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E/Z : l'isomérisation photochimique d'une double liaison est a l'origine du processus de la
vision.

f : fraction.

GN : Gélose Nutritive.

H (%) : Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans la matiére végétale.
HE:11 : huile essentielle de I’été des feuilles.

HE1> : huile essentielle de 1’été des fleurs.
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HE>: : huile essentielle de I’automne des feuilles.
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HE31 : huile essentielle de 1’hiver des feuilles.

HE3> : huile essentielle de 1’hiver des fleurs.

I % : Pourcentage D’inhibition.

IFRA : International Fragrance Association.

ISO : I'Organisation internationale de normalisation.
IR : spectre infrarouge.

L : Le grand nomenclateur Linné.

mf : masse du matériel végétal frais en gramme (g).
MH : La gélose Mueller Hinton.

m(HE) : masse d’huile essentielle obtenue en gramme (g).

m(MS) : masse de matériel végétal sec utilisé en gramme (g).

ms : masse du matériel végétal séché en gramme (g).
NIST: National Institute of Standards and Technology.
R : Rendement exprimé en pourcentage (%).

Ry : facteur de rétention
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ROS : Reactive Oxygen Species.
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Introduction générale

L’Algérie présente une situation géographique lui permettant de jouir d’une grande
variation climatique a laquelle s’ajoutent des ressources hydriques. Ces ressources naturelles
sont importantes pour son €économie et pour le maintien de 1’équilibre écologique de plusieurs
régions notamment celui d’Ouargla. Parmi ses richesses ont cite les plantes aromatiques, telles
que les variétés du basilic. Elles ont une aptitude a synthétiser de nombreux métabolites
secondaires en réponse aux stress biotiques et abiotiques qu’elles peuvent subir. Ces

métabolites secondaires possedent diverses propriétés biologiques.

Le basilic est une plante aromatique et médicinale, connu pour ses effets thérapeutiques
comme le traitement des affections respiratoires, céphalées et ulceres. Il constitue une
importante source d’huiles essentielles riches en mono- et sesquiterpénes, et doué de diverses

activités biologiques : antimicrobienne, antifongique, antiseptique....

A T’heure actuelle, Plusieurs études comparatives sont effectuées sur la composition des
huiles essentielles du basilic cultivé a Ouargla (entre les différentes variétés et différentes
régions).

Dans le but d’assembler tous les facteurs influents sur la composition des huiles
essentielles du basilic et compléter des travaux antérieurs, nous avons orienté notre travail vers
I’étude de I'influence des parties et des saisons sur la qualité, la quantité et la composition des

différentes essences du basilic grand vert cultive a Ouargla.
Notre étude se divise en deux parties :
La premiere partie consacrée a I’étude bibliographique est divisé en deux étapes :
» La premiere est dédiée a des généralités sur les huiles essentielles
» La deuxiéme est consacrée a la plante Ocimum basilicum L.
La deuxiéme partie représente la partie expérimentale scindée en 3 chapitres :
» Chapitre | : Matériel végétal et extraction des huiles essentielles.
» Chapitre 1l : Les méthodes de séparation (CCM, CC).
» Chapitre III : Evaluation de I’activité biologique des HE de la plante étudiée.

Pour terminer, une conclusion générale sur I’ensemble de cette étude ainsi que des perspectives

ont été élucidées.
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1.

GENERALITES SUR LES HUILES ESSENTIELLES

1.1. Définitions

Les définitions suivantes proviennent des pharmacopées francaises et européennes, des

normes AFNOR et ISO, ainsi que de 1’Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Produits de
Santé (AFSSAPS) et du code de la santé publique. [1]

+* Huile essentielle

« L’huile essentielle est un produit odorant, généralement de composition complexe,

obtenu a partir de matiére végétale botaniquement définie :

Soit par entrainement a la vapeur (le plus fréequent).

Soit par distillation séche, (quelques cas, dont I’huile essentielle de cade utilisée en
dermatologie).

Soit par procédé mécanique approprié sans chauffage des agrumes (uniquement pour
le genre Citrus).

La matiere premiere vegétale utilisée peut étre fraiche, flétrie, seche, entiere,

pulvérisée, a l’exception des fruits du genre Citrus qui sont traités a l’état frais.

L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé

physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition.». [1]

1.2. Propriétés physiques générales :

Les huiles essentielles forment un groupe relativement homogene quant a leurs

propriétés physiques :

Ce sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluides (assez mobiles a
quelques exceptions pres : huile essentielle de santal est trés visqueuse ; celle de rose et
de gaiac sont parfois d’aspect butyreux), voire rétinoide, trés odorantes.

Elles se distinguent des huiles fixes et des principaux lipides en ce sens qu’elles se
volatilisent sous 1’action de I’air et de la chaleur.

La coloration varie de 1’incolore au brun clair ; ’huile de matricaire est bleu-vert, de
méme que celle de patchouli.

La densité est en général inférieure a celle de 1’eau (de 0,750 a 0,990) sauf pour les
huiles essentielles de cannelle, girofle, sassafras ; la plus dense étant 1’huile essentielle
de wintergreen (d=1.187).
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- Le point d’ébullition est toujours supérieur a 100 °C.

- Elles ont un indice de réfraction élevé, le plus souvent, sont douées de pouvoir rotatoire.

- Les huiles essentielles sont solubles dans les graisses et les solvants apolaires, la
solubilité est plus ou plus ou moins grande dans les alcools a différents titres ; il y a une

trés 1égére solubilité dans 1’eau.[1-3]

1.3. Propriétés chimiques

Les huiles essentielles s’oxydent a la lumiére et se résinifient en absorbant de I’oxygene
en méme temps que leur odeur se modifie, leur point d’ébullition augmente, leur solubilité
diminue. Elles absorbent le chlore, le brome, 1’iode avec dégagement de chaleur. Elles peuvent

se combiner a I’eau pour former des hydrates. [2]

Elles ont un indéniable pouvoir de pénétration percutanté qui est objectivé par le fait
qu’un individu qu’on frictionne a I’euclyptol présente, quelques instants apres, une haleine tres

odorante. [2]

1.4. Obtention a partir de la plante

1.4.1. Identification botanique

La connaissance de ’origine botanique de la plante destinée a 1’obtention de son huile
essentielle est nécessaire aussi bien pour les applications futures, en parfumerie, en cosmétique,
en pharmacie et méme en agroalimentaire. L’identité de la matiére premiere initiale (plante ou
partie de plante) est indispensable pour la tracabilité et pour éviter les éventuelles fraudes.

L’identification est effectuée par le fournisseur qui doit présenter un certificat d’analyse. [1]

Grace a une étude rigoureuse de ses caracteres macro- et microscopiques, on signalera, pour la
plante étudiée, d’abord le nom de la famille, puis son genre et enfin son espéce. Il ne faudra pas

oublier de noter, a la suite, le nom du premier botaniste descripteur de cette plante. [1]

1.4.2. Partie de la plante utilisée

L’huile essentielle se trouve dans des cellules sécrétrices spécifiques. Ce sont des
structures histologiques specialisées servant a leur synthese et a leur stockage. Les cellules

sécrétrices sont rarement a 1’état isolé, mais plus souvent regroupées dans des poches
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(Myrtacées, Rutacées), dans des canaux sécréteurs (Apiacées, Composées) ou dans des poils

sécréteurs (Lamiacées). Ces cellules sont le plus souvent a la périphérie, des organes extérieurs
de la plante. [1]

La partie de la plante (feuilles, fleurs, tiges, ..) utilisée pour obtenir les huiles essentielles

doit étre précisée, soit pour des questions de rendement, soit parce que la composition chimique

de la partie considérée conduira a une application spécifique tres intéressante. [1]

1.4.3. Conditions optimales de cueillette

Les différents paramétres suivants doivent étre considérés :

- Lapériode de I’année. Par exemple pour les labiées, le plus souvent, pendant la période de

floraison.

- La plante doit contenir le moins d’impureté possible. Par exemple, la terre, la poussiere,

les pesticides et les herbicides doivent étre éliminés.

Il faut éviter les proliférations microbiennes et fongiques au cours de la conservation, et

ainsi éviter les activités enzymatiques non souhaitées.

Enfin, les conditions climatiques, géographiques et agronomiques pourront intervenir sur

la composition chimique de I’huile essentielle. [1]

Cette variation peut étre due a des nombreux facteurs, dont nous citons les plus importants :

Facteurs influengant la

composition
I 1
[ 1
Intrinséque Extrinséque
111 I |
| | | | | | |
I'origine le cycle les facteurs le procédé la lumiére et les problémes la nature du
botanique végétatif génétiques d'obtention température phytosanitaires sol
| T | ———
les les les les enrléini s
hybridations mutations chimiotypes maladies animaux

Figure 01 : Facteurs de variabilité des huiles essentielles. [4]
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1.5. Composition chimique

Il est généralement admis que les constituants des huiles essentielles sont répartis en

trois groupes :

- Le groupe des terpénoides (mono- et sesquiterpenes).
- Le groupe des phénylpropanoides.

- Le groupe des lipides, issus de la dégradation d’acide gras et de terpénes. [1]

1.5.1. Terpénoides
Dans le cas des huiles essentielles, seuls seront rencontrés les terpenes les plus volatils,
c’est-a-dire ceux dont la masse moléculaire n’est pas trop élevée: monoterpenes et

sesquiterpenes sont les plus présents. [4-5]

= Monoterpénes CioHis: sont des hydrocarbures aliphatiques, saturés ou insaturés. Ils
peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques. 1ls constituent parfois plus de 90

% de I’huile essentielle. [1]
La réactivité des cations intermédiaires justifie I’existence de nombreuses molécules

fonctionnalisées :

- Alcools : acycliques (linalol), monocycliques (menthol), bicycliques (bornéol).
- Aldéhydes : le plus souvent acycliques (citronellal, néral, géranial).

- Cétones (menthone, camphre)

- Esters (acétate de linalyle)

- Ethers ou oxydes (1,8-cinéol ou eucalyptol)

- Phénols (thymol, carvacrol)

- Peroxydes (ascaridole). [6]

0099 MY

Myrcene Linalol Limonene e-Terpinéne Pulegone Sabinéne

Figure 02 : Exemples de structures de monoterpenes rencontrés dans les huiles essentielles.

Page 6



Synthese bibliographique

= Sesquiterpénes CisH24: sont 1’objet de nombreuses cyclisations, de réarrangements,
d’oxydation conduisant a un trés grand nombre de structures. Celles-Ci peuvent se présenter

sous forme de lactones facilement allergisantes. [7]

p-Caryophylléne Carotol a-Humuléne Germacrene A

Figure 03 : Exemples de structures de sesquiterpénes rencontrés dans les huiles essentielles.

1.5.2. Composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (Ce-C3) sont beaucoup moins fréquents que les
précédentes. Treés fréquemment, il s agit d’allyles et de propénylphénols, parfois des aldéhydes,
caractéristiques de certaines huiles essentielles, telle celle du girofle (eugénol). On peut
également rencontrer dans les huiles essentielles des composés en (Ce-Cy), plus rares, tel le
safrole. [5]

[©) H /

/CH3 HO

o

OH O~ ~
Vanilline Anéthol Eugénol

Figure 04 : Exemples de structures de composés aromatiques rencontrés
dans les huiles essentielles.

1.5.3. Autres composés des HE

Compte tenu de leur mode d’extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de
I’hydrodistillation, carbure : acide (C3 a C10), alcools, aldéhydes (octanal, décanal...), esters,

lactones, produits azotés soufrés. [5]
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1.6. Procédés d’obtention

» Entrainement a la vapeur d’eau
La plupart des huiles essentielles sont obtenues par distillation et entrainement a la vapeur

d’eau (80 % des cas) trois variantes sont possibles selon la texture et la fragilité de la matiere a

traiter. [5]

= L’hydrodistillation simple (figure 05), consiste a immerger directement le matériel végétal
a traiter dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite portée a ¢bullition. Les vapeurs
hétérogenes sont condensées sur une surface froide et I’'HE se sépare par différence de
densite. [6]

Thermometre

P

(Ficre) Tste de colonne
T IEI / Rafrigégrant & eau
/ Allonge de

L%:{J:::{}‘_—‘ distillation
N

T——
FPince Pampe
Eallon -
-t X —
— Eau wide
Fince —_—

= =
%{\,/"’:‘;’-‘ Flacon —
= recuparateur

Figure 05 : Dispositif de I'nydrodistillation.

» Ladistillation a vapeur saturée, (figure 06) : le végétal n’est pas en contact avec I’eau : la
vapeur d’eau est injectée au travers de la masse végétale disposée sur des plaques perforées.
Pour raccourcir le temps de traitement, limiter I’altération des constituants de 1’huile

essentielle et économiser 1’énergie. [6]

~ ]
Boarillad Plan { ) o
il SR S W=
Kosiclunl .".. @ A\ | L
W a — L —==
i [y | |
\T—= — 18
] L, | A Ty
F, | ..'r LY
Tamerizal il T R S

Figure 06 : Dispositif de la distillation a vapeur saturée.

Page 8



Synthese bibliographique

» L’hydrodiffusion consiste a pulser de la vapeur d’eau a trés faible pression (0,02-0.15 bar)
a travers la masse végétale, du haut vers le bas. La composition des produits obtenus est
qualitativement sensiblement différente de celle des produits obtenus par les méthodes

classiques. Le procédé permet un gain de temps et d’énergie. [6]

Figure 07 : Dispositif de 'hydrodistillation (a gauche) et I’entrainement a la vapeur

(a droite) au laboratoire.

