad)
aliy, bl /g 320.9620.0969 & O.basilicum L. gratissium ¢ 5l CE;
el ULl aikd /el S 128.8440.0453 5 i ikl efaley Se 554.96+0.0526
<« FRAP a3 .528.081+0.258 pg/ml aedl bl ab alard aibdd & O.basilicum L. minimum
Lele ol il Sy W

o)l Wil 25y S ¢ O.basilicum L. minimum « O.basilicum L. gratissium )b & 1deied) LIS

S 33lias AIab (3930 ¢ 31N




