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RESUME 
Ocimum americanum L. (Lamiaceae) et Laggera aurita L. (Asteraceae) sont des plantes 

herbacées de la flore du Burkina Faso. Ces plantes sont traditionnellement utilisées dans 

le traitement des maladies infectieuses, de la fièvre et de la douleur. Les composés 

bioactifs de ces deux plantes ont été extraits par macération hydro-éthanolique puis 

dosés par des méthodes spectrophotométriques. Les propriétés antibactériennes des 

fractions dichlorométhane et acétate d’éthyle de ces plantes ainsi que leur potentiel 

antioxydant ont été évalués. Trois méthodes à savoir : FRAP, DPPH et ABTS ont été 

utilisées pour évaluer l’activité antioxydante. 

Parmi les cinq fractions obtenues de chaque plante, seules les fractions acétate d'éthyle 

(FAE) et dichlorométhane (FDCM) ont présenté les plus fortes teneurs en composés 

phénoliques. Les teneurs en phénols totaux étaient de 63,81 ± 0,12 mg EAG/100 mg de 

matière sèche dans la fraction acétate d’éthyle et en flavonoïdes, de 10,72 ± 0,06 mg 

EQ/100 mg de matière sèche dans la fraction acétate d’éthyle pour Ocimum americanum 

L. Concernant Laggera aurita L., les teneurs en phénols totaux étaient de 62,12 ± 0,68 

mg EAG/100 mg de matière sèche dans la fraction FAE et en flavonoïdes, de 10,56 ± 

0,29 mg EQ/100 mg de matière sèche dans la fraction FDCM. Ces deux fractions ont 

également présenté la meilleure activité antioxydante et celles-ci est corrélée avec les 

teneurs en composés phénoliques. 

De plus, les fractions FAE et FDCM d’Ocimum americanum L., présentaient la meilleure 

activité antibactérienne contre les bactéries Gram-positifs que des bactéries Gram-

négatifs comparativement à la gentamicine. La fraction FAE combinée à la gentamicine 

a présenté les meilleures activités antibactériennes ayant un effet synergique ou additif. 

Les résultats indiquent aussi que les deux fractions bioactives de Laggera aurita L., 

étaient capables d'inhiber les bactéries Gram-positifs.  

Ces résultats suggèrent que Ocimum americanum L. et Laggera aurita L., constituent 

une source importante de composés phénoliques et présenteraient un pouvoir 

antibactérien intéressant ; ce qui justifierait leurs utilisations traditionnelles dans le 

traitement des maladies gastro-entériques d’origines bactériennes. 

Mots clés: polyphenols, antioxydant, bioactivité, antibactérien, gentamicine, Laggera 

aurita L., Ocimum americanum L.  
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SUMMARY 

Ocimum americanum L., (Lamiaceae) and Laggera aurita L., (Asteraceae) are among 

herbal flora of Burkina Faso traditionally used in the treatment of infectious diseases, 

fever and pain. Bioactive compounds were screened from these plants. Antibacterial 

properties of several fractions of these plants were determined. In addition, the 

antioxidant potential of the extracts was evaluated using three separate assays. Among 

five separate fractions from the two plants, it appeared that ethyl acetate fraction (EAF) 

and dichloromethane fraction (DCMF) of O. americanum had the highest content of total 

phenolics. Levels of total phenolic compounds and flavonoids in EAF were 63.81±0.12 

mg GAE and 10.72±0.06 mg QE, respectively. In correlation to levels of phenolic 

compounds, EAF presented the best antioxidant activity. The antibacterial activity of the 

tested fractions was correlated with their phenolic constituents. The EAF fraction had 

higher antibacterial activity than gentamicin. The fractions exhibited higher antibacterial 

activity against Gram positive bacteria such as B. cereus than Gram negative one such 

as E. coli. The EAF fraction displayed the best antimicrobial activities and presented 

synergistic or additive effect with gentamicin. 

For Laggera aurita L., estimation of total phenolic and flavonoid contents revealed that 

EAF and DCMF had the highest phenolic and flavonoid contents with 62.12±0.68 mg 

GAE and 10.56±0.29 mg QE, respectively. These results indicated that most of the 

bioactive fractions from Laggera aurita L. were able to inhibit Gram-positive bacteria at 

level higher than Gram-negative bacteria. Among the samples tested for antioxidant 

activities, EAE and DCMF have the highest activities compared to other fractions.  

 

In conclusion, these findings suggested that Ocimum americanum L. and Laggera aurita 

L. are not only an important source for antibacterial component, but also a potential 

source of antioxidants. So, these results may be useful in explaining their medicinal 

applications against gastro-entero diseases from bacterial origin. 

 

Key words: polyphenols, antioxidant, bioactivity, antibacterial, gentamicin, Laggera 

aurita L., Ocimum americanum L. 
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Les maladies d’origine alimentaire portent gravement atteinte à la santé des 

populations. Les cas de toxi-infections alimentaires sont très fréquents et 

malheureusement une très grande proportion de la population en est touchée. Les toxi-

infections alimentaires constituent de ce fait un sérieux problème de santé publique. Ces 

infections d’origine alimentaire sont l’une des plus importantes causes de morbidité dans 

les pays en voie de développement. 

Des millions de personnes tombent malades et un grand nombre d’entre elles 

décèdent après avoir ingéré des aliments impropres à la consommation (OMS, 2000). 

La diarrhée, un des symptômes des toxi-infections alimentaires, peut être mortelle chez 

certains patients tels que les enfants. En effet, près de sept millions d'enfants de moins 

de 5 ans meurent de diarrhées dans le monde, le plus souvent dans les pays du sud 

(Buisson, 2001). 

En 2004, 80% des 1,5 millions d’enfants morts de diarrhée avaient moins de deux 

ans. Ces chiffres soulignent l’ampleur du problème et expliquent l’intérêt porté à la 

recherche des agents infectieux responsables de toxi-infections alimentaires. 

  La diarrhée d’une toxi-infection est en général le symptôme d’une infection 

intestinale pouvant être causée par divers micro-organismes tels que les bactéries. 

Cependant, force est de constater que de nos jours, la résistance aux antibiotiques 

constitue une menace croissante pour la santé publique dans le monde (OMS, 1998). 

Cette résistance très marquée, est observée aussi bien chez les bactéries Gram-positifs, 

que chez les bactéries Gram-négatifs et les Bactéries-Acido-Alcoolo-Résistantes 

« BAAR » (Sanches et al., 1998).  

A cela, s’ajoute aussi la cherté des produits pharmaceutiques qui restent très peu 

accessibles à la grande majorité des populations des pays en voie de développement, et 

d’où leur recours à la phytothérapie. 

En effet, selon les estimations de l'OMS, 80% de la population des pays en voie 

de développement ont recours presque exclusivement à la médecine traditionnelle pour 

leurs besoins de santé primaire. Au Burkina Faso, la médecine traditionnelle est 

essentiellement basée sur l'utilisation des plantes médicinales. En outre, les métabolites 

secondaires isolés des plantes médicinales servent parfois de précurseurs et/ou de 

modèles pour la synthèse de molécules thérapeutiques destinées à la médecine 

moderne. 
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 Ce recours à la médecine traditionnelle pourrait s’expliquer tout d’abord par 

l’indigence de la majorité de la population car plus de 48% des Burkinabé vivaient sous 

le seuil de pauvreté (INSD, 2003). Cette pauvreté rend problématique l’accès aux 

médicaments modernes. La situation est même aggravée par l'insuffisance des 

infrastructures de la médecine moderne. 

 La seconde raison justifiant le recours à la médecine traditionnelle est sa grande 

affinité avec les conceptions ethno-psychologiques des populations.  

Même lorsque l’obstacle de l’accès aux médicaments semble être levé, il se pose 

encore le problème récent, de plus en plus récurent, d’efficacité thérapeutique de 

certaines molécules généralement issues de synthèse chimique industrielle, contre 

lesquels certains microorganismes ont développé de nombreux mécanismes de 

résistance.  

Bien que l’on ait recours depuis longtemps à la médecine traditionnelle, il existe 

peu de preuves scientifiques de son innocuité et de son efficacité. Nombreux sont ceux 

qui y ont recours dans le cadre d’une auto-prise en charge, car une conception erronée 

et largement répandue fait du « naturel » le synonyme de « sans danger ». Du fait de 

l’absence de contrôle qualité et du manque d’information par les consommateurs, des 

cas d’utilisation erronée de préparations à base de plantes ont été signalés (OMS, 2002). 

Il est donc opportun d’effectuer des recherches pharmacologiques visant à identifier et à 

étudier l’efficacité des plantes utilisées en médecine traditionnelle et à contrôler leur 

innocuité, afin de permettre une utilisation plus rationnelle (Fouché et al., 2000). 

Parmi les potentialités biologiques reconnues des plantes, l’activité antioxydante 

présente un intérêt de plus en plus grandissant à cause des rôles importants que jouent 

les composés antioxydants, retrouvés au niveau des plantes, dans le traitement et la 

prévention des maladies (Cole et al., 2005 ; Boligon et al., 2009).  

Vu, l’intérêt scientifique que suscitent les médicaments d’origine végétale, on 

assiste, ces dernières années, à la valorisation thérapeutique des molécules 

biologiquement actives contenues dans les espèces végétales. Cela se traduit par la 

naissance de nouvelles molécules d’origine naturelle parmi lesquelles, on peut citer le 

taxol (issu de Taxus baccata L.) ayant des propriétés anticancéreuses remarquables 

(cancers de l’ovaire et du sein) et de l’artémisine (isolée de Artemisia annua L.) pour ses 

propriétés antipaludiques (Hostettmann et al., 2001).  
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Malgré cette multiplicité des recherches déjà menées sur les plantes, les résultats 

restent insuffisants quand on pense que seuls environ 15 % du nombre de plantes ont 

fait l’objet d’une étude systématique en vue de la recherche de composés bioactifs 

(Cragg et al., 1997). 

La flore tropicale est très riche dans sa diversité. Selon l’OMS, environ six mille 

trois cent soixante dix sept (6377) espèces de plantes sont utilisées en Afrique tropicale, 

dont quatre mille (4000) sont des plantes médicinales. Aussi, 90% de la médecine 

traditionnelle en Afrique est à base de plantes. Au Burkina Faso, selon le Ministère de la 

Santé, deux mille (2000) espèces de plantes médicinales ont été déjà identifiées en 2004. 

Parmi ces plantes abondent les herbacées qui à première vue semblent être 

encombrantes et inutiles. De ces herbacées se retrouvent la famille des Asteraceae et 

celle des Lamiaceae. Ces herbes, dont Ocimum americanum L., et Laggera aurita L., 

sont arrachées en saison pluvieuse ou abandonnées dans les champs sans aucune 

attention particulière, sont pourtant connues chez certaines populations de la région du 

plateau central pour leurs vertus thérapeutiques, surtout dans la prise en charge des toxi-

infections alimentaires, la fièvre, les vomissements, les coliques et diarrhées, 

l’inflammation de la rate, les mycoses, les tumeurs d’estomac et leur huile essentielle est 

reconnue pour ses propriétés antibactériennes, contre la douleur, la stomatite, l’asthme, 

la bronchite et la congestion nasale (Nacoulma, 1996). 

Par ailleurs, Laggera aurita L., est utilisée au cours des rituels et dans la 

conservation des céréales. Au Cameroun et au Nigeria, cette plante est utilisée comme 

remède contre le paludisme pédiatrique (Nacoulma, 1996 ; Njan et al., 2007 et Okhale 

et al., 2010).  

Aussi, certaines recherches nous rapportent diverses propriétés bioactives de 

Laggera aurita L., à savoir : des propriétés anti-inflammatoires, antivirales, 

antibactériennes et hépatoprotectrices (Zhao et al., 2004 ;Wu et al., 2006 et Shi et al., 

2007). 

 

Les analyses phytochimiques antérieures réalisées sur Laggera aurita L. et 

Ocimum americanum L., ont montré la présence d'un certain nombre de métabolites 

secondiares à savoir : des saponosides, des triterpéniques, des stéroïdes, des 
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sesquiterpénoïdes, des monoterpenoïdes et des flavonoïdes (Weaver et al., 1991 ; 

Nacoulma, 1996 ; Roberto et al., 2003 et Yang et al., 2006 ). 