» Par expression des épicarpes de Citrus
Elle est employée uniquement pour les agrumes: le zeste qui contient de petites
vésicules d’essence est séparé du fruit puis soumis a I’action d’une presse. Le proceéde classique
consiste a exercer, sous un courant d’eau, une action abrasive sur la surface du fruit. Apres
élimination des déchets solide, I’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par

centrifugation. [2]

» Extraction par solvant
On dissout les principes aromatiques gras, les pigments, les résines de la plante fraiche
dans un solvant volatil dont I’évaporation laisse un résidu cireux, trés coloré, tres aromatique :
la concrete. Cette concrete purifiée par 1’alcool absolu, donne 1’absolue, qui n’est pas stricto
sensu une huile essentielle mais s’en rapproche beaucoup. On appelle rétinoide I’homologue de

la concréte obtenu a partir de plante seche. [2]

D’autres procédés comme la macération a chaud ou I’enfleurage, qui consistent a extraire
les principes aromatiques des plantes par des corps gras puis a les séparer des derniers par

dissolution dans 1’alcool, sont employés plus occasionnellement.[2]
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» L'hydrodistillation par micro-ondes sous vide
Dans ce procédé, la plante est chauffée sélectivement par un rayonnement micro-ondes

dans une enceinte dont la pression est réduite de

fagcon séquentielle : [l'huile essentielle est Réfrigéranta
air

entrainée dans le mélange azéotropique formé

Huile essentielle

avec la vapeur d'eau propre a la plante traitée
(sans ajout d'eau pour les produits traités en Phase acqueuse
frais). Tres rapide et peu consommateur
d'énergie, le procédé livre un produit qui, le plus
souvent, est de qualité supérieure a celle du

Décoction

produit d'’hydrodistillation traditionnelle (temps

de travail divisé par 5 a 10 et température plus
basse). [6]

Micro-Ondes =

Figure 08 : Dispositif de I’hydrodistillation
par micro-ondes.

» L’hydrodistillation par COz2 supercritique
Cette méthode a été développée au départ dans l'industrie agroalimentaire, par exemple,

pour le houblon afin d'améliorer les rendements Extraction par CO, supercritique

d'extraction. Le principe est d'utiliser le gaz

CO2 mis dans un état supercritique (Tc= 31°C, m - 3
Pc=74 bars).Ce type d'extraction permettra StuuaanO lqide  COPSE Chaiffage

du CG,
I'obtention sélective d'une molécule isolée ou

Condensateur Séparateur

dun ensemble de molécules, douées de F Edetin “’.
propriétés pharmacologiques intéressantes. Il
serait également possible d'utiliser ces derniéres | [ (02! etswercitioue

0 €0, 4 lélat supercritioua + extrait . ..
p . .. = \ | ED 4 '8lat gazeux $
dans des réactions chimiques d'hémi-synthéses I O, 3 (élat iuide et

pour l'obtention de molécules encore plus

performantes. [1], [6] Figure 09 : Schéma de I’extraction au COz
supercritique.

Les huiles essentielles sont présentes en petites quantités par rapport a la masse du végétal.[4]
Pour obtenir un kilogramme d'huile essentielle pure, il faut par exemple : une tonne de fleurs
de camomille, sept tonnes de feuilles de mélisse, une tonne de feuilles de verveine, quatre

tonnes de pétales de rose. [8]
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1.7.Conservation

Il va de soi que la relative instabilité des molécules constitutives des huiles essentielles
rend leur conservation difficile. Les possibilités de dégradation sont nombreuses, facilement
objectivées par la mesure des indices (peroxyde, réfraction), par la détermination des caracteres
physiques (viscosité, miscibilité a I'alcool, pouvoir rotatoire) ou par l'analyse en CPG. Les
risques sont multiples : photo-isomérisation (E —> Zanéthole), photo-cyclisation (citrals),
coupure oxydative de propénylphénols, peroxydation des carbures et décomposition en cétones
et alcools (limonene), thermo-isomérisation (citrals), etc. [6]. Ces dégradations pouvant
modifier les propriétés ou mettre en cause l'innocuité du produit, il convient de les éviter :
utilisation de flacons propres et secs en aluminium, en acier inoxydable ou en verre teinté
antiactinique, presque entierement remplis et fermés de facon étanche (I'espace libre étant

rempli d'azote ou d'un autre gaz inerte), stockage a I'abri de la chaleur et de la lumiére. [6].

1.8.Toxicité

Dans la mode actuelle des « produits naturels », il convient de ne pas utiliser ces
substances de fagon abusive car elles ne sont pas dénuées de toxicité dermique pour certaines
d'entre elles. En raison de leur utilisation en parfumerie, les organisations professionnelles
(IFRA : International Fragrance Association) ont édité un certain nombre de recommandations.
Les HE sont contre-indiquées chez les enfants de moins de trois ans et chez la femme enceinte

ou allaitante.

Les HE sont des mélanges complexes de substances plus ou moins actives et certaines
avec une toxicité qui peut étre importante. Les plus fréqguemment identifiées sont : I'eugénol
(carcinogéne), le bergaptene (photosensibilisant et irritant), le citral (irritant cutané), le farnesol
(irritant cutané). Le methyleugénol est principalement retrouveé dans I'essence de clou de girofle
(92%) mais aussi le basilic (6 %) et le niaouli (97 %). L'Afssaps dans une recommandation sur
les huiles essentielles dans les produits cosmétiques, a établi une liste de 26 produits
susceptibles d'entrainer des réactions allergiques de contact chez des personnes sensibilisées et

sur laquelle figurent : le citral, I’eugénol, l'isoeugénol, le géraniol et le citronellol. [9]
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1.9.1dentification

La chromatographie en phase gazeuse est la méthode la plus utilisée dans le domaine
des huiles essentielles. C'est une méthode de séparation des composés gazeux ou susceptibles
d'étre vaporisés par chauffage sans subir une décomposition :

% Chromatographie en phase gazeuse

Cette méthode d’analyse se distingue par la facilit¢ de mise en ceuvre, un temps
d'analyse assez court, la fiabilité des résultats et possibilité d'automatisation du processus ce qui
justifie sa bonne adaptation aussi bien a l'analyse qualitative qu'a I'analyse quantitative.
L'analyse des huiles essentielles, initialement réalisée sur des colonnes garnies, fait maintenant
uniquement appel aux colonnes capillaires, plus efficaces dans un temps plus court et donnant
des temps de rétention avec une plus grande précision. Pharmacopées et normes, tendent
d'ailleurs a généraliser la référence a des profils chromatographiques types obtenus en CPG. [6]

Gestion des
tempéeratures
et pressions

Injecteur | Détecteur

g o= ] =43k Oremategremms
- :[{!ﬁk, - Qrvmatoy

Emregistreur
r Intégrateur

-|= = |

g

w— Circuit gazeux = Connexion électrique

Gaz vecteur

Figure 10 : Schéma de fonctionnement d'une chaine chromatographique gazeuse.

La possibilité de coupler les chromatographes a divers spectromeétres (infra-rouge a
transformée de FOURIER, SM) augmente considérablement la quantité et la qualité des
informations obtenues. En CPG-SM, la comparaison informatique du spectre d'un pic inconnu
avec une ou plusieurs « librairies » de référence permet son identification (a condition que le
niveau de similitude des spectres, inconnu et référence, soit suffisant et que les indices de

rétention soient identiques, dans des conditions opératoires comparables). L'apparente facilité
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de la méthode ne doit pas faire oublier que, pour établir la structure d'un constituant inconnu,

I'idéal est de I'isoler pour en faire une analyse spectrale poussée (RMN). [6]

1.10. Activités biologiques
L'activité biologique d'une huile essentielle est liée a sa composition chimique, aux
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et

cétoniques) et a leurs effets synergiques.

Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des plantes
aromatiques et médicinales, en particulier leurs pouvoirs antifongiques, antibactériens,

antioxydants et insecticides.

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de deux activités :

antibactérienne et antioxydante.

= Activité antioxydante

Les oxydations et en particulier celle des lipides insaturés sont I'un des troubles majeurs
qui, en présence d'oxygene, peuvent intervenir soit dans la cellule elle-méme soit lors de la
préparation et de la conservation de produits utilisés par I'hnomme dans des domaines variés
comme l'agroalimentaire, la pharmacologie et la cosmétologie. Elles conduisent a la formation
de radicaux libres tres réactifs et a des dérivés toxiques souvent carcinogénes et dont certains

présentent des odeurs ou des saveurs désagréables. [10]

Les antioxydants sont des composés, naturels ou ajoutés, qui permettent de ralentir le
phénomeéne d'oxydation et apparaissent ainsi comme essentiels pour maintenir la qualité des
aliments riches en lipides et les protéger des oxydations. Un bon antioxydant doit présenter
plusieurs propriétés : efficacité a faible concentration, compatibilité physique et chimique avec

le substrat qu'il est censé protéger, absence de toxicité et de qualités sensorielles propres. [10]

On distingue trois types d’antioxydants : les antioxydants enzymatiques, les enzymes de
réparation, et les antioxydants non enzymatiques. Les substances naturelles dont les huiles

essentielles sont classées entant qu’antioxydants non enzymatiques. [11]

L’activité antioxydante peut étre primaire ou préventive (indirecte), cette derniere est
capable de retarder I’oxydation par des mécanismes indirects tels que la réduction d’oxygene.
Par contre les antioxydants a action directe sont capables de donner des électrons a 1’oxygéne

radicalaire afin qu’ils puissent le piéger, empéchant ainsi la destruction des structures
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biologiques. lls peuvent agir comme agents réducteurs capables de passer leurs électrons aux

ROS (les dérivés actifs de I’oxygene) et les éliminer. [11]

Quelques travaux ont rapporté que certaines huiles essentielles sont plus efficaces que les
antioxydants synthétiques. Les effets antioxydants des huiles essentielles et d’extraits des
plantes sont dus principalement a la présence des groupes d’hydroxyle dans leur structure

chimique. [10]

= Activité antibactérienne

La premicre mise en évidence de 1’action des huiles essentielles contre les bactéries a été
réalisée en 1881 par Delacroix. Depuis, les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles
et de leurs composants aient été largement étudiées par le passé. [5]

Leur spectre d’action est trés étendu, car elles agissent contre un large éventail de bactéries,
y compris celles qui développe des résistances aux antibiotiques. Cette activité est par ailleurs
variable d’une huile essentielle a 1’autre et d’une souche bactérienne a 1’autre. Elles peuvent
étre bactéricides ou bacteériostatiques. [12]

En laboratoire, l'activité des huiles essentielles peut étre montrée par I'élaboration d'un
aromatogramme par une technique similaire a celle de I'antibiogramme : des pastilles imbibées
d'huile essentielle sont déposées sur des blocs de géloses ou sont ensemencées de bactéries. On
observe, apres culture, le développement des bactéries autour des timbres imbibés d'huile
essentielle. Le non-développement de ces bactéries indique I'activité bactéricide de I'huile

essentielle en question. [8]

1.11. Utilisations

Les principales utilisations des huiles essentielles sont pharmaceutiques (soit en principe

actif, soit en excipient), cosmétiques, alimentaires, de loisir et industrielles. [7]
v En pharmacie

Les propriétés pharmacologiques de quelques huiles essentielles utilisées en thérapeutique
sont principalement les propriétés antiseptiques et antifongiques qui sont reconnues par les
autorités sanitaires. Différentes spécialités pharmaceutiques sont sur le marché. La tendance
actuelle serait I'utilisation bénéfique de cette activité antiseptique, notamment, pour purifier l'air
atmosphérique dans les centres de soins (hopitaux, clinique) et aussi dans les maisons

individuelles par diffusion d'huiles essentielles dans l'air. Des travaux récents soulignent
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I'apport bénéfique des huiles essentielles face aux infections nosocomiales bactériennes dont
les souches sont résistantes aux antibiotiques utilisés traditionnellement. Souvent, les huiles
essentielles sont rajoutées dans la formulation des spécialités pharmaceutiques, pour masquer
le mauvais go(t des médicaments et pour donner un caractére plus agréable a leur

consommation. [1]

v' En parfumerie

Les huiles essentielles, a I'état dilué, sont utilisées dans les parfums. Actuellement, ce sont
davantage les molécules de synthése qui entrent dans la composition tres complexe et
confidentielle mise au point par les grands parfumeurs. L'avantage des matieres premiéres de
synthese est qu'elles sont toujours disponibles, en n'importe quelle quantité et a des prix stables.
En revanche, les matiéres premieres d'origine naturelle restent onéreuses a cause,
principalement, du prix élevé de la main-d'ceuvre. Par ailleurs, la composition chimique des
huiles essentielles dépend principalement de leurs conditions d'obtention et des variations de

culture environnementales et climatiques. [1]

v" En cosmétologie

Les cosmétiques sont des produits du bien-étre et non des médicaments. Ils ne nécessitent
pas d'autorisation de mise sur le marché. Cependant, on peut constater des allégations
excessives sur les bienfaits thérapeutiques des produits cosmétiques par la présence d'huiles

essentielles incorporées. L'AFSSAPS reste tres vigilante sur cette pratique. [1]

v En agroalimentaire

Les huiles essentielles sont utilisées ici comme rehausseurs de godt et pour améliorer la
saveur des produits alimentaires élaborés. Depuis peu, les industriels ont souhaité I'utilisation
d'huiles essentielles comme conservateurs, au détriment des molécules de synthese classiques

couramment utilisées, telles que les parabénes. [1]

v Dans l'industrie chimique

L’huile essentielle est un mélange trés complexe. Il est possible d'isoler des molécules
d'intérét, soit pour un usage ultérieur en tant que produit naturel présent sous une seule forme
énantiomorphe, soit pour la réalisation d’hémisynthéses avec I'obtention finale de nouvelles
molécules, économiguement plus rentables que la synthese chimique classique qui présente des

rendements faibles au bout de nombreuses étapes réactionnelles.[1]
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2. GENERALITES SUR L’OCIMUM BASILICUM L.
2.1. Historique

Le Basilic commun ou Basilic romain, grand basilic '"
(Ocimum basilicum L.) est une plante connue en Asie depuis ] :
3000 ans, elle est originaire des Indes Orientales. Le mot
« basilic » vient du grec basilikon, qui signifie « royale ».