En dehors de l’identification de ces métabolites secondaires, très peu 

d’informations existent sur leur activité antimicrobienne. De plus, aucun travail n'a été 

réalisé sur une éventuelle corrélation entre les composés polyphénoliques, la capacité 

de piéger des radicaux libres et l’activité antibactérienne des extraits de Laggera aurita 

L. et d’Ocimum americanum L. 

Ce travail s’inscrit dans le cadre d’une contribution à une meilleure connaissance 

de la phytochimie et des activités biologiques dans l’optique d’établir une corrélation 

possible entre les phénols totaux, les flavonoïdes totaux et les activités biologiques des 

extraits de ces deux plantes. 

Plus spécifiquement, ce travail vise à : 

 déterminer les principaux groupes de composés chimiques des extraits et 

fractions de ces deux plantes ; 

 d’identifier et quantifier les acides phénols et les flavonoïdes des extraits de ces 

deux plantes ; 

 d’évaluer le potentiel antioxydant et le potentiel antibactérien qui permettront de 

confirmer ou d’infirmer le bien-fondé de l’exploitation de ces plantes dans la prise 

en charge traditionnelle des toxi-infections alimentaires.  

Pour se faire, ce travail est structuré en trois parties :  

 la première partie est une synthèse bibliographique relative aux différents aspects 

qui seront abordés dans le travail ; 

 la deuxième partie est un répertoire de matériels et méthodes utilisés ; 

 la troisième partie présente les résultats des travaux suivis d’une discussion de 

ces résultats à partir de laquelle se dégageront une conclusion générale et les 

perspectives. 
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I. Description du matériel végétal 
 

I.1. Laggera aurita (L.f.) Berth. Ox C.B. Clark 

La famille Asteraceae ou Composeae avec ses quelques 1620 genres et plus de 

23600 espèces est la plus grande famille de plantes à fleurs (Stevens et al., 2001). Cette 

famille est disséminée dans le monde entier à l'exception de l'Antarctique, mais elle est 

particulièrement diversifiée dans les régions tropicales et subtropicales d'Amérique du 

Nord, du Brésil, d'Afrique de l’Ouest, dans la région méditerranéenne, en Asie centrale 

et dans le sud-ouest de la Chine. La majorité des espèces des Asteraceae sont 

herbacées (Rieseberg et al., 2003). 

 

I.1.1. Aspects Botaniques 

I.1.1.1. Classification (Cronquist, A. 1988) 

 

Règne : Végétal 

Embranchement : Phanérogames 

Sous-embranchement : Angiospermes 

Classe : Magnoliopsida Dicotyledones 

Sous-classe : Asteridae 

Ordre : Asterales 

Famille : Asteraceae 

Genre : Laggera 

Espèce : Laggera aurita L. 

Synonymes (Kerharo, 1974 ; Nacoulma, 1996) 

Blumea aurita (L.f.) DC. Var. foliolosa (D.C.) C.D. Adams 

Blumea guineensis D.C. 
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Noms vernaculaires 

Français : tabac de l’hyène 

Mooré : Katre tabré 

Bambara : boylé buti  

 

I.1.1.2. Description et Habitat 
 

Laggera aurita L., est une herbe annuelle ou bisannuelle, dressée, atteignant 1,5 

mètre de hauteur, fortement parfumée, de couleur vert-clair, à poils glutineux. Ses 

feuilles sont alternes, irrégulièrement et largement échancrées sur les bords ; le limbe 

se prolongeant le long d’une tige ailée, pubescent, avec de nombreux poils blanchâtres, 

mous, glutineux, rendant la plante collante.  

Laggera aurita L. fleurit de décembre à février et donne des fleurs de couleur rose ou 

violacée en capitules entourées de bractées vertes également glutineuses. Elle se 

reproduit par les graines (Berhaut, 1954 ; Kerharo, 1974 ; Zutshi 1975). 

Laggera aurita L., est très répandue en Afrique tropicale, précisément dans les sols 

littoraux humides et plus ou moins saumâtres, dans les rizières en jachères et les sols 

marécageux (Figure 1). 
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Figure 1: Laggera aurita L., dans son milieu naturel à Gampela 

 

I.1.2. Données phytochimiques 

Les tiges feuillées de Laggera aurita L. contiennent des huiles essentielles, des 

stéroïdes, des alcaloïdes, des flavonoïdes. Les huiles essentielles renferment des 

sesquiterpènes; de δ-cadiène, de 2, 3-diMethoxy-p-cymène, de laggerol, de α-cadinol, 

de m-menth-6-èn-8-ol et de β-caryophyllène (Belanger, 1994 ; Kabera, 2005).  

 

I.1.3. Utilisations courante (Nacoulma, 1996) 

Différents organes de Laggera aurita L. sont utilisés en médecine traditionnelle et 

c’est ainsi que : 

►les feuilles de Laggera aurita L. apportent la guérison des plaies, des ulcères 

phagédéniques, des contusions, des hémorragies et des ecchymoses. Elles sont 

également cicatrisantes, hémostatiques et antiseptiques ; 

►les tiges feuillées sont utilisées pour le soin des Infections Sexuellement Transmissible 

(IST), des spasmes gastriques, des fièvres, des angines, des parasites intestinaux et 

urinaires ; 
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►les tiges feuillées sont également utilisées dans les maladies diarrhéiques. 

 

I.2. Ocimum americanum L. 

La famille des Lamiaceae ou Labiées est une importante famille de plantes 

dicotylédones, qui comprend environ 210 genres et près de 4000 espèces répandues 

dans le monde entier. Ocimum americanum L., est une plante originaire d’Afrique et 

d’Asie. Dans les régions méditerranéennes, le soleil rend ses arômes encore plus forts 

(Naghibi et al., 2005). 

 

I.2.1. Aspect botanique 

I.2.1.1. Classification (Cronsquit, 1988) 

 

Règne : Végétal 

Embranchement : Phanérogames 

Sous-embranchement : Angiospermes 

Classe : Magnoliopsida Dicotyledones 

Sous-classe : Asteridae 

Ordre : Lamiales 

Famille : Lamiceae 

Genre : Ocimum 

Espèce : Ocimum americanum L. 

Synonymes (Kerharo, 1974 et Nacoulma, 1996) 

Ocimum canum SIMS 
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Noms vernaculaires 

Mooré : Yulin-gou-raaga 

Ile Rodrigues : petit bangélique (Gurib-Fakim, 1994) 

Kikongo: mansiusiu ma nkento (Arkinstall, 1979) 

 

I.2.1.2. Description et habitat 

Plante très parfumée, à odeur poivrée, de dimensions variables, Ocimum 

americanum L. possède des tiges quadrangulaires pubescentes, ramifiées, de couleur 

vert-clair, lignifiées à la base. 

Ocimum americanum L. est une plante annuelle, parfois vivace, aux feuilles et aux limbes 

lancéoles, cutanés aux deux extrémités entières ou légèrement denticulées. Ses épis 

terminaux faits de verticilles de fleurs blanches avec l’axe des épis; les pédoncules de 

fleurs et les calices longuement pubescents blanchâtres (Figure 2) (Nacoulma, 1996). 

 

Figure 2: Ocimum americanum L., dans son milieu naturel à Gampèla 
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I.2.2. Données phytochimiques 

Les tiges feuillées d’Ocimum americanum L. renferment les huiles essentielles, les 

polyphénols, les triterpénoïdes, les flavonoïdes, les stérols, les saponosides 

triterpéniques et les traces d’alcaloïdes (Nacoulma, 1996). 

 

I.2.3. Utilisations courantes 

Différents organes d’Ocimum americanum L. sont utilisés en médecine 

traditionnelle, c’est ainsi que : 

►les feuilles apportent la guérison des parasitoses cutanées, du paludisme, de la fièvre 

avec refroidissements des mains et des pieds, des vomissements, des coliques, de 

l’inflammation de la rate et de hoquet ; elles chassent également les moustiques ; 

►les feuilles séchées prises en inhalation permettent de soigner les tumeurs d’estomac, 

les mycoses, les tumeurs des yeux et les polypes de nez ; 

►les graines sont toniques, diurétiques et permettent d’extraire les objets dans l’œil ; 

►les racines permettent de lutter contre les morsures de serpents ; 

► le jus de feuilles mélangé au miel permet de guérir la fièvre ; 

► Le thé des feuilles est utilisé comme complément alimentaire occasionnel (Bossard, 

1996), contre les ballonnements et les troubles digestifs (Gurib-Fakim, 1994). 
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II. Description des composés phénoliques 

II.1. Définition des composés phénoliques  

Les composés phénoliques sont des dérivés non azotés dont le ou les cycles 

aromatiques sont issus de deux grandes voies métaboliques : la voie du shikimate et la 

voie de l’acétate (Bruneton, 1999 et Lugasi et al., 2003). 

Cette double origine biosynthétique explique la diversité structurale des composés 

phénoliques ; elle s’amplifie également avec la présence simultanée du shikimate et de 

l’acétate conduisant à l’élaboration de composés mixtes (flavonoïdes, stilbène, xanthone, 

etc.). Plus de 8000 composés phénoliques ont été identifiés dans les plantes. 

 

II.2. Structures et classification des composés phénoliques  

Les composés phénoliques renferment un noyau aromatique qui possède un ou 

plusieurs substituants hydroxylés. Ces derniers conduisent les composés phénoliques 

simples à se polymériser pour obtenir des phénols complexes ou polymérisés. Malgré la 

grande diversité structurale, ce groupe est connu sous le nom de polyphénol (Keskas, 

2011).  

Les composés phénoliques constituent un des groupes de substances les plus nombreux 

et largement distribués dans le règne des végétaux présents dans tous les organes de la 

plante (Tableau I). 
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COOH

R 1

R 2

R 3

Tableau I: Quelques classes des composés phénoliques 

Classe Squelette primaire 

 

Phénols simples, benzoquinones 

 

C6 

 

Acide hydroxybenzoïque 

 

C6-C1 

 

Acéthophénones, acide phénylacétique 

 

C6-C2 

Acide hydroxycinnamique, 

phénylpropanoïdes 

 

C6-C3 

Flavonoïdes, isoflavonoïdes  

C6-C3-C6 

 

Lignanes, néolignanes 

 

(C6-C3)2 

 

biflavonoïdes 

 

(C6-C3-C6)2 

Tannins condensés 

(proanthocyandines ou flavolans) 

 

(C6-C3-C6)n 

 

 

II.2.1. Structure et classification des acides phénoliques 

La classe des acides phénoliques peut-être divisée en deux sous-classes. 

 

II.2.1.1. Hydroxybenzoïques 

Les hydroxybenzoïques comprennent plusieurs molécules et les plus fréquentes 

sont : L'acide gallique, l'acide vanillique, l'acide syringique et l’acide p-hydroxybenzoïque. 

Ces composants possèdent une structure en C6-C1 en commun (Kanoun, 2011). 
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Acide vanillique:R1 = OCH3, R2 = OH, R3 = H 

Acide para-hydroxybenzoïque: R1 = H, R2 = OH, R3 = H 

Acide gallique: R1 = R2 = R3 = OH 

 

Figure 3: Structure des hydroxybenzoïques 

 

II.2.1.2. Dérivés d’acides hydroxycinnamiques  

Ces molécules possèdent un cycle aromatique avec 3 carbones en C6-C3 (dérivé 

d’acide cinnamique), par exemple : l'acide caféique, l'acide férulique, l’acide 

p-coumarique, l'acide sinapique, etc. (Bouayed, 2007). 

 

 

 

 

 

 

Acide cinnamique: R1 = R2 = R3 = H 

Acide p-coumarique: R1 = R3 = H, R2 = OH 

Acide férulique: R1 = OCH3, R2 = OH, R3 = H 

Acide caféique: R1 = R2 = OH, R3 = H 

Figure 4: Structures des acides hydroxycinnamiques 

 

 

R 1

R 2

R 3

COOH
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II.2.2. Structure et classification des flavonoïdes 

Les flavonoïdes constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels du 

règne végétal, qui sont caractérisés par la présence d'une structure phénolique dans leur 

molécule, et même d'une structure flavone, ce qui les distingue des autres polyphénols 

(Ghedira, 2005 ; Toufektsian et al., 2008). 

De nos jours plus plusieurs milliers de flavonoïdes ont été répertoriés et il en reste des 

milliers d'autres à découvrir car le squelette des flavonoïdes (Figure 5) peut être substitué 

par différents groupements comme des groupements hydroxy, méthoxy, méthyl, benzyl 

et isoprényl (Beecher, 2003 ; Williams et al., 2004 ; Kueny-Stotz, 2008). 

 

II.2.2.1. Structures des flavonoïdes 

Les flavonoïdes possèdent un squelette de base à 15 atomes de carbone 

constitués de deux cycles phényles, les cycles A et C, reliés par une chaine à trois 

carbones (structure en C6-C3-C6). La chaine en C3 entre les cycles A et C est 

communément cyclisé pour former le cycle B (Bruneton, 1999). 

 

 

 

 

 

Figure 5: Structure de base des flavonoïdes 

 

II.2.2.2. Classification des flavonoïdes 

Structuralement, les flavonoïdes se répartissent en plusieurs classes de molécules 

(Harbone, 1988) dont les plus importantes sont: les flavones, les flavonols, les 

flavanones, les isoflavones et les anthocyanidines. 

Ces diverses substances se rencontrent à la fois sous la forme libre (génine) ou sous la 

forme de glycoside (C ou O glycosylés). On les retrouve dans toutes les plantes 
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vasculaires où elles peuvent être localisées dans divers organes : racines, tiges, feuilles 

et fruits (Bruneton, 1999) (Tableau III). 
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Tableau II: Principales classes de flavonoïdes 
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II.2.3. Structures et classification des tanins 

Les tanins sont le plus souvent des polymères d’acides phénols, hydrosolubles ou 

non hydrosolubles, de masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 kD (polymères) 

ayant la propriété de tanner la peau c’est-à-dire de la rendre imputrescible (l’empêche de 

pourrir), propriété liée à leur aptitude à se combiner à des macromolécules (protéines). 

Ils peuvent aussi se lier à d’autres polymères tels que la cellulose ou les pectines donnant 

ainsi des hauts polymères astringents utilisés en thérapeutique comme pansement 

gastrique et intestinal (Ribereau, 1968 ; Nongonierma, 1990). 

On distingue deux groupes de tanins par leur structure : les tanins hydrolysables et les 

tanins condensés (Bruneton, 2009). 

II.2.3.1. Tanins hydrolysables  

Les tanins hydrolysables sont des molécules avec un noyau central possédant 

plusieurs groupements de carbohydrates (généralement le D-glucose). Les groupements 

hydroxyles de ces carbohydrates sont partiellement ou totalement estérifiés par des 

groupements phénoliques comme l’acide gallique (tanins galliques) ou par l’acide 

ellagique (tanins ellagiques). Les deux types de tanins hydrolysables : 

-  Tanins galliques : Les groupements phénoliques qui s’estérifient avec les 

hydroxyles du sucre sont constitués par des dimères ou des polymères de l’acide 

gallique. Chaque molécule de tanin gallique est souvent composée d’un ose 

(D-glucose) et de 6 à 9 groupements galloyls. Dans la nature, il existe un très 

grand nombre d’esters de glucose, de mono et disaccharides. Pour les vrais 

tanins, Il faut au moins que trois (3) des hydroxyles du sucre soient estérifiés par 

des groupements galloyls (Figure 6). 

 

 

 

 

 

 

OH

OH

OHHO

O
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Figure 6: Structures de tanin gallique (2) et de l'acide gallique (1). 

 

-  Tanins ellagiques : C’est l’un des deux groupes des tanins hydrolysables. Ce 

sont des esters de l’acide hexahydroxydiphénique et du glucose (Figure 7). L’acide 

hexahydroxydiphénique se déshydrate spontanément en une forme lactone qui 

est l’acide ellagique. Leurs poids moléculaires varient entre 2000 et 5000. 

    

 

Figure 7: Structures de l'acide ellagique (3) et de tanin ellagique (4)  

 

II.2.3.2. Tanins condensés ou proanthocyanidols  

Les tanins condensés très peu dans nos extraits, sont tous dérivés de la 

polymérisation des flavonoïdes. Les flavonoïdes constituent un groupe de métabolite 

dont la structure est basée sur un noyau dérivé de la phénylalanine (B) et un noyau 

biosynthétisé (A) (Figure 8). Parmi les tanins condensés, on distingue les 
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proanthocyanidols et les pro-désoxyanthocyanidols. L’hydrolyse des premiers libère les 

flavan-ols et l’hydrolyse des secondes donne des 3-désoxyanthocyanidines. 

 

 

 

 

Figure 8: Structure de base des tanins condensés 

Les tanins condensés les plus étudiés sont ceux qui sont formés à partir de la 

polymérisation des deux flavan-3-ols ((-)-épicatéchine et (+)-catéchine) (Figure 9), des 

proanthocyanidinols et des pro-3-désoxyanthocyanidines (Figure 10). 

    

 

Figure 9: Structure monomères de base des tanins condensés: Epicatéchine (6) et 
Catéchine (7) 
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II.3 Biosynthèse des composés phénoliques 

Les grandes lignes des voies de biosynthèse des principaux composés 

phénoliques sont maintenant bien connues. Les deux acides aminés aromatiques 

(phénylalanine et tyrosine) présents dans les protéines sont également à l'origine de la 

formation de la plupart des molécules phénoliques chez les végétaux. Ces composés 

sont issus par deux grandes voies métaboliques. 

 

II.3.1. Voie de l'acide shikimique  

Elle conduit à la formation du précurseur immédiat des phénols par désamination 

de la phénylalanine. La séquence biosynthétique qui suit, dénommée séquence des 

phénylpropanoïdes, permet la formation des principaux acides hydroxycinnamiques. Les 
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formes actives de ces derniers avec la coenzyme A permettent d'accéder aux principales 

classes des composés phénoliques. Notons quelques transformations : 

- vers les acides de la série benzoïque (acides gallique, protocatéchique) par  

β-oxydation. L'acide gallique lui-même, par combinaison avec des sucres simples, 

conduit aux tanins hydrolysables (tanins galliques et ellagiques) ; 

- vers les esters de type chlorogénique par estérification avec un acide alcool (acide 

quinique, acide shikimique) ; 

- vers les coumarines, par cyclisation interne des molécules suivie de modifications 

complémentaires (glycosilations, prénylations) ; 

- vers les lignines par réduction, formation des monolignols puis polymérisation oxydative 

initiée dans la paroi cellulaire par les peroxydases et les lactases. 
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Figure 11: Biosynthèse des composés phénoliques par voie de shikimate (Portes, 2008) 

 

II.3.2. Voie du phénylpropanoïde 

La voie du phénylpropanoïde commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en 

plus des principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoïdes, 

flavonoïdes, acide salicylique, des précurseurs de la lignine, qui est quantitativement le 

second biopolymère le plus important après la cellulose (Portes, 2008). 
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Figure 12: Biosynthèse des composés phénoliques par la voie de phénylalanine 
(Mouffok, 2011) 
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II.4. Propriétés biologiques des composés phénoliques 

Les polyphénols ont une multitude d’activités biologiques dépendant de leur 

structure chimique. Ils constituent une importante famille d’antioxydants dans le règne 

végétal. Contrairement aux antioxydants synthétiques comme le butylhydroxyanisole 

(BHA) et le butylhydroxytoluène (BHT), les polyphénols n’ont pas de nuisance averée sur 

la santé humaine (Bounatirou et al., 2007). Les polyphénols ont également un rôle dans 

le contrôle de la croissance et le développement des plantes en interagissant avec les 

diverses hormones végétales de croissance. Ils permettent aux végétaux de se défendre 

contre les rayons ultraviolets. Certains d’entre eux jouent le rôle de phytoalexines comme 

les isoflavonols permettant de lutter contre les infections causées par les champignons, 

ou par les bactéries (Makoi et al., 2007). 

Les pigments non azotés sont impliqués dans le processus de pollinisation : ils attirent 

l’attention des insectes pollinisateurs, ou servent au contraire à dessiner les formes pour 

éloigner les prédateurs. D’autres sont des inhibiteurs d’enzymes et interviennent dans la 

protection de l’homme vis-à-vis de certaines maladies (Bruneton, 1999). 

Les polyphénols sont également utilisés dans l’industrie agro-alimentaire comme additifs, 

colorants, arômes ou agents de conservation (Bruneton, 1999) (Tableau III). 
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Tableau III: Activités biologiques de quelques composés phénoliques (Bruneton, 1999; Hennebelle, 

2006) 

Composés phénoliques Activités biologiques 

 

Acides phénols 

Acide caféique 

Acide salicylique 

Antibactérienne 

Antioxydante, anti-

aggrégeant plaquetaire 

 

 

Tanins 

 

 

Tanin gallique 

proanthocyanidine 

Effet stabilisant sur le 

collagène, antioxydant, 

antidiarrhéique, effet 

antiseptique, effet 

vasoconstricteur 

 

 

Flavonoïdes 

Lutéoléine 

Catéchine 

Hespéridine 

Quercétine 

naringénine 

 

Antioxydante, 

antimicrobienne, 

anticarcinogène 

 

II.4.1. Propriétés biologiques des flavonoïdes 

Les flavonoïdes ont suscité l'intérêt scientifique depuis plusieurs décennies. 

D'abord à cause de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs rôles dans 

la pigmentation, mais aussi parce qu'ils sont impliqués dans la croissance et la 

reproduction des plantes (Manach et al., 2004). Ils ont également pour fonction de 

protéger ces dernières contre les agents pathogènes d'origine virale ou bactérienne, les 

prédateurs comme les insectes (Bravo, 1998). 

Plus particulièrement, les flavonoïdes sont impliqués, chez les plantes, dans le transport 

d'électrons lors de la photosynthèse et ils jouent un rôle de protection contre les effets 

néfastes des rayons ultraviolets en agissant comme antioxydants (Havsteen, 2002). 

Les flavonoïdes parviennent à capturer les espèces réactives de l'oxygène associées au 

stress oxydatif, les empêchant ainsi de créer des dommages cellulaires. En effet, ils sont 

capables d'inactiver et de stabiliser les radicaux libres grâce à leur groupement hydroxyle 

fortement réactif. Ils inhibent aussi l'oxydation des LDL et, de ce fait, peuvent prévenir 

l'athérosclérose et diminuer les risques de maladies cardiovasculaires (Tu et al., 
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2007).Les flavonoïdes sont capables d'exercer en plus des propriétés antioxydantes, des 

propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques et anti-ulcérogènes (Di Carlo et al., 1999). 

Certains flavonoïdes ont également démontré un potentiel d'agent vasodilatateur 

(Woodman et Chan, 2004). Ils ont été surnommés les «modificateurs naturels des 

réponses biologiques» (Middleton et al., 2000). D’autres études in vitro ont ensuite 

montré que les flavonoïdes peuvent moduler l'activité d'une grande variété d'enzymes 

impliquées dans des voies importantes qui régulent la division et la prolifération cellulaire, 

l'agrégation des plaquettes, la détoxification, l'inflammation et la réponse immunitaire 

(Middleton et al., 2000), ils sont donc capables de modifier le comportement de plusieurs 

systèmes cellulaires. 

Plusieurs études épidémiologiques ainsi que des études réalisées dans différentes 

lignées cellulaires ont démontré le potentiel antitumoral et anticancéreux des flavonoïdes 

(Birt et al., 2001 ; Yang et al., 2001 ; Ramos, 2007). 