Ocimum a été décrit par ‘linnacus’ en 1753, genre de
plantes de la famille des Labiées (Lamiacées, Labiacées), dont

le nom vient du grec « o0za » qui signifie odeur.

Labiée sont en tres grande partie des plantes tres
aromatiques et riches en huile volatile, Elle est cultivée dans
les pays méditerranéens. Aujourd'hui dans tous les jardins, a
cause de l'odeur extrémement suave de ses feuilles et de ses

fleurs.

Au Moyen-age, on cultive le basilic que I'on utilise en

cuisine comme aromate. Il a longtemps été considéré comme

asilic commun. —
de ses propriétés insecticides. [13-17] Ocimum basilicum. [14]

une plante sacrée en Europe et en Inde probablement en raison Figure 11 : Le b

2.2. Systématique

Le basilic est une plante aromatique de la famille des Lamiacées. Elle est utilisée dans
plusieurs domaines : cuisine, médecine, horticulture, etc. Les parties les plus utilisées sont les

feuilles et les fleurs :
+ Position systématique du basilic selon Cronquist (1981)

Régne :  Plantae.
Division : Magnoliophyta.
Classe :  Magnoliopsida.

Ordre : Lamiales.
Famille : Lamiaceae.
Genre : Ocimum.

Espece :  Ocimum basilicum L., 1753. [18]
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2.3. Description

Le basilic, élément obligé de tout jardin
d'herbes, est une plante annuelle fragile
atteignant une hauteur de 30 a 60 cm,
selon les cultivars. On ne connait pas
avec certitude la région d'origine du
basilic, mais celui-ci est sans doute

indigene d'Afrique tropicale.

Les feuilles ont une forme, une couleur,
une saveur et un aréme qui varient selon
les cultivars. De maniére générale, elles
sont vert foncé et luisantes, parfois
pourpre violet chez certaines variétés.
leurs bords sont entiers ou dentés en
scie, et elles ont un arbéme
caractéristique a la fois chaud, épicé et
parfumé qui rappelle celui du girofle,

avec des notes piquantes.

Les fleurs sont blanches, parfois
teintées de violet pale, formant des épis
laches au sommet de la tige,
apparaissent de juin a septembre. Elles
sont trés petites (environ 6 mm de
longueur), disposées en verticilles

autour de la hampe.

La tige : dressée, tres-rameuse, légere-
ment velue, de 40 cm environ. Les
graines fines, oblongues, elles sont de
couleur noire. Ses racines sont pivo-
tantes, fibreuse, blanchatre. [19-21]

) 7 AT L
Z/‘c('l//)mm Ja z/mmz \.Z,.

)

Figure 12 : Aspect morphologique de
1’Ocimum basilicum L..
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2.4. Culture

= Le basilic préfére les sols légers, riches, bien drainés et Iégerement acides. Il peut tolérer
un pH de 4,3 a8,4. [19]

= La plante exige le plein soleil. Il faut bien arroser, mais éviter que le sol demeure saturé
d'eau. [19]

= Semer a l'intérieur, environ 6 semaines avant la date de la derniére gelée de printemps, a
une profondeur d'environ 6 mm. Garder le sol humide jusqu'a la germination, qui survient
au bout de 8 a 14 jours, mais éviter de trop arroser. Pincer le sommet des semis des qu'ils
atteignent une hauteur d'environ 15 cm, afin de stimuler la croissance et la production de

branches latérales. Ensuite, repiquer a I'extérieur lorsque tout risque de gel est écarté.
= Espacer les semis de 30 & 45 cm. [19]

= Le basilic toléere mal les températures inférieures a 5 °C (41°F). Il faut donc couvrir les

plants avec des cloches ou un tunnel de plastique, si la température baisse trop. [19]

= Pincer les hampes florales dés qu'elles apparaissent, afin que la plante continue de

produire de nouvelles feuilles. [19]

= Le basilic est sensible a la tache foliaire pendant les périodes trés humides, ou si le sol est
mal drainé. La plante est aussi sujette aux infestations de pucerons et de thrips. [17]

= Pour cultiver a l'intérieur, semer a faible profondeur, dans de petits pots bien drainés.
Placer les pots dans un endroit chaud et bien éclairé de la cuisine. Lorsque les premieres
feuilles véritables apparaissent, repiquer par touffes de 3 a 5 plants dans des pots de 10
cm, et placer les pots en plein soleil. Le basilic requiert au moins 5 heures de soleil par
jour, ou 12 heures d'éclairage artificiel. Cueillir les jeunes extrémités pour maintenir le

port buissonnant de la plante. [19]

2.5. Récolte et conservation

o Les feuilles peuvent étre cueillies séparément pendant toute la saison de végétation, mais

les jeunes plantes produisent les feuilles les plus savoureuses. [19]

e Si on veut cueillir seulement quelques feuilles, utiliser des ciseaux ou un couteau bien

aiguisé, pour endommager la plante le moins possible. [19]
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e On peut aussi cueillir toute la partie supérieure de la plante, avec tige et feuilles, mais il
faut laisser au moins 4 étages de feuilles, soit environ 13 cm (5 po) de tige, sinon la plante
risque de mourir. Pour conserver la fraicheur de la récolte, faire une coupe nette a la base
des tiges, puis placer dans un pot d'eau, dans un endroit frais. Eviter cependant de mouiller

les feuilles, pour ne pas en altérer la couleur. [19]

e On peut blanchir les feuilles, puis les congeler dans des cubes de glace. C'est la meilleure

facon de conserver la saveur du basilic, une fois récolté. [19]

e Pour sécher le basilic, séparer les feuilles de la tige et faire sécher dans un endroit sombre

et aéré. Entreposer les feuilles séches entiéres, dans un contenant hermétique. [19]

2.6. Utilisation

» Usage culinaire

e Le basilic frais, congelé ou séché peut étre employé dans les soupes, les plats de poisson,
les omelettes, les vinaigrettes, les farces et les plats de pates, ou sur la pizza. 1l peut aussi
accompagner de nombreux légumes, dont les artichauts, le brocoli, les carottes, les
aubergines, le chou, les courges et les courgettes. Le basilic est sans doute I'herbe qui
accompagne le mieux les tomates, et c'est un ingrédient quasi essentiel des pates et sauces
de tomates. Le pesto des lItaliens, analogue au pistou du sud de la France, est une
délicieuse sauce a base de feuilles de basilic écrasées, d'ail, d'huile d'olive, de fromage
parmesan et de pignons. [19]

e On peut ajouter aux salades des feuilles fraiches de basilic. [19]

o Les petites feuilles devraient étre utilisées entieres. Les feuilles plus grandes doivent étre
déchirées, plutbt que coupeées, car cela conserve mieux leur saveur. [19]

e Pour utiliser le basilic frais en cuisine, ajouter les feuilles vers la fin de la cuisson, afin de
conserver le plus possible de leur ardme et de leur saveur. [19]

e Pour faire une vinaigrette au basilic, ajouter des feuilles fraiches a un mélange de vinaigre

et d'huile d'olive vierge. [19]

» Usage artisanal

e Les rameaux de basilic complétent bien le parfum des bouquets de fleurs fraiches. [19]
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» Usage médicinal

e Le basilic a été trés utilisé dans le passé contre de nombreux maux, et la plante est encore
employée a des fins médicinales dans bien des pays. Cependant, c'est avant tout une plante
alimentaire. [19]

e Le basilic est riche en vitamine C, en potassium, en béta-carotene et en calcium. [19]

¢ le basilic excite I'organisme, augmente la chaleur générale apres avoir stimulé I'estomac.
On I'a employé contre les maux de téte nerveux, la migraine, les névroses avec atonie,
certaines paralysies. surtout celles qui sont liées a l'affection hystérique, dans les
amauroses, dans quelques affections rhumatismales, etc. Certains auteurs I'ont considéré
comme sedatif et antigonorrhéique. [22]

e L'huile essentielle est tres-énergique. Fréderic Hofmann (un meédecin et chimiste
allemand, 1660-1742) la considérait comme céphalique et nervine. Quelques gouttes
instillées sur du sucre qu'on fait fondre dans deux cuillerées d'eau, agissent efficacement
contre I'espéce de céphalalgie dont la cause se trouve liée a un état d'atonie et de langueur
des organes digestifs. Cette huile, dit Gilibert (un physicien et chimiste américain, 1875-
1946), est utile dans les névroses atoniques, telles que la paralysie et la goutte sereine.
[22], [23]

e Dioscoride (médecin, pharmacologue et botaniste grec, vers 25-90 apr. J-C) accorde au
basilic la vertu diurétique, mais il lui reproche, sans raison plausible, d'affaiblir la vue
lorsqu'on en fait un usage trop abondant, « Proposé par Bodard (un médecin, et botaniste
francais, 1785-1826) comme succédané du camphre, le basilic est banni par d'autres de la
matiere médicale, et borné aux usages culinaires. Ces deux opinions s'éloignent
également de la vérité. Le camphre est un remede héroique dont I'art de guérir pourrait
difficilement se passer, et que jusqu'a présent on a vainement essayé de remplacer. » [22],
[23]

e Lapoudre des feuilles est un agréable sternutatoire employé avec succes dans la perte de
I'odorat causée par I'épaississement de la muqueuse pituitaire ou la concrétion du mucus

nasal, dans le coryza chronique, I’amaurose, etc. [22]
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2.7.Variétés

Il existe des dizaines de variétés de basilic, de couleurs, de godt et de forme différente.

En Algérie deux variétes sont cultivées : le basilic grand vert et le basilic nain compact. [21]

Les principales variétés du basilic sont les suivantes :

a) Basilic a petites feuilles (Ocimum basilicum L. minimum) : au goQt citronné, courant
sur les marchés européens, son parfum intense est parfait pour la cuisine (soupe au pistou,
sauces). [21]

= Basilic fin vert ou nain compact : (figure 13) petites feuilles minces, lisses de couleur verte

vive, a odeur intense. [21]

= Basilic marseillais (Ocimum basilicum L. marseillais) : (figure 14) variété traditionnelle

Provencale. Tres parfumé et typé. Lent a monter en graines. [21]

Figure 13 : Basilic nain compact. [21] Figure 14 : Basilic mareseillias. [21]

b) Basilic a grandes feuilles : les feuilles peuvent atteindre jusqu'a 10 cm de longueur, a

I'odeur de jasmin, de réglisse et de citron. [21]

= Grand vert (Ocimum basilicum L. genovese) :(figure 15) de port buissonnant, ses feuilles
vertes, ovales, et ses jeunes pousses tres aromatiques.