 

II.4.2 Propriétés biologiques des tanins 

Les tanins sont des métabolites secondaires des plantes, leur conférant une 

protection contre les prédateurs (herbivores et insectes). La propriété astringente des 

tanins est à la base d'autres propriétés (vulnéraire, antidiarrhéique) ; elle permet la 

cicatrisation, l'imperméabilisation de la peau et des muqueuses, favorise la 

vasoconstriction des petits vaisseaux (Paolini et al., 2003). En outre, les tanins ont un 

très grand pouvoir antibactérien (Bassene et al., 1995 ; Baba Moussa, 1998 ; Kolodziej, 

1999), antiviral (Nonaka et al., 1990 ; Pousset et al., 1993; Hong et al., 2000), anti-

inflammatoire (Mota et al., 1985) et une activité antimutagène (Kaur et al., 2000). Les 

plantes riches en tanins sont utilisées dans les cas de rhume, de maux de gorge, les 

problèmes de sécrétions trop importantes, les infections internes ou externes, blessures, 

coupures et brûlures (Bruneton, 1999). 
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III. Antioxydants 

III.1. Généralités 

Les antioxydants apparaissent de nos jours comme les clés de la longévité et des 

substances pour combattre les maladies modernes. Ce sont des éléments protecteurs 

qui agissent comme capteurs de radicaux libres (Tableau IV).  

Ces derniers sont produits quotidiennement par l’organisme; ce sont des composés très 

réactifs comportant un électron célibataire et nécessaire à des mécanismes vitaux 

(Bartosz, 2003) mais, ils deviennent nocifs pour l’organisme lorsqu’ils sont en excès et 

peuvent induire certains dommages au niveau de la structure des protéines, des lipides 

(Pourrut, 2008), des acides nucléiques (Favier, 2003) en entrainant un stress oxydatif 

qui contribue aux processus de vieillissement cellulaire accéléré et au développement de 

pathologies humaines telles que les maladies cardiovasculaires, les cancers, 

l’artériosclérose. 

Des systèmes de défense permettent de prévenir la formation radicalaire ou de limiter les 

lésions d'oxydation résultantes. Ces systèmes peuvent être endogènes ou exogènes, 

d’origine nutritionnelle. 

 

Tableau IV: Liste des principaux radicaux libres 

Radical Formule 

Anion superoxyde O2
.- 

Peroxyde d’hydrogène H2O2 

Hydroxyle OH. 

Peroxyle ROO. 

Hydroperoxydes ROOH 

Alcoxyles RO. 

Oxygène singulet 1/2O2 

Oxyde nitrique NO. 
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III.2. Antioxydants endogènes 

Ce sont des enzymes (Superoxyde dismutase, Catalase et Glutathion peroxydase) 

ou de simples protéines antioxydantes (glutathion) élaborées par notre organisme avec 

l’aide de certains minéraux. Elles sont présentes en permanence dans l’organisme mais 

leur quantité diminue avec l’âge (Mika et al., 2004). 

Les superoxydes dismutases (SOD) : ce sont des métallo-enzymes présentes dans 

monde du vivant. Elles catalysent la dismutation de deux anions superoxydes en 

dioxygène et peroxyde d’hydrogène (Arora et al., 2002). 

Les catalases (CAT) : ce sont des enzymes majoritairement peroxysomales qui 

catalysent la dismutation du peroxyde d'hydrogène (Arora et al., 2002). 

Les peroxydases (POX): ce sont une large famille multigénique d’enzymes hémiques 

qui catalysent la réduction d’un substrat donneur d’hydrogène (AH) en utilisant de 

nombreux co-substrats tels que le peroxyde d’hydrogène (H2O2) comme donneurs 

d’électrons. 

Les peroxyredoxines (PRX) ou thiorédoxines peroxydases ; ce sont des oxydases 

non hémiques contenant un résidu cystéine au niveau de leur site catalytique. Les PRX 

sont des éléments essentiels du système de détoxication des espèces réactives de 

l’oxygène. 

Les glutathion peroxydases (GPX) : Elles agissent en synergie avec la SOD car leur 

rôle est d’accélérer la dismutation du H2O2 en H2O et O2. 

 

III.3. Antioxydants exogènes 

Les antioxydants exogènes sont présents dans l’alimentation ; on peut citer les 

vitamines A, C, E et les composés phénoliques ; en particulier les flavonoïdes, ainsi que 

les cofacteurs des enzymes impliquées dans les systèmes antioxydants endogènes 

comme le sélénium, le zinc et le manganèse. 

Ces antioxydants nutritionnels sont indispensables mais leur action est limitée jusqu’à ce 

qu’ils soient régénérés. 
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La vitamine E : le principal antioxydant nutritionnel est la vitamine E, liposoluble, puissant 

antioxydant mais qui peut avoir des effets délétères à très fortes doses. Elle agit 

principalement par le transfert direct d’atomes d’hydrogène et permet d’inhiber la 

lipoperoxydation dans les cellules (Njus et al., 1991 et Koechlin-Ramonatxo, 2006). 

L’acide ascorbique ou vitamine C : la vitamine C est l’antioxydant hydrosoluble majeur, 

réagit rapidement avec l’anion superoxyde et l’oxygène singulet, ou encore avec le 

peroxyde d’hydrogène. Elle est indispensable par sa capacité à réduire d’autres 

antioxydants oxydés comme la vitamine E ou les caroténoïdes (Benbrook, 2005 et 

Pourrut, 2008). 

Les caroténoïdes : ce sont des pigments végétaux lipophiles formant une famille de plus 

de 600 molécules notamment le lycopène et le 2-carotène, précurseurs de la vitamine A 

(Marc et al., 2004). 

Le rôle biologique des caroténoïdes est, entre autres, complémentaire de celui de la 

vitamine E, elle-même régénérée par la vitamine C, d'où l'intérêt de consommer une 

alimentation équilibrée, riche en fruits et légumes variés pour bénéficier des nombreux 

effets de synergie entre micronutriments (Miller et al., 1996). 

Les flavonoïdes peuvent agir de différentes façons dans les processus de régulation du 

stress oxydant : par capture directe des espèces réactives de l’oxygène, par chélation de 

métaux de transition comme le fer le cuivre ou par inhibition de l’activité de certaines 

enzymes responsables de la production des espèces réactives de l’oxygène comme la 

xanthine oxydase (Lahouel et al., 2006). 

Les tanins: les tanins peuvent donner des protons aux radicaux libres lipidiques produits 

au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce 

qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaîne de l’auto-oxydation des lipides. 

Le sélénium : il neutralise les métaux toxiques en particulier le plomb et le mercure. Il 

aurait aussi une action préventive sur certains cancers. 
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III.4. Mécanisme d’action 

III.4.1. Mécanisme d’action des polyphénols contre les espèces 

réactives oxygenées (ROS) 

Le processus d’oxydation est de type radicalaire : les antioxydants vont intervenir 

comme "capteurs" de radicaux libres. Les antioxydants de type phénolique réagissent 

selon un mécanisme proposé dès 1976 par Sherwin : l’antioxydant cède formellement 

un radical hydrogène, qui peut être un transfert d’électrons suivi, plus ou moins 

rapidement, par un transfert de proton (Nkhili, 2009). 

 

Figure 13: Mécanisme d'action des antioxydants phénoliques 

 

III.4.2. Mécanisme d’action des flavonoïdes contre les ROS 

L’activité antioxydante des flavonoïdes peut prendre plusieurs formes dans la 

régulation du stress oxydant, vis-à-vis les effets délétères des radicaux libres. Ces 

composants peuvent intervenir en captant directement les radicaux libres, ou inhibant les 

enzymes responsables de la génération des ROS, ou en captant les cations métalliques 

(Nkhili, 2009). 

 

III.4.2.1. Capture directe des radicaux libres  
 

La structure chimique des flavonoïdes leur confère la capacité de fixer directement 

les radicaux libres « effet antiradicalaire ≫. Les flavonoïdes peuvent piéger le radical 

superoxyde hydroxyle, alkoxyle et peroxyle, par transfert d’hydrogène. 

 

FL : représente le flavonoïde  R : représente le radical libre. 
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Le radical flavonoxy (FL-O•) peut réagir avec un autre radical pour former une structure 

quinone stable. La capacité antiradicalaire des flavonoïdes dépend principalement de 

leurs structures (Muanda, 2010). 

 

III.4.2.2. Capture des cations métalliques  
 

Les ions métalliques présents dans notre organisme, comme le fer ou le cuivre, 

peuvent donner naissance à des radicaux hydroxyles très réactifs. 

Les flavonoïdes sont connus par leur capacité à former des complexes stables avec les 

ions métalliques et sont alors capables d’inhiber la réaction de Fenton et ainsi empêcher 

la production des ROS, pour cette raison sont considérés comme de bons chélateurs. 

On peut résumer les sites essentiels pour la chélation des ions métalliques : 

- un noyau catéchol sur le cycle B, les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C. 

- les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C. 

La quercétine est la plus active des flavonoïdes (Ferhat, 2009). 

 

 

Figure 14: Sites de chélations des flavonoïdes (Quercétine)   

 

III.4.3. Méthodes d’évaluation de l’activité antioxydante 

Les méthodes d’évaluation du caractère antioxydant sont nombreuses et peuvent 

être qualitatives ou quantitatives. Les méthodes qualitatives, utilisées pour repérer 
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l’activité antioxydante de composés, sont relativement peu nombreuses et font intervenir 

en général, la coloration ou la décoloration d’un réactif spécifique en présence d’agents 

antioxydants. Une des méthodes les plus utilisées pour la détection d’antioxydants est la 

chromatographie sur couche  mince (CCM), qui donne naissance à des réactions 

colorées en présence de tels composés (Li et al., 1999). 

En ce qui concerne l’évaluation quantitative de l’activité antioxydante, beaucoup de 

méthodes  peuvent être appliquées pour estimer directement l’activité antioxydante dont 

les principales sont : 

 évaluation de produits résultant de l’oxydation : l’évaluation des peroxydes et le 

dosage d’hydroperoxydes ; 

 évaluation de l’aptitude du composé à piéger des radicaux libres: la capacité du 

produit à piéger les radicaux libres implique la création de radicaux ; 

On peut citer : 

 les méthodes DPPH (2,2-diphenyl-picrylhydrazyl) (Koleva et al., 2002), ABTS 

(2,2’-azinobis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonate)) (Villano et al., 2004). 

 des méthodes électrochimiques ont été développées pour la mesure de l’activité 

antioxydante des fluides biologiques (Ziyatdenova et al., 2005) :  

 la méthode voltamétrique cyclique qui est utilisée pour quantifier les antioxydants 

de faible poids moléculaire dans le plasma et la mesure de la capacité 

antioxydante totale du plasma ; 

 évaluation de la capacité réductrice des composés par la méthode FRAP (Ferric 

ion Reducing Antioxidant Power) (Thaipong et al., 2006). 

 

IV. Toxi-infections alimentaires 

IV.1. Définition des toxi-infections alimentaires 

Une toxi-infection alimentaire (en langage courant, une intoxication alimentaire) 

est une maladie, souvent infectieuse et accidentelle, contractée à la suite de l'ingestion 

de nourriture ou de boisson contaminée par des agents pathogènes qu’il s’agisse de 

bactéries, virus ou parasites. 

 Pour les maladies d’origine alimentaire provoquées par l’ingestion de produits non 

comestibles ou toxiques (médicaments), métaux lourds, champignons vénéneux, 
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composés chimiques ou autres poisons, on parle seulement d’intoxication alimentaire. 

Une intoxication alimentaire peut aussi être le résultat d'une trop grande absorption d'un 

aliment. 

Une toxi-infection alimentaire collective (TIAC) est une maladie infectieuse à déclaration 

obligatoire (MDO) qui a lieu lorsqu’il existe « au moins deux cas groupés, avec des 

manifestations similaires dues à une contamination par un micro-organisme (bactéries 

en général) ou une toxine ». Les plus grandes toxi-infections alimentaires collectives sont 

des « crises alimentaires ». 

Les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) : elles sont dues aux salmonelles (S. 

typhimurium étant le sérotype le plus souvent isolé), à des Escherichia coli, à des 

Clostridium perfringens, aux rotavirus et aux toxines préformées dans l’aliment par 

Staphylococcus aureus et Bacillus cereus. Elles se caractérisent par une gastro-entérite 

atteignant plusieurs personnes simultanément (Aubry, 2013). 