= Basilic a feuilles de laitue : hauteur de 50 cm, compact aux trés grandes feuilles vert tendre,
larges et cloquées, trés parfumées. [21]

¢) Basilic pourpre (Ocimum basilicum purpurescens) :(figure 16) a feuilles pourpres et
fleur rose péle, aux feuilles souples et décoratives. [21]
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Figure 15 : Basilic grand vert. [21] Figure 16 : Basilic pourpre. [21]

d) Basilic that, ses feuilles évoquent & la fois la menthe et le clou de girofle. [21]

e) Basilic sacré (Ocimum sanctum) : est une espéece cultivée pres des temples bouddhistes,

notamment en Thailande. [21]

f) Basilic cannelle (Ocimum basilicum L. cinnamon) : (figure 17) Le feuillage est d’un vert

olive avec des sommités fleuries brunes a pourpres. [21]

g) Basilic citron (Ocimum basilicum L. citriodora (citriodorum)) :(figure 18) 25 a 50 cm.
Petites feuilles vertes pointues, fleurs blanches. La plante a un Iéger gott et I’odeur de la mélisse

citronnelle. [21]

Figure 17 : basilic cannelle. [21] Figure 18 : basilic citron. [21]
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2.8. Travaux sur le basilic

Vu les nombreuses applications du basilic en aromathérapie, médecine,
parfumerie...etc, plusieurs auteurs se sont intéressés a 1’étude de cette plante. Nous citons

quelques travaux qui ont un lien avec notre sujet d’étude :

* Les compositions chimiques, en fonction des parties de la plante

Yasmin A. A. Aburigal et al ont étudiés la variabilité du rendement de I’huile essentielle
d’Ocimum basilicum L. obtenue a partir des feuilles, fleurs et tiges. Ils ont révélé que la teneur
en huiles essentielles était plus élevée dans les feuilles que dans les fleurs, et aucune huile dans
les tiges. L’huile essentielle contient le méthyl eugénol et le germacréne et le linalol comme

des composés majoritaires. [24]

J.C. Chalchat et M.M. Ozcanont fait une comparaison sur les compositions des huiles
essentielles de fleurs, feuilles et tiges d’Ocimum basilicum L.. Ils ont trouvé quelle teneur, en
huiles essentielles, était plus élevée dans les feuilles que dans les fleurs et les tiges. Elles
contiennent 1’estragole et le limonéne comme des composés majoritaires dans les feuilles et le

p-Cymene comme un compose majoritaire dans les tiges. [25]

En revanche, Denys J. Charles et James E. Simon, ont trouvé que la teneur en HE était plus

¢levée dans les fleurs que dans les feuilles. L’HE contient le linalol come composé majoritaire

(73.9 % pour les fleurs et 48.2 % pour les feuilles). [26]

= L’effet des saisons sur les compositions chimiques

Al Hussain et al ont effectué une comparaison de la composition des huiles essentielles
d’Ocimum basilicum L. suivant les saisons de cultures. Le rendement de I’HE variait de 0,5 %
40,8 %, les quantités maximales ont été observées en hiver et au minimum en été. Les composés
identifiés dans cette étude sont les suivants : linalol, suivi de I'epi-a-cadinol, de 1'a-bergamoténe
et du y-cadinéne. Les échantillons recueillis en hiver se sont révelés plus riches en
monoterpenes oxygénés, par contre celle de 1’été sont plus riches en hydrocarbures

sesquiterpéniques. [27]

Al-Maskri AY a trouvé que les rendements en huile essentielle d’Ocimum basilicum L.
sont : 0,1 %, 0,3 % et 0,1 % pendant les saisons d'hiver, de printemps et d'été, respectivement.
L’huile essentielle contient le linalol, le geraniol, le 1,8-cinéol, le p-allylanisole et le DL-

limonéne comme des composes majoritaires. [28]
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S. Raseetha Vani, S.F. Cheng et C.H. Chuah ont trouvé que la quantité de méthylchavicol,
qui était ¢levée en avril, a sensiblement diminué en juin, puis augmente progressivement,
jusqu'en novembre. Parallélement, le linalol n'était présent que lorsque le méthylchavicol était

relativement élevé. [29]

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 premiére fois en Algérie. Le
chémotype identifié pour la variété O. basilicum L. genovese dans la région d’Ouargla est un

chémotype hybride (linalol/eugénol). [21]

Plusieures travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques de I’huile
essentielle d’Ocimum basilicum L., Bassole et al, ont trouvé que les bacteries Gram positif sont

plus sensibles aux huiles essensielles que les bactéries Gram négatif. [30]
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Chapitre I : Matériel vegétal & Extraction

OBJECTIFS

Dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles des zones arides, nous avons
choisi d'étudier D’effet des saisons de culture sur les diverses caractéristiques de 1’huile
essentielle des différentes parties d’Ocimum basilicum L., dans un climat saharien (cas d’Oum-

Erraneb, Ouargla).

La partie expérimentale est consacrée tout d'abord a la présentation de la région d’étude,
puis le matériel végétal utilisé, et enfin la méthode d’extraction et les propriétés des huiles

essentielles obtenues.

1. PRESENTATION DE LA ZONE DE CULTURE

1.1. Localisation géographique
Le matériel végeétal utilisé a été récolté dans la wilaya d’Ouargla (village d’Oum-
Erraneb) au sud de 1’ Algérie (figure 19).

Oum-Erraneb (zone agricole) est un village de la commune de Sidi Khouiled situé a 18
km au Nord-Est de la wilaya d’Ouargla, a une latitude de 32°03°53.24 Nord et a une longitude
de 5°22°33,34 Est, ¢élevé a 129 m par rapport au niveau de la mer.

&
DUARGLA

b

Figure 19 : Localisation géographique du site de prélevement. (Google earth, 20/01/2017)
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1.2. Caractéristiques climatiques de la wilaya d’Ouargla

Pour étudier I'influence des saisons, il faut connaitre le climat de la région d’étude.
Selon ZATOUT M, Ouargla appartient a 1’étage bioclimatique saharien a hiver doux. Elle est
caractérisée par une sécheresse presque permanente et une trés forte aridité. La température
annuelle moyenne est de 23.82 °C, le minima moyen est au mois de janvier avec 4.47 °C et le

maxima moyen est au mois de juillet avec 44.09 °C. L’amplitude thermique annuelle est donc
de 39.60 °C. [31]

1.3. Conditions de culture

L’ensemencement a été fait directement au sol de la région. La plante a été en contact
direct avec le climat dans des zones aéreées et ensoleillées (figure 20). La micro-irrigation, pour

cette zone aride a été bien développée. L'eau s'égoutte lentement vers les racines des plantes en

coulant a la surface du sol par I’utilisation d’eau locale de la région.

Figure 20 : La zone agricole d’Oum-Erraneb.
1.4. Date de récolte

La plante a été récoltée durant la période juin 2016- avril 2017 (tableau 01). Des coupes

réguliéres ont été effectuées selon un calendrier précis dans chaque saison.
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Tableau 01 : planning de récolte dans les quatre saisons.

Dates Temps Climat
20-06-2016 18:00 ~ 34° Ensoleillé
19-10-2016 18 :00 ~ 24° plut6t ensoleillé
14-01-2017 10 :00 ~7° Fortes éclaircies
24-04-2017 Basilic non arrivé au stade de semi floraison

2. PRESENTATION DU MATERIEL VEGETAL D’ETUDE

Le matériel végétal utilisé pour cette étude est représenté par les différentes parties
(feuilles, fleurs, tiges, graines) d’Ocimum basilicum L. Genovese, (basilic grand vert) (figure
21).

Le basilic grand vert est la variété, la plus connue et cultivée en Algérie. [21]. Cette

plante est tres riche en huile essentielle.

Figure 21 : L’ Ocimum basilicum L. Genovese : Le basilic grand vert (hiver).
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Nous avons procédé a la séparation des différents organes : feuilles, fleurs, tiges et
graines, et cela dans les quatre différentes saisons (figure 22).

Feuilles Fleurs Tiges Graines

Figure 22 : Les différentes parties d 'Ocimum basilicum L. Genovese.

3. CONSERVATION DE LA PLANTE

Avant le stockage de la plante, nous avons pris 200 g du matériel frais et nous 1’avons séché
pour le calcul du taux d’humidité. Le matériel végétal a été séché a une température ambiante
et a I’ombre pendant 7 jours, afin de préserver au maximum I’intégrité des constituants. Chaque

partie séchée a été conservée dans des sacs en papier et placée dans des boites.

4. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Ce travail a été réalisé selon le protocole expérimental suivant :
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Matériel végétal frais [
v
Feuilles, fleurs, tiges, graines >‘ Taux d’humidité
Matériel végétal séché —
Extraction par hydrodistillation
Suivi de la

cinétique des feuilles d’été

N

4

Calcul de rendement

Huile essentielles :
HE11, HE12, HE21, HE2....HE 4

Analyse par CCM

Evaluation

des activités biologiques

Séparation HE; par CC

Analyse des propriétés
physico-chimiques

Schéma 01 : Organigramme de la méthodologie de 1’étude.

HEsp .

» s :indiqués les saisons, (1 = été, 2 = automnes, 3 = hiver, 4 = printemps).
» p:indiqué les parties, (1 = feuilles, 2 = fleurs, 3 = tiges, 4 = graines).
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5. EXTRACTION DES HUILES ESSENTIELLES

La technique adaptée pour obtenir les huiles essentielles est 1’hydrodistillation. C'est
une méthode de mise en ceuvre facile, ne nécessitant pas beaucoup de matériel et utilisant
uniquement 1’cau distillée. Elle peut donner des rendements trés élevés et assurer une meilleure

qualité des huiles.

L’appareil utilisé pour 1’hydrodistillation est de type Clevenger (figure 23), composé
de quatre parties principales : un ballon dans lequel on introduit la matiére végétale et I'eau, une
colonne en verre placé au-dessus du réacteur pour recueillir la phase vapeur, un réfrigérant dans
lequel se condensent les vapeurs et enfin un récepteur gradué ou va se séparer la phase
organique (huile essentielle) et la phase aqueuse (eau florale) et permet la mesure du volume

de I’huile extraite pure.

Cet appareil est équipé d'un systeme de recyclage ou cohabage, Un simple robinet au

bas du vase permet de recueillir I'huile essentielle a la fin de la réaction.

Huile essenticle 100 X sute.

Figure 23 : Le montage d’hydrodistillation (type Clevenger) employé pour I’extraction des
HE.
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5.1. Les conditions opératoires de I’extraction
Les conditions opératoires sont données dans le tableau suivant :

Tableau 02 : Conditions opératoires pour I'hydrodistillation

Matiere végétale Feuilles Fleurs Tiges Graines
Quantité de la matiére 1 kg 1kg 340 ¢ 103 g
végétale sechee (5x200 g) (5x200 g) (2x170 g)

Quantite d'eau (litres) 1

Température (°C) 80

Durée d'hydrodistillation (h) 2,5

Pour suivre la cinétique d’extraction, la quantité d’essence obtenue est pesée pour le

calcul du rendement.

5.2. Etude cinétique du rendement

Selon Bachelot, la cinétique d’extraction a pour but de fixer le temps nécessaire pour
extraire le maximum d’huile et pour éviter les pertes de temps et d’énergie. Cette cinétique

consiste a déterminer le rendement en fonction du temps d’extraction. [32]

Dans notre étude, le rendement pour les feuilles d’Ocimum basilicum L. Genovese a été
déterminé chaque 30 minute, en tenant compte du temps d’extraction des la formation de la
premiére goutte du distillat. Cette étape correspond a la montée de la température d’ébullition

de ’eau.

Notons au passage que 4 essais ont été effectués pour 1’essence considérée et ce sont les

moyennes des essais qui ont été prises en compte pour tracer la courbe de cinétique suivante :
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Courbe 01 : Cinétique d’extraction de I’huile essentielle (HE11) lors de I’hydrodistillation des
feuilles d°O basilicum L. Genovese.

Les résultats du suivi de la cinétique d’extraction montrent que cette derni¢re passe par
deux phases importantes (courbe 01). La premiére phase correspond a I’augmentation du
rendement d’extraction en huile essenticlle, de 0,2324 a 0,5197 %. Cette augmentation
s’observe dans I’intervalle de temps de 35 a 120 minutes. La deuxiéme phase s’observe au-dela
de 120 minutes et se caractérise par un palier ou le rendement d’extraction a atteint un taux
constant de 0,5667 %. Cette stagnation pourrait s’expliquer par 1’épuisement des cellules de
I’écorce en huile essentielle. Ce résultat est cohérent avec celui obtenu par TALEB ou la durée

d’extraction observée a été de 120-180 min. A I’issue de ce suivi, la durée d’extraction de cette

huile a été fixée a 150 mn. [33]

5.3. Rendement des huiles essentielles

Le rendement est calculé par la relation suivante :

R % =mHE) 4
m(MS)

R : Rendement exprimé en pourcentage (%)

mM(HE) : masse d’huile essentielle obtenue en gramme (g)

m(MS) : masse de matériel végétal sec utilisé en gramme (Q)
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Le tableau suivant représente le moyen de rendement apres cing répétitions :

Tableau 03 : Rendement des HE des différentes parties d’O. basilicum L., chaque saison.

Organes Feuilles Fleurs Tiges Graines
L’été 0.5667+0.0332%  0.4048+0.0445% Des traces Des traces
L’automne 1.2035+0.0106 %  0.7782+0.0485 % Des traces Des traces
L’hiver 0.3120+0.0084 %  0.7352+0.0091 % Des traces /

Le printemps  le basilic n'a pas encore fleuri aprés deux mois d’ensemencement (fig. 24)

Figure 24 : Le basilic avant la floraison (mois d’avril).

Ces résultats sont conformes dans 1’ensemble aux données de la littérature mais

supérieurs a ceux signalés dans d’autres pays pour la méme espece.

v En aolt 2001, de Dakar-Hann au Sénégal : d’aprés S. Ngom et al, Les rendements

d’extraction ont montré que pour Ocimum basilicum L. les feuilles sont plus riches en
huiles essentielles (1,26 %) que les fleurs (0,49 %). [34]
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v" En automne 2008, de Turquie : d’aprés J.C. Chalchat et M.M. Ozcan, le rendement

des huiles essentielles par I’hydrodistillation de : feuilles, fleurs et tiges d’Ocimum
basilicum L. sont 1.0 %, 0.5 % et 0.05 respectivement. [25]
v Au printemps 2014, de Khartoum au Soudan : d’aprés Y. A. A. Aburigal et al, le

rendement des feuilles varie entre 0.32 et 0.48 % et dans les fleurs entre 0.29 et 0.33

%, et aucune huile dans les tiges. [24]

Les huiles obtenues sont 100 % pures ,100 % naturelles et la quantité est toujours faible

par rapport a la masse végetale utilisée.

Les résultats d’extraction ont montré une variation de la teneur en essence dans les

différents organes :

v Les feuilles d’été et d’automne fournissent un rendement supérieur en huile essentielle
par rapport a celui des autres organes de la plante. Cette stagnation pourrait s'expliquer
par la présence des poils sécréteurs épidermiques rencontrés chez les Lamiacées,
communes aux feuilles par rapport aux autres parties qui associent la synthése et

I'accumulation d'une huile essentielles.

v' Les fleurs d’hiver fournissent un rendement supérieur en huile essentielle et cela
pourrait s’expliquer par le flétrissement des feuilles dans le climat froid, qui n'est pas
propice a la croissance du basilic (Le basilic, sensible au froid, n’a pas résisté aux

températures trop basses du mois de janvier et février).

v" Les changements climatiques influent directement sur la teneur du rendement en huile

essentielle : I’automne fournit une teneur de R % supérieur a celle des autres saisons.

Cette variation pourrait s'expliquer aussi par le taux d’humidité du matériel végétal dans

chaque saison.

5.4. Taux d’humidité
Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans la matiere végétale, calculé par

la formule suivante :

H%="m-mS 159
mf
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mf : masse du matériel végétal frais en gramme (g)

ms : masse du matériel végétal séché en gramme (g)

Tableau 04 : Taux d’humidité d’Ocimum basilicum L. Genovese, pour chaque saison.

Saison L’été L’automne L’hiver Le printemps
Taux d’humidité 88,55 77,56 48,80

Les résultats obtenus ont révélé un taux d’humidité compris entre 48.80 % en hiver et
88.55 % en été. La comparaison des taux d’humidité des différents échantillons a chaque
saison, nous fait constater que 1’évolution de ce paramétre n’est pas proportionnelle a
I’évolution du rendement d’extraction, le taux d’humidité le plus faible correspond au
rendement le plus €levé, a I’exception de I’hiver ou la plante présente déja un état de stress tres

important.

Cette stagnation pourrait s’expliquer par : La transpiration, qui est le processus par

lequel les plantes absorbent de 1’eau par les racines et émettent de la vapeur d’eau par les pores
de leurs feuilles. Plus I’air est sec (cas d’été et d’automne) et plus la température de ’air est

élevée, plus le taux de transpiration de la plante est rapide. [35]

D’un autre coté, si ’air est trés humide (cas d’hiver), la plante n’absorbe pas beaucoup

d’eau du substrat, ce qui signifie aussi que 1’absorption de nutriments est faible.

Lorsque la température est élevée et que ’humidité est normale, un plus grand nombre

de stomates vont s’ouvrir, laissant pénétrer du dioxyde de carbone pour la photosynthése active.

Si I’air est excessivement sec et que la plante flétrit, les stomates se referment, réduisant ainsi
I’activité photosynthétique et la croissance. La qualité de la culture dépend des conditions qui
favorisent la photosynthese optimale, et le taux d’humidité joue un réle important dans ce

processus. [35]
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5.5. La densité
La densité est le seul caractere physique, qui a été calculé (pour éviter la perte de nos

huiles), par la relation suivante :

p HE
" peau

— 3 . _ _ m@
p eau =1 g/cm ; d =p HE = Vem®)

p : la masse volumique en (g/cmq) ;
V : volume (HE) en centimétre cube ;
m : la masse (HE) en gramme.

Tableau 05 : La densité des différentes parties d’O. basilicum L. Genovese, de chaque
saison

HE11 HE1» HE>1 HE2» HE31 HE3»

Densité

0.8661 0.9201 0.8888 0.8453 0.8172 0.7352
(20 °C)

La densité obtenue varie entre 0.7352 et 0.9201, elle est inférieure a celle obtenue par
Slougui. N qui était de 0.950. [21]

5.6. Propriétés organoleptiques des huiles essentielles

Quelques caractéristiques organoleptiques de 1’essence d’Ocimum basilicum L.
Genovese ont été relevées. Parmi les caractéristiques des huiles, nous citons la couleur et

I’odeur, qui sont déterminées par une analyse visuelle a I’ceil nu et I’odorat.
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Tableau 06 : Couleurs des huiles essentielles obtenues des différentes parties.

Organes
Feuilles Fleurs tiges graines
Jaune foncé Jaune péle Traces incolores Traces incolores
E
é
A Jaune claire Jaune trés claire
u
t
0 Traces incolores Traces incolores
m
n
e
Jaune miel Jaune verdatre
H B
i -
v Traces incolores Quantité insuffisante
e
r
Forte +++ Tres forte ++++ moyenne ++ Faible +
Odeur

Les résultats montrent que les différentes parties d’Ocimum basilicum L. contiennent
des HE distinctes avec des caractéristiques organoleptiques différentes. L’HE des fleurs est plus
clair que I’HE des feuilles.

Ces différences peuvent étre attribuées a la composition chimique de I’HE qui peut
varier dans une méme plante selon les organes, et dans I'année selon la saison. Pour expliquer
cette différence, nous avons analysé nos échantillons par Chromatographie sur couche mince
(CCM) et Chromatographie sur colonne (CC).
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LES METHODES CHROMATOGRAPHIQUES DE SEPARATION

La chromatographie a été tres utilisée pour séparer, identifier et quantifier les
composants présents dans les mélanges. Les composés chimiques d’un mélange sont élués par
une phase mobile & travers une phase stationnaire. Le matériel est transporté a travers la phase
stationnaire par la phase mobile et la séparation a lieu par les différentes vitesses de migration
dues aux différents rapports entre les deux phases des différentes molécules. La séparation d’un
extrait est basée sur I’interaction sélective comme par exemple la surface d’adsorption et la

solubilité des composés avec les deux phases.

1. LACHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode analytique couramment
utilisée dans les laboratoires de phytochimie pour la séparation et ’identification rapides des
constituants d’un extrait donné. Elle repose principalement sur des phénomeénes d’adsorption :
la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long d’une phase
stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiere plastique ou
d’aluminium. [36], [37]

Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé I’échantillon est placée dans la cuve, 1I’éluant
migre a travers la phase stationnaire, essentiellement par capillarité. En outre, chaque
composant de 1’échantillon se déplace a sa propre vitesse au-dessous de front du solvant. Cette
vitesse dépend d’une part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la plaque
stationnaire et, d’autre part, de sa solubilité dans la phase mobile. Les composés se déplacent
donc alternativement de la phase stationnaire a la phase mobile, 1’action de rétention de la phase
stationnaire étant principalement controlée par des phénomenes d’adsorption. Généralement,
en chromatographie sur couche mince en mode normale, les substances de faible polarité
migrent plus rapidement que les composants polaires. [36], [37]

Les substances peuvent étre identifiées en calculant la valeur Rt qui peut étre comparée

a celle de la littérature ou a celles des étalons. Cette valeur correspond a :

R¢ = (distance parcourue par I'échantillon) / (distance parcourue par le front du solvant).
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Figure 25 : Analyse des chromatogrammes sous UV.

Les bandes de séparations sur la couche mince ont été révélées par absorption de la
lumiere UV a 250 et 366 nm.

1.1. En phase normale
Nous avons utilisé dans nos expeériences une plaque avec du gel de silice F2s4 20 X 20 cm

(épaisseur de la couche 0.2 mm, E. Merck, Darmstadt, Allemagne) et plusieurs phases mobiles.

Les tableaux et les figures suivants représentent les différents R¢ en fonction des phases mobiles

choisies :

- Toluéne / DCM (90/10)

HEir HEwz HEz HE2

0,60 0,61 0,60 0,56

0,81 0,76 0,78 0,80

0,97 0,94 0,96 0,96

Toluéne/dichlorométhane (90 /10)
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Les mémes taches sont présentes dans les quatre huiles essentielles,les Rt des différentes
taches montrent que les composés sont peu polaire. Ce systeme donne 3 taches, leurs Ry varient

de 0,60 a 0,97 pour I’HE des feuilles et un Rf qui varie de 0,61 a 0,96 pour I’'HE des fleurs.

- Toluéne / acétate d’éthyle (95 / 5) et (98 /2)

HEun HEn HEu HEz
0,43 0,39 0,34 0,24
0,66 0,62 043 0,31
0,84 0,84 0,55 0,60
0,98 0,98 0,83 0,83
Toluéne/acétate d’éthyle Toluene/acétate d’éthyle 5 qq9 g9
(95 : 5) (98 :2)

Les méme taches sont présentes dans les deux huiles essentielles pour les deux saisons,les
Rt des différentes taches montrent que le caractereest peu polaire. 5 taches ont été observés dans

ce systeme,leur Rrvarie de 0,24 & 0,99 pour les deux essences.

Pour faire diminuer les valeurs des Rt, nous avons diminué la polarité de la phase mobile

en augmentant le rapport du solvant le moins polaire (toluéne).

- n-Hexane /acétate d’éthyle (95 / 5), (90 /10).

HE11 HE HE21 HE2
0,25 0,26 0,25 0,26
0,34 0,33 031 0,31
0,44 0,44 041 0,39
0,66 0,69 0,66 0,57

hexane/ EtOAc (95 / 5)

’ ’ (meme taches) ' '

0,91
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Les mémes taches sont présentes dans les deux huiles essentielles avec des
concentrations différentes (couleur et volume des taches). Les Rf des différentes taches
montrent que les constituants ont une polarité différente (taches occupent toute la longuer de la
plaque). Dans ce systéeme 5 taches ont eté observees, leurs Rt varient de 0,25 a 0,92 pour les
feuilles et varient de 0,26 a 0,91 pour les fleurs.

Pour faire diminuer les Rt des taches qui sont en haut, on fait diminuer la polarité de la

phase mobile en augmentant le rapport de ’hexane

1.2. En phase inverse

» Nous avons utilisé la plaque RP-18 F2s4 (épaisseur de la couche 0.2 mm, E. Merck,
Darmstadt, Allemagne) deux systemes de phase mobile ont été utilisés :
- Eau : méthanol / acétate d’éthyle (10 /10 / 80), (80 /8 / 12)
- Méthanol / acétate d’éthyle (5/95), (1/99)

Les résultats obtenus sont représentés dans les figures suivantes :

Eau/MeOH/ EtOAc Eau/ MeOH/EtOAc MeOH / EtOAc MeOH / EtOAc
(10 /10/ 80) (80 /8/ 12) (5/ 95) (1/99)
Plusieurs taches HE;; : 0,08 HE :0,89 x4 Plusieurs taches
p HE;» 10,08 ;0,05 4
accumulées au front de HEs :0.05 accumulées au front de
solvant HE :0,08 ;0,05 solvant

Dans le systéme : Eau/ MeOH /EtOAc (10 /10/ 80), cette phase mobile est innappropriée
pour la separation des constituents des HE. Des Rt trop élevés, taches non séparés.

Dans le systeme : MeOH /EtOAc (5/ 95),les Rt des différentes taches montrent que les

taches ont un caractére polaire. L’analyse sur RP18, nous a donné une tache a été observé, avec
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Rt égal 0,89 pour I’'HE des 4 extrait. Cette phase mobile est inadéquate également pour la
séparation des huiles essentielles.

Selon Slougui N, qui a étudié la variation du facteur de rétention de chaque monoterpéne
pur par rapport a la composition de la phase mobile choisie, le Rsdu linalol, dans le méme
systéme que nous avons utilisé (tolueéne / acétate d’éthyle, 95/5) en phase normale valait 0.43
et celui de ’eugénol valait 0.68 [38]. Sur ces résultats nous pensons avoir identifié ces deux

composés majoritaires.

Conclusion

Nous avons constaté que la technique de CCM est une technique fiable et rapide pour
donner une idée préliminaire sur la composition d’un extrait naturel, en jouant sur la polarité

des deux phases mobile et stationnaire.

L’analyse de I’HE des feuilles et celle des fleurs par CCM nous a montré que les
composants de I’HE des feuilles et ceux des fleurs sont les mémes pour les deux saisons. La
majorité des constituants de I’HE sont apolaire ou peu polaire.

La chromatographie sur couche mince de I’huile essentielle de la plante se fait dans
différents systemes en utilisant les deux modes normal et inverse. Ce dernier nous a donné des
résultats non exploitables alors que le mode normal a donné une bonne séparation des molécules
dans les systemes : (toluéne/acétate d’éthyle: 98/2) ; (hexane/ acétate d’éthyle: 95/5) ;
(Toluéne/dichlorométhane : 9/1/VV/V). Nous pensons avoir identifié avec cette phase les deux
composants majoritaires : le linalol et ’eugénol mais cette méthode reste insuffisante pour
connaitre l'ensemble des composants de l'huile ou pour confirmer 1’identification d’un
compose. Des techniques plus adaptées a I’analyse des huiles essentielles s’avérent

indispensables comme la chromatographie en phase gazeuse (CPG).
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1. SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE

L’objectif de cette partie est la séparation des composés majoritaires de 1’huile
essentielle d’O. basilicum L.

2.1. La chromatographie sur colonne

La chromatographie sur colonne est basée sur le méme principe que la chromatographie
sur couche mince, sauf que la silice ne se trouve par sur une plague mais dans une colonne.
Cette technique est tres utilisée dans la purification en chimie organique (séparation des

produits organiques d’un mélange). [39]
¢ Principe

La séparation des composes est basée sur la différence d'affinité existante entre ces
composés, la phase stationnaire, le plus souvent la silice (SiO2) comme adsorbant et la phase
mobile (se fait avec plusieurs solvants allant du moins polaire au plus polaire : mode gradient
d’élution). En effet, selon la plus ou moins grande affinité entre les solutés et la phase
stationnaire ou mobile, les constituants du mélange migrent a des vitesses différentes et sont

ainsi sépareés. [40]

La chromatographie sur colonne permet la séparation d’une plus grande quantité de

produits. Cependant, cette technique présente quelques inconvénients :

* De grandes quantités d’¢luant sont nécessaires ;
= La durée de I’¢lution peut étre longue, allant de quelques heures a quelques jours ;
» Ladétection des composés demande une attention constante.
Toutefois, lorsque les conditions expérimentales gagnantes sont réunies, cette technique

permet de purifier efficacement de grandes quantités de produit.