 

IV.2. Manifestations cliniques 

Les symptômes classiques des toxi-infections alimentaires sont les nausées, les 

vomissements, les crampes abdominales, des diarrhées, les fièvres associées aux 

céphalées. Les diarrhées sont fébriles dans environ la moitié des cas et s’accompagnent 

de nausées, de vomissements et de douleurs abdominales dans environ 80 % des cas. 

La présence de glaires dans les selles est notée dans 10 % des cas et celle de sang dans 

1% des cas.   

 D’autres signes cliniques s’ajoutent selon l’agent causal responsable de toxi-infection 

alimentaire (Plantaz, 2005). 

La période d’incubation est variable en fonction du microorganisme pathogène. C’est le 

délai entre l’absorption de l’aliment contaminé et l’apparition de la symptomatologie. Elle 

dépend de la multiplication de l’agent  infectieux et de sa capacité à attaquer la paroi 

intestinale, de la sécrétion ou non d’une toxine (entérotoxine).  

La plupart des toxi-infections alimentaires sont bénignes et  ne durent que quelques jours. 

Cependant, des conséquences peuvent être plus graves en particulier chez les 

personnes âgées où les infections à Salmonelles sont plus susceptibles d’entraîner une 

bactériémie et augmentent le risque d’une issue fatale, les femmes enceintes, les enfants 
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et ceux dont le système immunitaire est affaibli. La déshydratation  accompagnée de 

pertes hydro-électrolytiques importantes peut conduire aux troubles liés à la déplétion 

potassique, jusqu’au collapsus hypovolémique. Des complications peuvent survenir et 

provoquer des séquelles (septicémie, méningo-encéphalite, avortement spontané), et 

parfois le décès (Paniss et al., 2003). 

 

IV.3. Quelques exemples de souches responsables de gastro-entérites 

et toxi-infections alimentaires 

Il est important d'avoir une vue essentiellement sur les différents agents bactériens 

susceptibles de provoquer une toxi-infection alimentaire, leur réservoir et leur 

symptomatologie. 

Yersinia enterocolitica est une bactérie Gram-négatif qui se développe bien au froid 

(+4°C) et peut donc être à l'origine de toxi-infections alimentaires même lorsque les 

conditions de réfrigération et de chaîne du froid ont été correctement respectées.  

Leur réservoir est surtout représenté par les animaux d'élevages. Les aliments 

contaminés sont variés. On peut citer : porc, volailles, eau, fromage au lait (Farber, 

1998). Leur durée d'incubation est de 3 à 7 jours.  

Cliniquement, la symptomatologie varie avec l'âge : diarrhée fébrile chez le jeune enfant, 

elle peut être accompagnée chez l'adulte d'érythème noueux, d'arthrite ou de foyers 

osseux. L’infection est caractérisée par une forte mortalité.  

Bacillus cereus est un bacille Gram-positif, sécrétant une toxine thermostable provoque 

des toxi-infections. 

Leur réservoir est ubiquitaire. Les aliments contaminés sont souvent du riz, de la purée 

ou des légumes germés (soja), des viandes, les laits. Deux entérotoxines ont été 

identifiées : une thermostable émétisante, (plutôt responsable de vomissements) formée 

pendant la sporulation et une thermolabile (responsable de diarrhée).  

 La durée d'incubation est de 1 à 6 heures lorsque les vomissements prédominent, ou 

bien de 6 à 16 heures lorsqu'il s'agit de diarrhée.  

 Cliniquement, 2 ordres de manifestations peuvent être observés : l'une proche de 

l'intoxication staphylococcique, l'autre proche de l'intoxication par C. perfringens.  
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Escherichia coli est une bactérie Gram-négatif de la famille des Enterbacteriaceae qui 

peuvent causer des gastro-entérites. 

Leur réservoir est principalement représenté par la viande hachée crue ou mal cuite, le 

lait cru et la contamination fécale de légumes. 

Il est responsable d'une diarrhée très liquide et est rencontré surtout en pays tropical et 

atteint les voyageurs. Il est transmis par l'eau. Les enfants autochtones quant à eux sont 

contaminés surtout de façon interhumaine. 

Listeria monocytogenes est un bacille à Gram positif ubiquiste et environnemental, 

résistant et pouvant se multiplier à basse température (réfrigérateur). Après colonisation 

temporaire du tube digestif à partir d'aliments fortement contaminés, comme certains 

fromages à pâte molle à base de lait non pasteurisé, il peut gagner le système nerveux 

central par voie hématogène. 

La listériose peut se manifester sous forme sporadique ou épidémique. La listériose de 

l'adulte est typiquement à symptomatologie neuro-méningée (méningite, voire 

rhombencéphalite avec syndrome méningé). Plusieurs épisodes épidémiques ont été 

identifiés en France en 1993, en 1995 et en 1997. La listériose de la femme enceinte 

survient avec contamination fœtale par voie sanguine transplacentaire ou 

transmembraneuse à partir du liquide amniotique infecté par des abcès placentaires. Elle 

est difficile à dépister, voire asymptomatique, et révélée par ses conséquences 

obstétricales. En l'absence de traitement, les conséquences sont redoutables pour 

l'enfant (avortements précoces surtout du 2e trimestre, accouchements prématurés, 

seulement 20 % de naissances à terme). Les principes du traitement comprennent 

l'administration d'une pénicilline A (amoxicilline) et de cotrimoxazole, voire un aminoside 

dans les formes sévères. 

Les Salmonella non typhiques sont les bactéries Gram-négatifs les plus fréquemment 

en cause dans les toxi-infections alimentaires. La dose infectante doit être supérieure aux 

capacités de défense du tube digestif, et on admet que la dose minimale infectante est 

généralement supérieure ou égale à 105 bactéries.  

 Leur réservoir est très large et s'étend à tout le monde animal. Les aliments les plus 

fréquemment mis en cause sont les œufs (S. enteritidis), la viande, plus particulièrement 
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la volaille, et les produits laitiers. L'aliment contaminant doit être consommé cru ou peu 

cuit. La durée d'incubation est de 12 à 36 heures.  

 Cliniquement, les salmonelloses se manifestent par une diarrhée fébrile accompagnée 

de vomissements et de douleurs abdominales. Elles peuvent entraîner des bactériémies 

et se compliquer de septicémies ou de localisations secondaires extra-digestives qui font 

la gravité de la maladie. Les signes vont durer spontanément 2 à 3 jours pour disparaître 

rapidement. Le diagnostic sera confirmé par la coproculture qui identifiera la souche 

(Chingu et al., 1995  et Amat-Rose, 1997).
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I. Matériel 

I.1. Matériel biologique 

I.1.1. Matériel végétal 

Le matériel végétal est constitué par les tiges feuillées de Laggera aurita L. et Ocimum 

americanum L., récoltées à Gampela à 25 Km de Ouagadougou pendant la période allant 

de septembre à décembre 2011. Les plantes ont été identifiées au Laboratoire d’Ecologie 

Végétale et de Botanique de l’Université de Ouagadougou. Des spécimens authentifiés 

des différentes plantes ont été déposés à l’herbier de l’Université de Ouagadougou. Les 

parties utiles des plantes ont été séchées au laboratoire sous ventilation artificielle à l’abri 

du soleil et de la poussière. Les tiges feuillées des différentes plantes ont été ensuite 

réduites en poudre qui servira pour les différentes extractions. Une autre partie du 

matériel végétal frais a été conservé au laboratoire pour faire l’objet de coupes 

histochimiques. 

 

I.1.2. Souches bactériennes 

Dix  souches bactériennes provenant d’une collection de cultures de l’Université de 

Copenhague ont été utilisées pour évaluer le potentiel antibactérien des extraits et 

fractions de deux plantes. Le tableau V indique les noms scientifiques de bactéries, leur 

code et l’origine de chacune d’entre-elles. 
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Tableau V: Noms scientifiques, code et origine des souches bactériennes (Kaboré et al., 2012) 

 

 

 

 

 

Nom scientifique Code Origine  
Bacillus cereus MADM 1291 Bc1 

 

Collection de culture de l’Université de 
Copenhague 

 
Listeria monocytogenes 057 Lm1 

 

Collection de culture de l’Université de 
Copenhague 

 
Listeria monocytogenes Scott A Lm2 

 

Collection de culture de l’Université de 
Copenhague 

 
Salmonella infantis SKN 557 Si 

 

Collection de culture de l’Université de 
Copenhague 

 
Salmonella  oranienburg SKN 
1157 

So 

 

Collection de culture de l’Université de 
Copenhague 

 
Salmonella  nigeria SKN 1160 Sn 

 

Collection de culture de l’Université de 
Copenhague 

 
Salmonella typhimurium SKN 
533 

St1 Collection de culture de l’Université de 
Copenhague  

Escherichia. coli 81 nr. 149 SKN 
541 

Ec 

 

Collection de culture de l’Université de 
Copenhague 

 
Yersinia enterocolitica 6A28 
SKN 599 

Ye1 

 

Collection de culture de l’Université de 
Copenhague 

 
Bacillus cereus NVH391-98 Kd Collection de culture de l’Université de 

Copenhague 
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I.2. Matériel de laboratoire 

I.2.1. Solvants 

Les solvants organiques de grades analytiques ont été utilisés pour ce travail : ethanol, 

méthanol, dichlorométhane, acétate d’éthyle, butanol, ether de pétrole (Labosi, Paris, 

France). 

 

I.2.2. Substances de référence 

Les substances de références suivantes ont été utilisées : Aacide gallique, quercétine, 

Trolox, acide ascorbique, gentamicine (Sigma-Aldrich). 

 

I.2.3. Réactifs 

Les réactifs ci-contre cités ont fait l’objet de cette étude : Acide chlorhydrique concentré, 

acide formique, acide acétique, anhydride acétique, acide phosphotungstique, acide 

trichloracétique, acide sulfurique, acide formique, ammoniaque liquide, Bleu de méthyle, 

carbonate de sodium, diméthylsulfoxide, 2,2 diphényl-1-picryl hydrazyl (DPPH), 

potassium hexacyanoferrate [K3Fe(CN)6], persulfate potassium, ABTS (2,2’-azinobis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonate), Tournure de magnésium, Réactif de Folin Ciocalteu 

(FCR), NaH2PO4, Na2HPO4 sont de Sigma-aldrich chemie, Steinheim, Germany. Les 

réactifs lugol, le Carmino-vert, hypochlorite de sodium (NaClO), trichlorure d’aluminium , 

hydroxyde de sodium, réactif de Neu, gélose Müller Hinton, chlorure de baryum, chlorure 

de sodium, Iodonitrotetrazolium (INT) sont de Fluka Chemie, Switzerland. 
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II. Méthodes 

II.1. Etude phytochimique 

II.1.1. Histochimie 

II.1.1.1. Double coloration au carmino-vert pour l’identification des 

tissus 
 

Les coupes ont été trempées dans l’hypochlorite de sodium pendant 15 à 20 mn (afin 

de détruire le contenu cellulaire), puis rincées 3 fois à l’eau distillée. Ensuite, elles ont  

été trempées dans l’acide acétique à 20 % pendant 5 mn afin d’éliminer le résidu d’eau 

de javel qui pourrait détruire le Carmino-vert. Après rinçage, les coupes sont trempées 

dans le Carmino-vert de Mirande pendant 5 mn et rincées à l’eau distillée puis observées 

entre lame et lamelle dans une goutte de glycérine aux objectifs X10 ou X40. C’est ainsi 

que : 

 Les cellules qui gardent leur paroi pecto-cellulosique sont colorées en rose ; ce 

sont : le parenchyme en rose pâle, le phloème en rose vif et le collenchyme en 

rose violacé. 

 Les cellules à paroi lignifiée sont colorées en vert comme le xylème, le 

sclérenchyme en vert-bleu et le suber en vert-jaunâtre. 

 

II.1.1.2. Détection des métabolites secondaires 
 

► Détection des alcaloïdes 

 Le lugol en présence des alcaloïdes donne un précipité brun dans les vacuoles de 

cellules. 