2.2. ldentification spectrale par la spectroscopie infrarouge (IR)
L'identification de composés organiques a partir d'un spectre infrarouge consiste d'abord
a déterminer la nature des groupements fonctionnels susceptibles d'étre présents. Pour ce faire,
on considere le domaine de nombres d'onde des groupements fonctionnels qui s'étend
essentiellement entre 1200 et 3600 cm™. Il convient ensuite d'examiner le domaine des

empreintes digitales compris approximativement entre 600 et 1200 cm™, un domaine sensible
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a la structure et a la composition des molécules. L'examen des pics d'absorption dans cette

région fournit des informations précieuses sur la nature du composé etudie. [41]

¢+ Principe de la spectroscopie infrarouge IR :
Les photons d'un rayonnement infrarouge sont porteurs d'une énergie correspondante
aux vibrations des liaisons. Lorsque la molécule est soumise au rayonnement, certaines
fréquences infrarouges sont absorbées et la liaison entre en résonnance. L'absorbance

infrarouge fournit une information sur les liaisons qui constituent la molécule.

Un spectre IR représente la transmittance en fonction du nombre d'onde. Les bandes
d'absorption IR sont caractéristiques des fonctions chimiques présentes sur la molécule. Pour
chaque bande, on précise : son nombre d'ondes, son intensité (F : forte, m : moyenne, f : faible)
et sa largeur (fine ou large). Par exemple, la bande vibration d'élongation de la liaison C=0 est

caractérisée par : 1720 cm?, F, fine.

De maniére pratique, on ne cherchera pas a interpréter tous les signaux observés, mais
seulement ceux caractérisant les vibrations d’¢longation des fonctions chimiques présentes sur

la molécule étudiée. [42]

2.3. Chromatographie sur colonne de I’huile HE21

Nous avons choisi de séparer I’huile qui nous a fourni le rendement le plus élevé (la

plus grande quantité).

Figure 26 : Huile essentielle (HE21) utilisée pour la séparation.
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2.4. Préparation de la colonne

Une colonne de 50 cm de long et de 3 cm
de diametre est choisie (Le choix de la taille de la
colonne est fait par rapport a la masse de notre
huile essentielle (3ml)). Le gel de silice est
mélangé avec le solvant le moins polaire du
systéeme choisi, puis versé dans la colonne jusqu’a
stabilisation au niveau désiré. L'échantillon est
déposé dans la colonne, lentement absorbé dans
la phase stationnaire, 1’¢luant est préparé selon un
gradient de polarité: Hexane 100 % puis,
Toluéne / Dichlorométhane (90 :0 & 0 :100), puis
suivi d’un lavage de la colonne avec le méthanol
(MeOH).  L’élution des composés par les
différents mélanges de solvants successifs est
alors réalisee en veillant a ne jamais laisser la
colonne s’assécher. Les fractions sont alors
récoltées dans des tubes a essai. 418 fractions ont
été obtenues et sont toutes testées. Le suivi de
I’élution  des composés se fait par

chromatographie sur couche mince.
2.5. Récupération des fractions

Des fractions de ~ 7 ml sont recueillies
dans des tubes numérotés. Le suivi de la
composition des fractions est effectué par CCM
avec le gel de silice sur support en aluminium
comme phase stationnaire et le systéeme de
solvant : Toluene /Dichloro-méthane (9 : 1)
comme phase mobile. Les plagues sont
visualisees sous lumiére UV/ visible (254 et 365
nm), puis regroupées suivant leurs similitudes de

profil (la couleur, et le nombre de spots, les Ry).

Figure 27 : La colonne utilisée.

Figure 28 : Les fractions obtenues.
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Le fractionnement de cette colonne est rassemblé dans le tableau suivant :

Tableau 07 : Regroupement des fractions.

Systemes de Fractions Analyse par CCM regroupement des
solvant fractions
Hexane 01-41 Aucuns spots A

Toluéne/DCM
(9/1) 42 - 108 Aucuns spots B
\ 157 - 164
TOIU?Q/G{;DCM 109 -164 1 seul spot, Incolore,
Rf=0.4-0.42 C
Toluene/DCM 1 seul spot, Incolore,
(5/1) 165 -202 Ry = 0.4-0.42
Toluéne/DCM 1 seul spot, Incolore,
(2/1) 203 -273 Ri=0.4-0.42 157 ---- > 294
. 274 - 294 Diet D2
TOIU??Z/)DCM 274 - 356 1 seul spot, Incolore,
Rf=0.4-0.42
DCM 357 -397 Aucuns spots E
Spots dans 411(1,2),
. ] 412(1,2)
Méthanol 398 - 418 Composé - Brun, 411 (F1, F2), 412 (Fs3, Fa)

R¢=0.23-0.66

2.6. Etude des fractions regroupées

= |esfractions A, BetC:

CCM : Les premiéres fractions (f1-156) qui ont été regroupées en 3 grandes fractions (A, B et
C), ne donnent aucune tache, probablement, de trés faibles concentrations des composés

apolaires ont empéché leur détection.

= Les fractions D1 et D> :

CCM : Les fractions fis7.204, ONt été regroupées en 2 grandes fractions (D.et D,), montrent
I’existence d’une grande quantité de composé majoritaire (figure 29) incolore avec Rs entre 0.4
et 0.42.

Selon N. SLOUGUI, le chémotype identifié pour la variété : O. basilicum L. (grand
vert) est un chémotype hybride : linalol-eugénol. La méme étude a trouvé que I’huile essentielle
des feuilles du mois d’octobre (Ouargla, 2001) a donné un composé majoritaire identifié comme
linalol, son Rs varie de 0.44 — 0.58 dans le systeme de solvant toluéne/ acétate d’éthyle. [21],
[38]
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Figure 29 : Plagues CCM récapitulative des sous-fractions D1 et D2.

IR : Les spectres IR du produit isolé D1 et D2 (figure 30 et 31), nous donne une premiére série

d’informations concernant sa structure :
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Figure 31 : Spectre IR de la fraction Ds.

Les deux spectres IR, donnent les mémes bandes d’absorptions, I'examen du ces spectres

montrent la présence de fonction ou de groupements spécifiques tels que :

L’élongation de (O-H) & 3630 cm™, I’¢longation de (C=CH) a 3085.9 cm? et

I’élongation des groupes portant des liaisons (CH2, CH3) : 2920.0 et 2871.8 cm™, ainsi que la

présence d’une fonction (C=CH,) a 1604.7 cm™et 1’élongation de (C-C), isopropyle a 1178.4
cm?, de liaison (C-O) & 1029.9 cmet la rotation du méthyle a 729 et 694.3 cm™.

Tableau 08 : Fréquences de groupe actives dans de linalol (tables IR).

Structure chimique du Linalol

OH

Limite d’absorption (cm™)

v (O-H, alcool libre) 3650 - 3500
v (C=C-H) 3095 - 3050
v (CH2, CHs) 2970 - 2915
v (CH=CHy) 1650 - 1640
v (C-C) 1175 - 1165
v (C-0, alcool) 1200 - 1000
6 (CH=CH>) 1000 - 900
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Figure 32 : Spectre IR du linalol pure. [43]

D’apreés 1’analyse spectrale par IR de la fraction D1 et D2 et comparé a celle obtenue par
NIST (National Institue of Standars and Technology) [43], on met en évidence que le groupe

D (D1 et D2) contient du linalol.

= Lafraction E :
CCM de la fraction E, ne donne aucune tache, mais I’analyse IR donne un spectre difficile a

analyser (Figure 33). Ce qui signifie que cela représente un mélange de produit.

] |
=) 11 b
i Il |

Figure 33 : Spectre IR du groupe E.
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= Les fractions F1, F> F3, F4 :

CCM : Les quatre fractions isolées (figure 34) par les différentes couleurs aprés lavage de

colonne au méthanol, montrent I’existence d’autres composantes.

Figure 34 : Les fractions isolées : 411, 412 (F1, F2, F3, Fa)

Les résultats de CCM pour ces fractions sont les suivants :

Figure 35 : Plaque CCM récapitulative des sous-fractions (F1, Fz2, Fs, Fa)

Tableau 09 : Les Rf des sous-fractions de méthanol.

Sous-fractions

F1

F2

Fs

Fa

R+

0.66
Jaune tres claire

0.50
Spot incolore

0.23-0.43
2 spots incolores

0.33-0.53
2 spots incolores
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Le tableau 09 montre la présence d’un produit dans les fractions F1 et F2 mais pour les

fractions Fs et F4, on remarque 1’apparition de deux composés.

IR : Les spectres IR de ces fractions sont représentés ci-dessous :

Figure 38 : Spectre IR de la fraction F3 Figure 39 : Spectre IR de la fraction F4

Lecture des spectres :

Tableau 10 : les principaux vibrateurs (cm™) présents sur les quatre fractions.

Fonctions F1 F2 F3 Fa

v (OH, alcool associé) 3396.4 3361.7 3330.8 3321.2

v (CH, aromatiques) 3085.9 3028 3075 3080

v (CH, sp?, sp®) 2970.2-2925.4 | 2945.1-2845.1 | 2945.1-2833.2 | 2945.1-2831.3
v (C=C, alceéne) 1637.5 1635.5 1508.2 1506.3

v (C=C, aromatiques) | 1452.3-1375.2 | 1448.4-1419.5 1404.1 1419.5

v (CO, éther) 1164.9-1114.8 1114.8 cm 1110 1105

v (CO, alcool) concentré 1029.9 cm* 1028.0 1028.0

Le spectre d’infrarouge met en évidence la présence de I’eugénol dans les 4 fractions.
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Tableau 11 : Fréquences de groupes fonctionnels dans I’eugénol (tables IR).

Structure chimique d’eugénol Limite d’absorption (cm™)

= v (OH, alcool associé) 3550 - 3450
v (CH, aromatiques) 3075 - 3030
Vv (CHz, CHs) 2970 - 2845
v (O-CH3) 2835 - 2825
v (CH=CH>) 1650 - 1640
HO v (C=C, aromatiques) 1620 - 1565
o v(C-C) 1175 - 1165
\' (CO, ether) 1150 - 1070
\Y (C-O, a|COO|) 1200 - 1000

8 (CH=CH2) 1000 - 900

-;{:m?:uwhers (cm-1)
Figure 40 : Spectre IR d’eugénol pur. [43]
Conclusion

La séparation chromatographique sur colonne de gel de silice de ’huile essentielle
(HE21), puis I’analyse par CCM, nous a permis de séparer deux fractions D et F contenant les
deux composés majoritaires . La spectroscopie infrarouge nous confirme la présence de ces
composés que nous avons pu identifier comme le linalol et I’eugénol dans les fractions étudiées.
Ces mémes spectres nous montrent que nos fractions contiennent d’autres composés qui
nécessitent un suivi de fractionnement pour la purification, ainsi que d’autres techniques
spectroscopiques telles que la RMN et la masse qui sont indispensables pour confirmer

I’identification.
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Figure 41 : Résumé les résultats de la colonne.
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Chapitre 111 : Activités biologiques : antioxydante & antibactérienne

INTRODUCTION

Les substances naturelles sont des composés que 1’on retrouve dans les organismes
végétaux, I’étude de ces composés et leur isolement a permis des progrés dans plusieurs
domaines, particuliérement dans le domaine de la santé humaine et animale. En effet les plantes
renferment des composés qui ont la propriété d’agir sur ’organisme humain. A travers ce

chapitre, nous allons présenter deux activités biologiques importantes qui sont :

1. ACTIVITE ANTIOXYDANTE ET LES ANTIOXYDANTS

L’utilisation des antioxydants de synthese est actuellement remise en cause en raison des
risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales d’antioxydants
naturels sont recherchées. En effet, les composés phénoliques sont des molécules naturelles tres
répondues dans le regne végétal. Ces derniers regagnent une importance croissante grace a leurs
effets bénéfiques sur la santé. Leur role d’antioxydants naturels suscite un trés grand intérét,
notamment pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et
cardiovasculaires ; ils sont également utilisés en tant qu’additifs en industrie agroalimentaire,

en pharmacie et en cosmétologie. [44]

Ces dernicres années, I’intérét porte aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification de
ces composes a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et les

produits agroalimentaires.

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation. Les
antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique (vitamine
C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet, la plupart des
antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possedent des groupes hydroxy- phénoliques
dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie, a la capacité de
ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et

superoxydes (O2¢). [45]

Notre étude vise a évaluer in vitro I’activité antioxydante de I’HE de différentes parties

d’Ocimum basilicum L. selon la méthode de piégeage du radical libre DPPH.
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1.1. Principe de la méthode

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (a, a-diphenyl-p picrylhydrazyle)
fut 'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité
antioxydante des composés phénoliques. La mesure de ’efficacité d’un antioxydant se fait en
mesurant la diminution de la coloration violet, due a une recombinaison des radicaux DPPHe,

mesurable par spectrophotométrie UV- Visible & 515-518 nm.