►Détection des tanins 

Les coupes ont été montées avec une goutte du trichlorure de fer (FeCl3 ) à 3 % entre 

lame et lamelle pour l’observation. La présence d’un précipité noirâtre dans les vacuoles 

indique que la plante renferme des tanins. 
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► Détection des flavonoïdes 

Les coupes ont été montées avec de la soude à 5 % entre lame et lamelle pour 

l’observation. La présence des flavonoïdes (flavones) est indiquée par la coloration jaune 

dans les tissus. 

 

II.1.2. Extractions 

II.1.2.1. Macération hydroéthanolique 

Cinquante grammes (50 g) de poudre des tiges feuillées de Laggera aurita L. et 

Ocimum americanum L. sont soumis à une extraction sous agitation magnétique à la 

température ambiante du laboratoire pendant 24 heures avec1000 ml d’un mélange 

éthanol-eau (80:20). Après macération, l’extrait a été filtré sur du papier filtre Wattman 

n°1 et concentré sous pression réduite au rotavapor. 

Une partie de la solution aqueuse est lyophilisée et l’autre, fractionnée avec des solvants 

organiques non miscibles de polarité croissante. 

 

II.1.2.2. Fractionnement des macérés hydroéthanoliques 
 

Les phases aqueuses sont soumises à une série de partage, liquide-liquide avec 

des solvants organiques non miscibles de polarité croissante. 

 50 ml des macérés hydroéthanoliques sont extraits avec 2 x 50 ml d’éther de 

pétrole. Les solutions d’éther de pétrole sont rassemblées puis concentrées sous 

pression réduite. Les concentrés obtenus sont séchés et les résidus ainsi obtenus 

constituent les fractions éther de pétrole (FEP); 

 Les phases aqueuses épuisées à l’éther de pétrole sont de nouveau extraites 

mais avec du dichlorométhane comme solvant. Les solutions sont rassemblées, 

concentrées et séchées pour donner les fractions dichlorométhanes (FDCM); 

 Les phases aqueuses issues de deux premiers traitements sont extraites avec 2 

x 50 ml d’acétate d’éthyle. Les solutions acétate d’éthyle sont rassemblées puis 

traitées comme précédemment pour donner les fractions acétate d’éthyle (FAE); 
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 Les phases aqueuses issues des trois traitements précédents sont extraites avec 

du butanol-1 (2 x 50 ml). Les solutions butanol-1 sont rassemblées, concentrées et 

séchées à la température ambiante pour donner les fractions butanoliques (FB) (Figure 

15). 
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      Macération dans l’éthanol-eau (80 :20)  

 Filtration et Evaporation 

 

 

 

 

  

 

       Partage contre Ether de pétrole (2x50ml) 

 

 

 

 Partage contre Dichlorométhane (2x50ml) 

 

 

 

 

 Partage contre Acétate d’éthyle (2x50ml) 

 

 

 

Partage contre n-Butanol (2x50ml) 

 

 

Figure 

 

Figure 15: Schéma d'extraction et de fractionnement des extraits 

Plante pulvérisée (50 g) 

Extrait hydroéthanolique 

Marc  

Extrait macéré 

hydroéthanolique (50ml) 

Extrait aqueux 

dégraissé 

Fraction éther 

de pétrole 

Extrait aqueux Fraction dichlorométhane 

Extrait aqueux Fraction acétate d’éthyle 

Extrait 

aqueux 

résiduel 

Fraction butanolique 
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II.1.3. Tests généraux de caractérisation 

Les tests généraux de caractérisation ont permis de révéler la présence des 

principaux composés chimiques présents dans les extraits des deux plantes. 

Ces tests ont été réalisés sur les extraits hydroéthanoliques des deux plantes obtenus 

par macération. Les procédures décrites par Ciulei (1982) ont été utilisées pour la mise 

en évidence de ces différentes familles de molécules; c’est ainsi que : 

 Le test du trichlorure de fer a révélé la présence des tanins; 

 Le test de Shibata a permis d’identifier des flavonoïdes ; 

 Le test de Bornträger a révélé la présence des anthraquinones ; 

 Le test de Feiggl-Frehden a permis d’identifier les coumarines ; 

 Le test de Liebermann/Buchard a révélé la présence des triterpènes et des 

stéroïdes libres ; 

 Le test de Keller-Kiliani, pour les cardénolides ; 

 Le test de mousse, pour les saponosides ; 

 Et le test de Dragendorff, pour la détection des alcaloïdes basiques et sels 

d’alcaloïdes. 

 

II.1.4. Dosage des composés polyphénoliques 

II.1.4.1. Dosage des phénols totaux  

Les polyphénols totaux des extraits ont été déterminés par la méthode décrite par 

Lamien-Meda et al. (2008). Les extraits sont dissous dans du méthanol pur pour avoir 

une concentration de 10 mg/ml, puis dilués au 1/100 dans l’eau distillée. Un volume de 

0,5 ml de la solution diluée a été alors mélangé à 2,5 ml du réactif de Folin-ciocalteu à 

0,2 N et incubé pendant 5 min. Une solution (2 ml) de carbonate de sodium à 75 g/l dans 

l’eau distillée est ensuite ajoutée et le mélange incubé pendant 2 heures. A la fin de 

l’incubation, les densités optiques sont lues à 760 nm à l’aide d’un spectrophotomètre 

CECIL 2041 Séries. 
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Les teneurs en phénoliques totaux sont déterminées à l’aide d’une courbe de 

référence avec l’acide gallique (0-100 mg/L) comme standard. Au total, trois (3) analyses 

sont effectuées pour chaque extrait et le résultat donné est une moyenne à partir de ces 

analyses. Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent acide gallique pour 

1 g d’extrait sec (mg EAG/ g). 

 

𝑪 =
𝒄. 𝑫. 𝟏𝟎

𝒎
. 𝟏𝟎𝟎 

 

C = mg Equivalent acide gallique dans 100 mg 

c = concentration de l’échantillon lue (mgAG/l) sur la courbe étalon 

D = la dilution de l’extrait utilisé 

m = masse de l’échantillon  
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II.1.4.2. Dosage de flavonoïdes totaux 
 

Les flavonoïdes totaux ont été déterminés par la méthode de Dowd. Un volume 

de 0,75 ml de AlCl3 à 2% dans du méthanol pur est mélangé avec un volume égal d’extrait 

à 1 mg/ml dans le méthanol. Les densités optiques sont lues après 10 min à 415 nm à 

l’aide d’un spectrophotomètre CECIL 2041 Séries.  

La quercétine (0-100 mg/L) a servi comme standard pour l’élaboration de la courbe 

d’étalonnage. Un mélange de 0,75 ml d’extrait et de 5 ml de méthanol sans AlCl3 a servi 

de blanc. Au total, trois (3) analyses sont effectuées pour chaque extrait et le résultat 

donné est une moyenne des trois lectures. Les résultats sont exprimés en milligrammes 

d’équivalent quercétine pour 1 g d’extrait sec (mg EQ/g). 

𝑪 =
𝒄. 𝑫. 𝟏𝟎

𝒎
. 𝟏𝟎𝟎 

 

C = mg Equivalent quercétine dans 100 mg 

c = concentration de l’échantillon lue (mg EQ/l)   

D= la dilution, m = masse de l’échantillon 
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II.1.5. Chromatographie liquide sur colonne des fractions d’acétate 

éthylique 
 

La chromatographie liquide sur colonne est une technique de séparation et 

d’identification des substances d’un extrait. Cette méthode est basée sur la fixation des 

substances à séparer au sommet de la phase stationnaire puis, le déplacement sélectif 

de celles-ci. Chacun des constituants se déplacera à une vitesse qui lui est propre et ce, 

par addition régulière et de façon continue de l’éluant de gradients variables.  

Une prise d’essai d’environ 500 mg d’une fraction d’acétate d’éthyle de chaque plante a 

été placée sur une phase stationnaire (silicagel G60, 35-70 mesh ; Merck) contenu dans 

une colonne (28 g de gel pour 30 cm longueur de colonne) selon le rapport 50 g 

d’absorbant pour 1 gramme d’extrait. Effectuer une élution avec une phase mobile 

composée d’un mélange d’acétate d’éthyle-méthanol à des gradients croissants (Acétate 

d’éthyle 100% ; Acétate d’éthyle/Méthanol 8/2 ; Acétate d’éthyle/Méthanol 5/5 et 

Méthanol 100%) suivant 1 goutte toutes les 5 secondes (KINI, 2008). 

 

II.1.6. Chromatographique sur couche mince (CCM) 

L’analyse chromatographique sur couche mince des différentes sous-fractions 

obtenues vise à séparer et établir le profil en constituants flavonoïdes de chaque fraction 

acétate d’éthyle. Les fractions qui présenteraient le même profil seront regroupées. 

Une prise d’essai d’environ 100 mg de chaque sous-fraction a été déposée sur une 

plaque CCM de 0,2 mm d’épaisseur. Le solvant d’élution est un mélange de solvant 

composé d’acétate d’éthyle-acide formique-eau dans les proportions (6-1-1 ; v/v/v). 

La révélation du chromatogramme a été effectuée par le réactif de Neu et l’observation, 

sous la lame UV366nm et un flavonoïde de référence, la quercétine a été utilisée 

(Bladt, 1996). 

 

 

 

II.2. Evaluation des activités antioxydantes 
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II.2.1. Pouvoir réducteur par la méthode FRAP 

La méthode FRAP (Ferric reducing antioxidant power) est basée sur l’habilité des 

extraits à réduire l’ion ferrique (Fe3+) en ion ferreux (Fe2+). La capacité totale en 

antioxydant de chaque extrait de plante a été déterminée par la méthode de Hinneburg 

et al. (2006).  

Ainsi 1 ml d’une solution aqueuse de chaque extrait (10 mg/ml diluée au 100ème pour 

obtenir 0,1 mg/ml) a été mélangé avec 2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M; pH 6,6) et 

2,5 ml de la solution aqueuse (1%) d'hexacyanoferrate de potassium [K3Fe(CN)6]. Après 

30 mn d’incubation à 50°C ; 2,5 ml d'acide trichloracétique (10%) ont été ajoutés. Le 

mélange a ensuite été centrifugé à 3000 tr/min pendant 10 min. 2,5 ml du surnageant ont 

ensuite été mélangés au même volume d’eau et 0,5 ml d’une solution aqueuse 

fraîchement préparée de FeCl3 (0,1%) a été ajoutée. Les absorbances ont été lues à 700 

nm contre une courbe d’étalonnage obtenue à partir de l’acide ascorbique (0-100 mg/L). 

Le pouvoir réducteur a été exprimé en équivalent acide ascorbique (EAA) (mmol acide 

ascorbique/g d’extrait sec). 

La concentration en composés réducteurs (antioxydants) dans l’extrait est exprimée 

en mmol Equivalent Acide Ascorbique (EAA)/g d’extrait sec selon la formule suivante : 

 

𝑪 =
𝒄. 𝑫

𝑴. 𝑪𝒊
. 

 

C = concentration en composés réducteurs en mmol EAA/g d’extrait sec 

c = concentration de l’échantillon lue 

D = facteur de dilution de la solution mère d’extrait 

Ci = concentration de la solution mère d’extrait 

M = masse molaire de l’acide ascorbique (176,1 g/mol) 
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II.2.2. Activité antiradicalaire par la méthode d'inhibition du radical 

DPPH 

L'activité antiradicalaire des extraits végétaux traduit leur aptitude à piéger les 

radicaux libres de l'organisme. L'activité antiradicalaire est évaluée sur les macérés 

hydroéthanoliques de deux plantes et leurs fractions. Les extraits sont solubilisés dans 

du méthanol pour obtenir des concentrations mères de 10 mg/ml.  