O,N
O\ /N@iNOZ
N
NO,

Figure 42 : Structure chimique du radical libre DPPHe (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle)
[45]

Figure 43 : Spectrophotomeétre UV pour 1’évaluation de I’effet antioxydant

1.2. Protocole

La solution de DPPH a été préparee par la solubilisation de 4 mg de DPPH dans 100 ml
d’éthanol (elle ne se conserve pas plus de 3 jours a -5 °C et a I’obscurité). Un volume de 2000
ul d’huile essentielle (a différentes concentrations ; différentes parties, chaque saison) a été

ajouté a 2ml de la solution de DPPH dans des tubes a essai secs, la couleur change de violet
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intense & jaune clair, quand le DPPH est réduit. Le mélange réactionnel a été agité
vigoureusement et incubé 30 min a 1’obscurité.

Les absorbances ont été mesurées a 517 nm contre le blanc (solution DPPH/éthanol).
L’acide ascorbique a été utilis€ comme antioxydant synthétique de référence, sont absorbance

est mesurée dans les mémes conditions que celle de 1’huile essentielle. [46]

1.3. Calcul du pourcentage d’inhibition (I %) et de la concentration inhibitrice minimale
(I1Cs0)

| est calculé suivant la formule suivante :

_ (ABS — ABS,)x100

1] ABS

Ou:
» ABS : Absorbance de la solution DPPH sans 1’échantillon (controle négatif).
» ABSy : Absorbance de la solution DPPH en présence de 1’échantillon.

La concentration inhibitrice médiane (Clso) qui est une mesure de ’efficacité d’un
composé donné pour inhiber une fonction biologique ou biochimique spécifique est estimée par
extrapolation & 1= 50 % en tracant la courbe % | = f ([concentration]), (voir les figures 51,52).

Plus la valeur de Clso est basse, plus I’activité antioxydante est élevée. Pour toute

I’expérimentation, chaque test est répété 3 fois. La moyenne des trois essais a été calculée.

1.4. Résultats du test DPPH

On remargue expérimentalement, le changement de couleur de la solution du DPPH de la
coloration violet intense a une coloration jeune péle, cela montre déja la présence d’une activité
anti-oxydante. Notre série de dilution est analysé par un spectrophotométre a une longueur
d’onde de 517 nm, les résultats de I’HE d’Ocimum basilicum L. (différentes parties, chaque

saison) sont présentés dans le Tableau 12 et 13.
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Tableau 12 : L’activité antioxydante de I’HE du basilic (Chaque valeur représente la moyenne

de trois essais + SD).

C
[ug/mi]

32
24

16

%DPPH
d’HE11

61,33+0,011

53,83+0,008

44,87+0,002

36,33+0,012

%DPPH
d’HE12

60,17+0,01

49,39+0,01

39,90+0,14

29,28+0,02

%DPPH
d’HE21

64,30+0,12

55,84+0,01

44,60+0,00

32,39+0,00

%DPPH
d’HE22

66 ,14+0,05

57,38+0,00

45,01+0,03

33,26+0,11

%DPPH
d’HEz1

60,76+0,00

51,43+0,01

39,37+0,10

28,54+0,05

%DPPH
d’HEz32

55,63+0,00

46,00+0,00

36,40+0,01

27,15+0,01

Tableau 13 : L’activité antioxydante de 1’acide ascorbique (Chaque valeur représente la

moyenne de trois essais + SD).

Concentration L’absorbance en % Piégeage du radical
[pg/mi] 517nm DPPH
100 0,043+ 0,006 92,53
80 0,155+ 0,007 79,09
60 0,177+ 0,007 69,27
40 0,232+ 0,001 59,72
10 0,327+ 0,004 43,22

Les extraits d’Ocimum basilicum L. (différentes parties des 3 saisons) ont manifestés un
pouvoir antioxydant en piégeant les molécules du radical libre DPPH, I'extrait des HE a présenté

une capacité faible en comparaison avec le contréle positif.
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100

90 —

Y=0,53997x+37,627

80 | 5
R"=0,99778

70 o

[ %

| Acide ascorbique |

60

50

40

(0] 20 40 60 80 100

concentration(ug/ml)

Figure 44 : Activité antioxydante de 1’acide ascorbique.

60 -
Y=1,0495x+28,1

R’°=0,9981
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40 -
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Figure 45 : Activité antioxydante d’HEu1.

60 —

Y=1,277x+19,14
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Figure 46 : Activité antioxydante d’HE1>.
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60 7 Y=1,33712x+22,54

R’=0,99041

50 4

=
40 -
30
10 20 30
concentration(png/ml)
Figure 47 : Activité antioxydante d’ HE21.
60 - Y=1,38763x+22,695
R®=0,99242 -
50 —
=
40 -
30 T T T T T
10 20 30
concentration(upng/ml)
Figure 48 : Activité antioxydante d” HE22.
60 —
Y=1,359x+17,845
R?=0,99659
50
=

40 o

30

10 20 30

concentration(pg/ml)

Figure 49 : Activité antioxydant d” HEs3:1.
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50 Y=1,188x+17,535
R®=0,99986

R 40 -
30 +
1‘0 2‘0 3‘0
concentration(pug/ml)
Figure 50 : Activité antioxydante d’ HE32.
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Figure 51 : Activité antioxydante de I’huile essentielle d’O. Basilicum L. comparée a celle de

’acide ascorbique a des concentrations allant de 8 a 32 pg/ml.

Les résultats obtenus (tableau 12 et 13) ci-dessus, montrent que le pourcentage de
piégeage du radical DPPH s’accentue avec 1’augmentation de la concentration soit pour

I’antioxydant de comparaison I’acide ascorbique, ou pour I’huile essentielle.

Drailleurs, 1’activité antioxydante des extraits de feuilles et fleurs d’O. Basilicum L. est

inférieure a celle du témoin pour toutes les concentrations utilisées. Pour les concentrations de
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32 pg/ml et 8 pg/ml en huile essentielle le % de piégeage du radical DPPH dépasse 66,14%.Pour
toutes les concentrations utilisées, I’acide ascorbique s’impose avec un pouvoir antioxydant
¢élevé comparé a celui de I’HE, ce pouvoir est de 92,53 % a une concentration de 100ug/ml.

En comparant les résultats obtenus avec les extraits de la plante et le standard, les valeurs
Clso déterminées en pg/ml expriment la concentration efficace de I’extrait antioxydant
nécessaire pour le piégeage et la réduction de 50 % de molécules de DPPH mises en solution
dans I’éthanol (Tableau 14).

Tableau 14 : Clso des huiles essentielles et de 1’acide ascorbique (Chaque valeur représente la
moyenne de trois essais + SD).

Acide
HEwu HE12 HE21 HE2 HEz1 HEz. ascorbiqu
€
[u(g:/'f;l] 20,86+0,03 24,16+0,06 20,53+0,03 19,69+0,01 23,66+0,08 27,32+0,04 22,91+0,09
Clgo [ng/ml]
30 27,327
25 24,162 23,66 22,913
20,867 20,536 ) ( 19,696

20

15

10

HE 11 HE 12 HE 21 HE 22 HE 31 HE 32 Acide
ascorbique

Figure 52 : Clsp des huiles essentielles et de 1’acide ascorbique.

Selon les résultats enregistrés, nous remarquons que l'extrait des fleurs de
I’automne obtenu est doté d’un bon pouvoir antioxydant (Clso= 19,696+0,01pg/ml), mais les
huiles essentielles des fleurs de I’hiver ont présenté un pouvoir antioxydant tres faible avec un

Clso= 27,32+0,04 pg/ml, ce qui nous donne le pouvoir antioxydant le plus faible par rapport
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aux huiles essentielles de 1’autre organe d’O. Basilicum L ; 20,536+0,03; 20,867+0,03;
23,660+0,08 et 24,1624+0,06 pg/ ml pour les feuilles de I’automne ; les feuilles de 1’été ; les
feuilles de I’hiver ; les fleurs de 1’été respectivement. Alors que le Clso de 1’acide ascorbique
est de 22,913+0,09 pg/ml.

Les résultats obtenus sont similaires a ceux obtenus préalablement dans le cadre d’un
projet de recherche dans le laboratoire biogéochimie des milieux désertiques [47]. L huile
essentielle d’O.basilicum L. genovese s’est révélée avoir une activité anti-radicalaire avec une

valeur de Clso=320.96+0.0969 pg/ml pour la région d’Ouargla.

En comparant nos résultats avec ceux obtenus par L. Hadj Khelifa qui a signalé que
I'huile essentielle de O. basilicum de Khemis Miliana, située dans le nord de I'Algérie, présente
une activité antioxydante tres importante ; Les résultats ont montré que la concentration de
I'huile essentielle nécessaire pour inhiber 50 % de DPPH, était de 83,54 mg / ml supérieur a

celle de la vitamine E (22,0 mg / ml) et agit donc comme un agent antioxydant naturel. [48]

La méme constatation a été rapportée par Ouibrahim, le potentiel antiradicalaire global des
huiles essentielles testées a été inférieur a celui du BHT dont 1’Clso était de 0,17+£0,02 mg/mi

alors que celui de I’HE 1’Ocimum basilicum avait une valeur de 2,0 £ 0,04 mg/ml. [49]

L’HE d’Ocimum basilicum a fait I’objet de nombreux travaux dont les résultats sont
variables. Les travaux d’Tjaz Hussain sur I’HE d’Ocimum basilicum en fonction des différentes
périodes de récolte dans 1’année, démontrent que les HE de la période d’hiver et de printemps
jouissent d’une plus grande activité antiradicalaire comparée a celle de ’automne et de 1’été,
présentant des valeurs respectives d’Clsg: 4.8, 5.3, 6.0 et 6.7 pg/ml. Cette variabilité est due
aux impacts des facteurs environnementaux sur la composition chimique des HE ainsi que sur

leurs activités biologiques. [27]
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CONCLUSION

L’évaluation des propriétés antioxydantes des extraits naturels est d’une importance
croissante, en particulier pour trouver de nouvelles sources d’agents antioxydants et
antimicrobiens naturels. Dans ce contexte, nous avons essayé d’évaluer I’activité antioxydante

des huiles essentielles d’O. Basilicum L cultivée & Ouargla.

Les tests ont montré que le pouvoir antioxydant est proportionnel a I’augmentation de la

concentration des huiles volatiles.

Selon les résultats obtenus du test de ’effet scavenger du radical DPPH, les HE testées
jouissent d’un potentiel antiradicalaire appréciable surtout pour I’HE des fleurs et des feuilles
de ’automne avec un Clso de 19,696+0,01 et 20,536+0,03 pg/ml respectivement, suivie des
feuilles de 1’été et I’hiver avec un Clso de 20,867+0,03 et 23,660+0,08 pg/ml respectivement.
Les fleurs de 1’été ont fourni un Clso de 24,162+0,06 pg/ml et finalement les fleurs de 1’hiver
ont donné un Clso de 27,327+0,04 pg/ml.

Généralement, nous remarquons une activité antioxydante élevée pour les extraits des
fleurs comparativement a celle des extraits des feuilles pour 1’été et 1’hiver, alors que dans

I’automne cet ordre est inversé.
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2. EVALUATION DE L'ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES HE

Objectif

Cette partie vise le pouvoir antibactérien de I’huile essentielle des différentes parties
d’Ocimum basilicm L. Il s'inscrit dans la perspective de la valorisation des HE en vue de leur

utilisation en agroalimentaire, en médicine et en cosmétique.

Les tests sont réalises au niveau du laboratoire de bactériologie de I’hopital Mohammed
BOUDIAF, Ouargla.

2.1. Souches bactériennes testées et conditions de culture

L'activité antibactérienne a été évaluée sur trois souches (tableau 15) : deux de Gram
négatif : Escherichia coli ATCC 25923 (pour les infections digestifs), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (pour les infections nosocomiales) et une de Gram positif :
Staphylococcus aureus ATCC 25922 (la flore commensale de la peau chez I’homme). Elles
sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive (figure 53) favorable a leur croissance
pendant 24 h, a I’obscurité et a 37 °C. [50], [51]

Les microorganismes utilisés sont des bactéries de I’ATCC (American Type Culture
Collection), impliquées fréquemment dans la contamination et 1’altération des denrées

alimentaire et souvent responsables d'infections contractées dans les hopitaux. [50-57]

Tableau 15 : Les noms botaniques et les références des souches bactériennes utilisées.

Bactéries souches Références
Gram positif Staphylococus aureus ATCC 25923
Gram negatif Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Figure 53 : Les souches bactériennes utilisées.

2.2. Les milieux de culture utilisés

» La Gélose Nutritive (GN) pour I’entretien des souches bactériennes (favorable a leur
croissance a 1’obscurité pendant 24h a 37°C).

» La gélose Mueller Hinton (MH) pour I’étude de la sensibilité des bactéries a I’HE.

Figure 54 : La gélose Muller-Hinton
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2.3. Méthode de ’aromatogramme

La méthode de diffusion en milieu gélosé (aromatogramme) est utilisée pour I’étude de
I’activité antibactérienne qui permet de déterminer la sensibilit¢ des différentes especes
bactériennes vis a vis de I’huile essentielle donnée. Des boites de pétri (90 mm) contenant la
gélose de Muller-Hinton sont inoculées, des disques (papier filtre de 6mm de diametre) stériles
imprégnés de différentes huiles essentielles (5ul par disque) sont ensuite délicatement déposés
a la surface de la gélose a I’aide d’une pince. L’ensemble est incubé a 37°C a 1’étuve pendant

24 heures. [30], [50-57]

Apres 24 heures d’incubation une zone ou un halo clair est présent autour du disque. Ce
diameétre d’inhibition traduit I’activité antibactérienne de I’huile essentielle. Le résultat est
exprimé par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition ou les bactéries n’ont pas pu se

développer. Ces derniéres seront qualifiees :

Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.
Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.

v
v
v' Treés sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.
v

Extrémement sensible (+++) : diameétre > 20 mm. [57]

2.4. Résultats de I'aromatogramme

On a utilisé des antibiotiques comme témoin positif.