Cette concentration est diluée au 100 ème pour le test. La méthode 

spectrophotométrique au 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) décrite par Velazquez et 

al. (2003) est utilisée avec quelques modifications. Introduire 1,5 ml d'une solution 

méthanolique de DPPH à 20 mg/l dans des tubes à essais contenant au préalable 0,75 

ml d'extraits à tester. Un témoin ne contenant pas d'extrait végétal est aussi préparé. Les 

absorbances ont été lues à 517 nm contre une courbe d’étalonnage obtenue à partir de 

l’acide ascorbique (0-200 mg/L). Chaque essai est réalisé en triple. Le pouvoir 

antiradicalaire a été exprimé en équivalents acide ascorbique (EAA) (mmol acide 

ascorbique/g d’extrait sec). La concentration en composés réducteurs (antioxydants) 

dans l’extrait est exprimée en mmol Equivalent Acide Ascorbique (EAA)/g d’extrait sec 

selon la formule suivante : 

𝑪 =
𝒄. 𝑫

𝑴. 𝑪𝒊
. 

 

C = concentration en composés réducteurs en mmol EAA/g d’extrait sec 

c = concentration de l’échantillon lue 

D = facteur de dilution de la solution mère d’extrait 

Ci = concentration de la solution mère d’extrait 

M = masse molaire de l’acide ascorbique (176,1 g/mol) 
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II.2.3. Activité antiradicalaire par la méthode d'inhibition du radical 

cation ABTS 

La méthode décrite par Re et al. (1999) a été utilisée. Elle est basée sur la 

décoloration d’un cation radicalaire stable, ABTS●+ (2,2’-azinobis-[acide 3-

ethylenzothiazoline-6-sulfonique]) en ABTS en présence de composés antioxydants à 

734 nm. Le radical cation ABTS●+a été régénéré par réaction d’une solution aqueuse 

d'ABTS (7 mM) avec 2,5 mM de persulfate du potassium (concentration finale), le 

mélange a été incubé à l’obscurité à la température ambiante pendant 12 heures avant 

usage. Le mélange a été dilué avec l’éthanol pour donner une absorbance de 0,70 ± 0,02 

à 734 nm pour utilisation du spectrophotomètre. 

Pour chaque extrait, une solution méthanolique (10 mg/ml) est diluée au 100ème dans 

l’éthanol. Ainsi 10 μl d'échantillon (solution diluée), de la substance référence (acide 

ascorbique) ont été mélangés avec 990 μl de la solution fraîche de ABTS●+. L’ensemble 

a été incubé à l’obscurité pendant 15 minutes et les absorbances ont été lues à 734 nm 

au spectrophotomètre contre une courbe étalon d’acide ascorbique 6 min exactement 

après le mélange initial. La concentration de composés ayant un effet réducteur sur le 

cation radicalaire ABTS●+ est exprimée en mmol Equivalent Acide Ascorbique (EAA)/g 

d’extrait sec. La concentration en composés réducteurs (antioxydants) dans l’extrait est 

exprimée en mmol Equivalent Acide Ascorbique (EAA)/g d’extrait sec selon la formule 

suivante :  

𝑪 =
𝒄. 𝑫

𝑴. 𝑪𝒊
. 

C = concentration en composés réducteurs en mmol EAA/g d’extrait sec 

c = concentration de l’échantillon lue 

D = facteur de dilution de la solution mère d’extrait 

Ci = concentration de la solution mère d’extrait 

M = masse molaire de l’acide ascorbique (176,1 g/mol) 



54 
 

II.3. Evaluation des activités antibactériennes 

II.3.1. Milieux de culture 

 Le milieu Müller Hinton gélosé (MH) obtenu en dissolvant 38 g du milieu MH dans 

1l d’eau distillée (Le pH est de 7,5 ± 0,2) et le bouillon M.H. (21 g/l dans l’eau distillée) 

ont été utilisés dans la présente étude. Chaque milieu a été stérilisé à l’autoclave à la 

température de 121°C pendant 15 min. 

 

II.3.2. Préparations des solutions 

II.3.2.1. Solution de Mac Farland 0.5 

 Le Mac Farland 0,5 est obtenu en mélangeant 0,5 ml de la solution de chlorure de 

baryum hydraté (BaCl2, 5H2O) (1,17g seront dissouts dans 100 ml d’eau distillée) et 99,9 

ml d’acide chlorhydrique (H2SO4) à 1%. 

 

II.3.2.2. Extraits de plantes 

 Les lyophilisats à solvant organiques (fractions dichlorométhane et acétate 

d’éthyle) ont été dissous dans du DMSO 10% pour obtenir une concentration finale de 

10 mg/ml, tandis que les disques de diffusion de la gentamicine ont été à 25 µg. 

 

II.3.2.3 Suspension mère bactérienne 
 

 La solution mère bactérienne a été préparée en prélevant un fragment de colonie 

de chacune des souches à l’aide d’une pipette pasteur à bout flambé ; elles ont été 

ensuite inoculées dans un bouillon M.H stérile contenu dans une série de tubes à vice 

stérilisés en fonction des souches bactériennes données. La solution a été 

homogénéisée et incubée à l’étuve à la température de 37°C et à 44°C pour les souches 

bactériennes thermorésistantes pendant au moins 18 h. 
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II.3.2.4. Inoculum bactérien 

L’inoculum bactérien a été préparé en prélevant un aliquote de la suspension mère 

bactérienne, qu’il faut ensuite introduit dans un autre tube à vice stérilisé contenant un 

liquide physiologique de NaCl à 0,9 g/l. La solution a été comparée à la turbidité de la 

solution de Mac Farland. Lorsque les deux solutions ont été identiques alors  l’inoculum 

contient 106 UFC par ml (Ezoubeiri et al., 2005). 

 

II.3.3. Méthode de disques pour le test de sensibilité ou 

antibiogrammes 

La gélose Muller Hinton (MH) a été coulée dans des boîtes de Pétri (54 mm). Ces 

boîtes ont été ensuite séchées sous une hotte à flux laminaire. Un volume de 0,2 ml de 

l’inoculum bactérien a été prélevé à l’aide d’une seringue puis coulé dans chaque boîte 

de Pétri. L’inoculum a été ensemencé par étalement à l’aide d’une pipette pasteur. 

Des disques de papier Whatman n°1 de 6 mm de diamètre, stériles, préalablement 

imprégnés avec 10 µl de chaque extrait de plante, ont été déposés sur la gélose inoculée, 

ainsi que les disques de gentamicine à 25 µg. Le même volume de DMSO à 10% a été 

utilisé afin de vérifier l'effet du DMSO sur les souches bactériennes utilisées. Les boîtes 

de Pétri ont été incubées à l’étuve pendant 24 h à la température de 37°C et à 44°C pour 

les bactéries thermorésistantes. 

 L'activité antibactérienne a été déterminée en mesurant, à l'aide d'une règle 

transparente, le diamètre de la zone d’inhibition induite par les extraits de plantes ou 

l’antibiotiques de référence, la gentamicine. Les extraits de deux plantes ou l’antibiotique 

ayant induit une zone d'inhibition ≥ 3 mm autour du disque ont été considérés comme 

ayant une activité antibactérienne. Chaque test a été réalisé 3 fois (Rabe et van 

Stadten., 1997). 

 

II.3.4. Méthode des micro-dilutions (Ellof, 1998 et NCCLS, 2001)  

II.3.4.1. Détermination de CMI  

 La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la concentration 

minimale d’extrait pour laquelle on n’observe pas de croissance bactérienne. Les 
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suspensions bactériennes ont été diluées avec du bouillon et distribuées dans les 

plaques à 96 puits stériles contenant une gamme de concentrations variant de 1000 

µg/ml à 15,625 µg/ml de fraction seule ou de gentamicine ou encore de la combinaison 

fraction + gentamicine. Pour chaque colonne de la plaque, chaque puit reçoit un volume 

de 100 µl de bouillon MH, 100 µl d’extrait seul de chaque plante ou de gentamicine ou 

encore de combinaison fraction + gentamicine, au 1er puit suivi d’une dilution en cascade. 

Un volume de 10 µl de l’inoculum bactérien et 50 µl d’INT à 0,2 mg/ml ont été ajoutés à 

chaque puit. L’expérience est répétée 3 fois pour chaque souche bactérienne. 

La CMI a été déterminée après 18 h d’incubation à 37°C et à 44°C pour les bactéries 

thermorésistantes ; la coloration rose ou rouge indique la croissance et claire indique une 

inhibition (Konaté et al., 2012 ; NCCLS, 2001). 

 

II.3.4.2. Détermination de la CMB  

La concentration minimale bactéricide est définie comme étant la concentration 

minimale qui tue 99,99 % de l’inoculum de départ. La CMB a été déterminée en prélevant 

10 µl de suspension dans chaque puit sans croissance visible. Cette suspension a été 

ensemencée dans la gélose nutritive.  

L’incubation a été faite à 37 °C pendant 24 heures  au bout desquelles le comptage 

des colonies a été réalisé. La détermination de la CMB a été effectuée après celle de la 

CMI et avec les puits de concentrations supérieures ou égales à celle de la CMI. Pour la 

CMB, 99,9% de microorganismes ont été détruits et il en reste que 0,01% de 

microorganismes c'est-à-dire 100 UFC poussées sur chaque boîte de Pétri (Konaté et 

al., 2012 ; NCCLS, 2001). 

 

II.3.4.3. Détermination du pouvoir bactéricide ou bactériostatique 

(Berche et al., 1988). 

L’activité antibactérienne des extraits a été appréciée en tenant compte du rapport 

CMB/CMI. Ainsi l’effet a été qualifié de : 

- bactéricide quand le rapport est compris entre 1 à 2. 

- bactériostatique quand le rapport est compris entre 4 à 16. 
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II.4. Evaluation de l’Indice de Fraction de la Concentration Inhibitrice 
(FIC-index) de la fraction riche en flavonoïdes  

 

L'évaluation de l'Indice de Fraction de la Concentration Inhibitrice (FIC-index) de 

la meilleure fraction bioactive en combinaison avec la gentamicine contre les souches 

bactériennes multi-résistantes a été réalisée par la méthode de micro-dilution. Le milieu 

de culture Muller Hinton a été utilisé. Huit dilutions en cascades de deux fractions riches 

en flavonoïdes (fraction dichlorométhane et fraction acétate d’éthyle) ont été préparées 

comme décrites précédemment, pour obtenir des concentrations allant 1000 µg/ml à 

15,625 µg/ml.  

Une série de dilutions successives de gentamicine a également été préparée dans 

les mêmes conditions que les fractions riches en flavonoïdes. Les concentrations 

préparées correspondaient à 1; 1/2; 1/4; 1/8; 1/16; 1/32; 1/64. 

Pour chaque colonne de la plaque, chaque puit reçoit un volume de 100 µl de 

bouillon MH, 100 µl d’extrait seul de chaque plante ou de gentamicine ou encore de 

combinaison fraction riche en flavonoïdes + gentamicine au 1er puit, suivi d’une dilution 

en cascade auxquelles ont été ajoutés 10 µl de l’inoculum bactérien et 50 µl d’INT à 0,2 

mg/ml.  

Les plaques ont été couvertes et incubées à 37 ° C pendant 24 h. Tous les tests 

ont été effectués en triple exemplaire et l'activité bactérienne a été exprimée comme la 

moyenne des inhibitions produites. 

 

II.4. Analyse statistique 

Les données ont été analysées et traitées, au moyen de LogicielsXLSAT version 7. 
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CHAPITRE III : RESULTATS ET 

DISCUSSION 
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I. Résultats 

I.1. Criblage phytochimique 

I.1.1. Histochimie 

Les coupes fines dans les organes frais de Laggera aurita et d’Ocimum americanum 

L. ont été effectuées puis colorées aux réactifs spécifiques (Ciulei, 1982). Les coupes 

histochimiques de tige de Laggera aurita L (Figure 16) et Ocimum americanum L. (Figure 17) 

sont données ci-dessous. Les différentes colorations obtenues indiquent la présence des 

métabolites secondaires tels que les flavonoïdes, les tanins et les alcaloïdes. 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Coloration au carmino vert        (B) : coloration au FeCl3 (3%) 

 

 

 

 

 

(C): coloration au lugol        (D):coloration au NaOH   

Figure 16: Coupes histochimiques de tige de Laggera aurita L. ; A: structure tissulaire secondaire; B: tanins 
galliques sous épiderme; C: alcaloïdes dans le cylindre; D: flavonoïdes dans les tissus  
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A: Coloration au carmino vert    B: coloration au FeCl3 (3%) 

 

 

 

 

 

 

 

C: coloration au lugol     D: coloration au NaOH   

Figure 17: Coupes histologiques de tige d’Ocimum americanum L. ; A: structure tissulaire secondaire ; B : 
tanins galliques sous épiderme ; C : alcaloïdes dans le cylindre ; D: flavonoïdes dans les tissus 

 

I.1.2.Criblage des différents groupes chimiques 

I.1.2.1.Rendement d’extraction 

Le rendement d’extraction de poudres de ces deux plantes dans le mélange 

éthanol-eau en macération pendant 24 heures, a donné les résultats consignés dans le 

tableau VI. 