Figure 55 : Les zones d’inhibition, incluant le disque (L’essai antibiotique & droite et

les huiles & gauche)
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Tableau 16 : Liste des antibiotiques testés pour les souches bactériennes utilisée.

Amoxicilline (AMC) Colistine (CL) Pipéracilline (PIP) | Tobranycine (TM)
5 qg’_ (Aminopencilline) (Polypeptide) (Carboxypencilline)|  (Aminosides)
o — 1
.G S NH; o y N// o HO
< e =) %—J Q—c# WMo on =
o H *!‘-JJ_ IV,IA“O a\gw ; FHe o - " R
§ < 0 OE;N(\)< H‘N'~ Hie I‘ “ E/N_Ir_”“ mﬂ H . HaMN o Hg. o]
L }“OH HHNj“'"* *'H»—/ a O;\T\X Hob—o—{. :"NHz
0 F\—h{d O/"\cm NH, HN

D 26 mm 20 mm 25 mm 22 mm
§ Ofloxacine (OF) Fucidine (FC) Gentamicine (GEN)
3 “g’_ T HN N
g |3 N \Llj o O m
£>>\ € (\ | C/’[TT ° HO™ OH OH
s | < )
£ D 26 mm 30 mm 29 mm

L ] ] Tic (Ticarcilline)

< o TCC (Ticarcilline + acide clavulanique) o
= S Carboxypencilline
= =3 HO,
S) = o H COOH
> | 8 p . 0 2 H HO_o
g | 8 R NI N / oy
3 2 ° © j;n'l/ — s/ N8
£ o O CHOH © wa
£ o o H o
S /—OH
k=] o]
D
8 D 20 mm 19 mm

Les résultats des tests antibactériens avec des huiles essentielles (différentes parties, chaque

saison) résumés dans le tableau suivant :

Tableau 17 : Diamétres des zones d’inhibition (incluant le disque 6 mm) des HE d’O.basilicum

L..

Les souches HE11 HE1 HE»: HE>; HE3; HEs3;
Escherichia coli 8 mm 12 mm 16 mm  21.5mm 6 13 mm
(G-) ATCC 25922 - + ++ +++ - +
Staphylococcus aureus 10 mm 14 mm 18 mm 25 mm 6 20 mm
(G+) ATCC 25923 + + ++ +++ - +++
Pseudomonas aeruginosa 6 6 6 6 6 6
(G-) ATCC 27853 - - - - - -
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Discussion

Les résultats obtenus ont montré que I’huile essenticlle des différentes parties de
1’Ocimum basilicum L. n’avait aucune activité antibactérienne marquée contre la souche de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), la souche la moins sensible aux antibiotiques testés.
Les micro-organismes les plus sensibles a ces huiles essentielles étaient Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) et Escherichia coli (ATCC 25922).

Selon Bassolet, les bactéries Gram positif sont plus sensibles que les bactéries Gram

négatif aux huiles essentielles. [30]

Les zones d’inhibition des antibiotiques testés sont aux alentours de 19 et 30 mm, cette
sensibilité varie d'un antibiotique a l'autre. Cette activité est tres forte comparée a celle des huiles

étudiées.

En effet, ’'HE d’Octobre d'Ocimum basilicum L. a montré un important effet inhibiteur
contre les micro-organismes étudiés. Selon nos résultats, on conclue que I’automne favorise

cette forte activité par rapport aux autres saisons.

Les diamétres d'inhibition varient de 8 a 18 mm pour les feuilles et de 12 & 25 pour les
fleurs d'Ocimum basilicum L. Selon nos résultats I'huile essentielle des fleurs d’Ocimum
basilicum L. inhibe plus la croissance bactérienne que celle des feuilles. Les résultats trouvés
par d’ljaz Hussain sur I’HE d’Ocimum basilicum en fonction des différentes périodes de récolte
dans I’année, démontrent que les HE de la période de I’automne et de 1’hiver sont plus actifs
que celles du printemps et de 1’été : Staphylococcus aureus (24.4+1.1;24.0+£1.0;23.2+1.4;
22.2 = 1.3 mm), Escherichia coli (13.2+0.8;16.2+1.0;13.5+0.8; 11.4 £ 0.6 mm). [27]

L’activité des huiles essentielles testées pourrait étre liée a leurs compositions
chimiques. Selon N. Slougui, L'analyse des huiles essentielles, des fleurs et des feuilles
d'O.basilicum L., a montré une variation dans la composition chimique d'un organe a l'autre.
[38]

En effet, I'étude de l'activité antibactérienne de certains constituants des huiles

essentielles a permis de distinguer que :

e les composés phénoliques ont forte activité antimicrobienne tels que le thymol, le

carvacrol et I’eugénol.
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e les constituants qui ont une faible activité antibactérienne sont : pulegone,
menthone, 1,8-cinéole, p-cymene, isomenthone, myrcene, -pinéne, pipéritone,
limoneéne, linalol, terpinene, les sesquiterpénes et les composés non terpéniques.
[30]

D'apres ces données de la littérature, la variation dans 1’activité antibactérienne des huiles
essentielles des feuilles et des fleurs d’Ocimum basilicum L. est due a leur différence de teneur
en composes actifs, qui doit étre déterminée par la chromatographie gazeuse (CPG) qui a été

faite préalablement dans le laboratoire BioGéoChimie des milieux désertiques (tableau 18).

Tableau 18 : Teneur en chémotype hybride linalol-eugénol des huiles essentielles d’Ocimum
basilicum L. analysées par CPG sur 3 colonnes de polarité différentes. [38]

Type de colonne Colonne OV1701 Colonne SE30 Colonne CW20M
Partie de plante feuilles  fleurs Feuilles  fleurs feuilles  fleurs
linalol 4450% 50.23% 2523% 4337% 9.41%  49.88%
eugenol 3842% 3635% 24% 2289% 1764% 28.17%
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Dans notre travail, nous avons voulu contribuer aux études qui ont été menées sur
I’exploitation des propriétés naturelles des huiles essentielles. A cet effet, on s’est intéressé a la
valorisation des huiles essentielles d’Ocimum basilicum L. genovese, récolté dans la région
d’Oum-Erraneb de la wilaya de Ouargla, durant la période juin 2016 - avril 2017. Notre
contribution réside sur 1’étude comparative et analytique des huiles essentielles obtenues a
partir des différents organes (feuilles, fleurs, tiges et graines) et une évaluation de leur potentiel
antioxydant et antibactérien. L'extraction des huiles essentielles a été effectuée par
hydrodistillation au moyen d’un dispositif de type Clevenger. Un certain nombre de résultats

intéressants peuvent étre résumés dans ce qui suit :

e [’¢tude quantitative a montré une variation remarquable de la teneur des huiles
essentielles ; Les feuilles fournissent un rendement supérieur a celui des autres organes
de la plante. Cependant en hiver, le taux d'humidité est trop éleve, les feuilles flétrissent,
la croissance ralentit, et I’aspect général de la plante se dégrade. Le rendement en huile
essentielle est de 0.3120 a 0.5667 % pour les feuilles ; de 0.4048 a 0.7352 % pour les
fleurs ; des traces pour les tiges et les graines dans chaque saison. Ces huiles présentent
des densités, des couleurs et des odeurs différentes. Ces résultats ont pu mettre en
évidence la variabilité de la composition chimique des huiles essentielles des différentes

parties de la plante.

e Les analyses qualitatives, par CCM nous ont montré que les composants de 1’huile

essentielle des feuilles et ceux des fleurs sont presque les mémes.

o La séparation par CC a montré, que I’huile essentielle du basilic grand vert se constitue

essentiellement de linalol et d’eugénol.

e [’¢tude de I’activité antioxydante a révélé que I’extrait de 1’huile essentielle des
différentes parties d’O. basilicum L. est actif comme piégeur du radical DPPH. Les
feuilles d’été et d’hiver ont fourni le pouvoir antioxydant le plus important au détriment

des huiles essentielles des fleurs. Ce résultat est inversé pour I’automne.

e [’étude de I’activité antibactérienne des huiles essentielles d’O. basilicum L. sur les
trois souches de bactéries (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 et Staphylococcus aureus ATCC 25923), a montré une importante activité

antibactérienne contre deux souches bactériennes, a 1’exception de Pseudomonas
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aeruginosa ATCC 27853 qui est connue d’aprées la littérature par sa large résistance aux
antibiotiques.

e L’huile essentielle des fleurs d’O. basilicum L. inhibe la croissance bactérienne plus
que celle des feuilles. L’automne favorise cette activité alors qu’en été elle est moins
performante. Cette variabilité est due aux impacts des facteurs environnementaux sur la
composition chimique des HE ainsi que sur leurs activités biologiques.

En termes de perspectives et a la suite des résultats obtenus, il serait intéressant de mener
une investigation plus détaillée de I’enquéte dans les autres villes de la région du sud d’ Algérie,
en vue de bien évaluer 1’état des plantes aromatiques et médicales originaire du sud. Les

résultats de ce travail peuvent étre complétés aussi par :

»  L’Evaluation de I’activité antioxydante par les diverses méthodes disponibles.

»  L’étude de I’effet insecticide des huiles essentielles d’O. basilicum L.
»  Laréalisation des tests antibactériens sur une large gamme de microorganismes.

»  Cibler les fractions les plus actives afin de caractériser les molécules responsables

de ces activités (principes actifs).
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Résumé

Résume :

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’effet des saisons de culture et les parties
de la plante Ocimum basilicum L.Genovese (basilic), sur le rendement d'extraction, la qualité et la
constitution de ses huiles essentielles ainsi que quelques activités biologiques. Cette plante, connue pour
ses effets thérapeutiques est cultivée pour ce travail, dans une zone agricole & Oum-Erraneb (Ouargla).

Le rendement d'extraction des huiles essentielles du basilic obtenu, s'avére acceptable pour les divers
organes. Il varie de 0.3120 & 1.2035 % pour les feuilles ; de 0.4048 a 0,7782 % pour les fleurs et a I'état de
traces pour les tiges et les graines. Les valeurs maximales ont été observées en automne, et minimales en
hiver pour les feuilles, et en été pour les fleurs.

L’analyse des huiles essentielles, par Chromatographie sur Couche Mince (CCM) et Chromatographie
sur Colonne ouverte de gel de silice (CC), nous a permis d’identifier les deux composés majoritaires : le
linalol et I’eugénol (confrontation avec les Rret les spectres IR des étalons purs).

L’activité antioxydante a été évaluée par la méthode de réduction du DPPHe. Les valeurs de la Clsg sont
20,867+0,03 ; 20,536+0,03 et 23,660+0,08 pg/ml pour les feuilles et 24,162+0,06 ; 19,696+0,01 et
27,327+0,04 pg/ml pour les fleurs dans les trois saisons : été, automne et hiver respectivement.

L’activité antimicrobienne a été testée par la méthode de I’aromatogramme sur trois souches bactérienne
(Escherichia coli ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus aureus ATCC
25922).Les résultats montrent que les huiles essentielles sont actives contre : Escherichia coli ATCC 25923
et Staphylococcus aureus ATCC 25922, les diametres d'inhibition varient de 8 a 18 mm pour les feuilles et
de 12 a 25 mm pour les fleurs. Notons enfin, que les huiles essentielles des plantes récoltées en automne
sont plus actives que celles des autres saisons.

Mots- clés : Ocimum basilicum L. Genovese, huiles essentielles, activité antioxydante, activité
antimicrobienne.
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Résumé

Abstract:

In our study, we were interested in studying the effect of seasons of culture and parts of the plant:
Ocimum basilicum L. Genovese (basil) on extraction yield, quality and constitution of essential oils and
some of biological activities. This plant, known for its therapeutic effects, grown for this work in an
agricultural zone at Oum-Erraneb (Ouargla).

The yield of the essential oils of the basil gave an acceptable yield for the various organs, which varies
from 0.3120 to 1.2035% for the leaves; from 0.4048 to 0.7782% for the flowers and in trace amounts in
stems and seeds. Maximum values observed in autumn, and minimal, in winter for leaves and in summer
for flowers.

Analysis of the essential oils by Thin Layer Chromatography (TLC) and Open Column Chromatography
on silica gel (CC) allowed us to identify the two major compounds: linalool and eugenol (Comparison with
Rfand IR spectra of pure standards).

Antioxidant activity was evaluated by the DPPH reduction method. The EC50 values are 20.867 + 0.03;
20.536 + 0.03 and 23.660 + 0.08ug / ml for leaves and 24.162 £ 0.06; 19,696 + 0,01 and 27,327 + 0,04 pg
/ ml for flowers in all three seasons: summer, autumn and winter respectively.

The antimicrobial activity tested by aromatogram method on three-bacterial (Escherichia coli ATCC
25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Staphylococcus aureus ATCC 25922). The results show
that the essential oils are active against: Escherichia coli ATCC 25923 and Staphylococcus aureus ATCC
25922, the inhibition diameters vary from 8 to 18 mm for the leaves and from 12 to 25 mm for the flowers.
It noted that the essential oils of autumn are more active than those of other seasons.

Keywords: Ocimum basilicum L. Genovese, essential oils, antioxidant activity, antimicrobial activity.