 

 

  

 



61 
 

Tableau VI: Masses d’extraits secs et rendements des extractions  

Matériel végétal sec Laggera aurita L. Ocimum americanum L. 

Prise d’essai (g) 50 50 

Masse extraits secs (g) 4,168 6,859 

Rendement (%) 8,33 13,71 

 

De ces résultats, nous notons que Ocimum americanum L. présente un rendement 

d’extraction de 13,71% contre 8,33% pour Laggera aurita L., Ocimum americanum L. a 

donc le meilleur rendement d’extraction. 

 

I.1.2.2. Criblage phytochimique 
 

Les tests de caractérisation des différentes familles de molécules réalisés sur les 

extraits hydroéthanoliques ont donné les résultats consignés dans le tableau VII. Ces 

tests montrent l’absence des coumarines, des anthraquinones et des cardenolides dans 

les deux plantes ; une faible présence des stéroïdes/triterpènes dans les extraits 

hydroéthanoliques d’Ocimum americanum L. et des alcaloïdes dans les deux plantes. 

Par contre les extraits hydroéthanoliques de Laggera aurita et d’Ocimum americanum L. 

présentent une forte présence des tanins, des polyphénols et des flavonoïdes ; seul 

Laggera aurita L. contient en outre les stéroïdes et les triterpènes. 

Il existe donc plusieurs composés polyphénoliques dans les tiges feuillées de Laggera 

aurita L. et Ocimum americanum L. (Tableau VII). Ces résultats sont conformes à ceux 

obtenus par  des coupes histochimiques précédemment. 
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Tableau VII: Principaux composés chimiques de deux plantes 

Espèces Laggera aurita (L.F) 

Berth. 

Ocimum americanum L. 

var. 

Tanins + + 

Flavonoïdes + + 

Anthraquinones - - 

Triterpènes/Stéroïdes + +/- 

Coumarines - - 

Alcaloïdes + -/+ 

Saponosides + + 

Cardenolides - - 

+ : Présence  +/- : Faible  - : Absence   

 

I.1.3. Teneurs en composés polyphénoliques 

Le dosage des composés polyphénoliques, notamment les polyphénols totaux et les 

flavonoïdes totaux a été basé sur des réactions de complexation avec les composés 

recherchés, donnant des complexes absorbant à une longueur d’onde précise permettant 

de quantifier le complexe résultant. 

Les résultats des dosages de ces deux composés polyphénoliques d’Ocimum 

americanum L. sont représentés par la figure 20. Ces dosages ont été effectués contre 

des courbes étalons d’acide gallique et de quercétine (Figures 18 et 19).

 

Figure 18: Courbe d’étalonnage de l’acide gallique (Dosage des polyphénols totaux). 
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Figure 19: Courbe d’étalonnage de la quercétine (Dosage des flavonoïdes totaux). 

 

Figure 20: Teneurs en composés polyphénoliques de l’extrait et fractions d’Ocimum 
americanum L. 

 

Nos résultats ont montré que les teneurs en phénols totaux de nos extraits et fractions 

varient considérablement. La contenance en phénols totaux varie de 63,81± 0,12 mg 

EAG/100 mg à 9,33± 0,17 mg EAG/100 mg.  

La plus forte teneur en phénols totaux est détectée dans FAE avec une valeur de  

63,81± 0,12 mg EAG/100 mg, suivi de FDCM à 39,12 ± 0,05 mg EAG/100 mg et la plus 

faible teneur est observée dans la FEP, à 9,33± 0,17 mg EAG/100 mg. 
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Quant aux flavonoïdes totaux, leur contenance varie de 10,72 ± 0,06 mg EQ/100 mg 

à 5,56 ± 0.14 mg EQ/100 mg. La plus forte teneur est obtenue dans la FAE avec une 

valeur de 10,72 ± 0,06 mg EQ/100 mg, suivi de la FDCM, à 9,79 ± 0.29 mg EQ/100 mg. 

La plus faible teneur est obtenue dans la FEP : 5,56 ± 0.14 mg EQ/100 mg. 

Nous notons que les extraits hydroéthanoliques ne contiennent pas assez de 

composés polyphénoliques, par contre seules les FAE et FDCM en contiennent en 

quantité importante. 

Les résultats des dosages de phénols totaux et flavonoïdes totaux de Laggera aurita 

L. sont indiqués dans la figure 21. Les courbes étalons d’acide gallique et de quercétine 

ont été utilisées comme standards. 

 

Figure 21: Teneur en composés polyphénoliques des extraits et fractions de Laggera 
aurita L. 

 

Les teneurs en polyphenols totaux de Laggera aurita L. d’extraits et des fractions varie 
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composés phénoliques totaux est  détectée dans la FAE avec une valeur de 62,12 ± 0,68 

mg EAG/100 mg, suivi de la FDCM, à 23,67 ± 0,05 mg EAG/100 mg. 

 La teneur en composés phénoliques totaux la plus faible est obtenue dans FEP, avec 

une valeur de 9,07 ± 0,17 mg EAG/100 mg. 

La teneur en flavonoïdes totaux d'extrait et des fractions de Laggera aurita L., varie entre 

10,56 ± 0.29 mg EQ/100 mg et 1,28 ± 0.20 mg EQ/100 mg. La plus forte teneur en 

flavonoïdes totaux est détectée dans la FDCM, dont la valeur est de 10,56 ± 0,29 mg 

EQ/100 mg, suivie de la FAE dont la valeur est de 10,12 ± 0,06 mg EQ/100 mg. La plus 

faible teneur en flavonoïdes totaux est obtenue dans FEP avec une valeur de 1,28 ± 0,14 

mg EQ/100  mg. 

La FAE et la FDCM sont donc les meilleures fractions en composés 

polyphénoliques alors que les fractions ether de pétrole, en contiennent en faible teneur. 

I.1.4. Chromatogramme des sous-fractions d’acétate d’éthyle 

Le chromatogramme de sous-fractions d’acétate d’éthyle obtenu par chromatographie 

sur colonne a donné les résultats suivants : 

- pour l’espèce Ocimum americanum L., les sous-fractions A montrent trois taches 

(vert, bleu et jaune), B, trois taches (vert, bleu et jaune), C et D, deux taches (vert 

et jaune) ; 

- pour l’espèce Laggera aurita L., les sous-fractions I2-1 présentent trois taches (vert 

et 2 bleu), I2-2, deux taches (vert et bleu), I2-3 et I2-4, une tache.  

Les sous-fractions A et B contiendraient donc de la quercétine (Figure 22). 
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Figure 22: Chromatogramme des flavonoïdes d’Ocimum americanum L. et Laggera aurita L. ; A, B, C, D : 
sous fraction d’Ocimum americanum L. ; I2-1, I2-2, I2-3, I2-4 : sous fraction de Laggera aurita L. ; Q :quercétine  

I.2. Discussion 

Les analyses phytochimiques d’Ocimum americanum L. et de Laggera aurita L. 

ont montré la présence des tanins, des flavonoïdes, des triterpènes/stéroïdes, des 

alcaloïdes et des saponosides ; ces résultats sont conformes à ceux obtenus par Weaver 

et al. (1991), Nacoulma (1996), Roberto (2003), Yang et al. (2006). 

Les dosages quantitatifs des extraits et fractions de ces deux plantes ont montré des 

teneurs importantes en flavonoïdes et en phénols totaux, particulièrement dans les 

fractions acétate d’éthyle d’Ocimum americanum L. et dans la fraction dichlorométhane 

de Laggera aurita L.. 

Cette abondance en composés polyphénoliques dans nos extraits et fractions pourrait 

justifier l’utilisation en médecine traditionnelle de: 

- Ocimum americanum L., dans le traitement de troubles de digestifs (Gurib-Fakim, 

1994), infections urinaires, nephretiques,  des diarrhées (Wome, 1985) ; ulcère de Buruli 

(Yemoa A.L., 2008). ; 

- Laggera aurita L., dans le traitement de constipation, de dysentéries, des ulcères 

phagédeniques par les populations mossi et les IST (Burkill, 1985 et Nacoulma, 1996). 

Les composés polyphénoliques quantifiés dans ces deux plantes sont des métabolites 

secondaires synthétisés pendant leur développement (Pridham, 1960  et Harborne 

1993), mais aussi comme réponse aux conditions de stress tels que les infections. Les 

polyphénols peuvent intervenir également dans l’absorption et la neutralisation des 

radicaux libres, l’oxygène singlet et la décomposition des péroxydes (Conte et al., 2003). 

Les polyphénols ont des effets protecteurs sur le processus dégénératif du cerveau 

(Conte et al., 2003) et des propriétés anti-inflammatoires (Subbaramaiah et al., 1998).  

En outre, les flavonoïdes sont capables de moduler l’activité de certaines enzymes et de 

modifier le comportement de plusieurs systèmes cellulaires, suggérant qu’ils pourraient 

exercer une multitude d’activités biologiques, notamment des propriétés antioxydantes, 

vasculoprotectrices, antihépatotoxiques, antiallergiques, antiinflammatoires, 

A                B                 C                D                   Q              I2-1               I2-2              I2-3            I2-4  
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antiulcéreuses et même antitumorales significatives (Ghedira, 2005). Les flavonoïdes 

possèdent également des propriétés antimicrobiennes (Cushnie et al., 2005). 

Les stéroïdes, les triterpènes et les saponosides présentent des activités anti-

inflammatoires (Bruneton, 1993; Lompo et al., 1998). Il en est de même pour les 

activités antioxydante (Liu et al., 2010) et cytotoxique (Simon et al., 2003). 

 

II. Application des phénols totaux et flavonoïdes totaux dans l’activité 

antioxydante 

De nos jours, les antioxydants peuvent s’avérer bénéfiques pour l’organisme. 

L’activité des composés polyphénoliques attire notre attention du fait de leur  rôle 

potentiel dans la prévention des maladies humaines. L’évaluation de l’activité anti-

oxydante est basée sur la détermination de produits résultant de l’oxydation ou, au 

contraire, mesurant l’efficacité d’une substance à piéger des radicaux, souvent en 

donnant une forme H• (Marc et al., 2004). Des études récentes ont montré qu’il peut y 

avoir des différences dans la détermination de l’activité antioxydante d’un produit selon 

la méthode antioxydante utilisée (Schlesier et al., 2002 ; Nsimba et al., 2008). Ainsi 

pour évaluer l’activité anti-oxydante de nos extraits hydroéthanoliques et des fractions de 

deux plantes, nous avons utilisé trois méthodes: DPPH, ABTS et FRAP. Ces méthodes 

conduisent aux résultats ci-dessous. 

II.1. Résultats 

II.1.1.Evaluation du pouvoir réducteur (FRAP). 

L’activité antioxydante d’un extrait évaluée par la méthode FRAP se traduit par sa 

capacité à réduire les ions ferriques (Fe3+) en ions ferreux (Fe2+) impliquant un transfert 

d’électrons de la part des composants antioxydants présents dans l’extrait. 

La mesure FRAP est utilisée dans cette étude pour évaluer l’activité antioxydante des 

extraits et fractions de nos deux plantes à travers leur capacité de réduire les ions 

ferriques en ions ferreux. Cette mesure est évaluée en fonction de la courbe d’étalonnage 

de l’acide ascorbique (Figure 23). 
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Figure 23: Courbe d’étalonnage de l’acide ascorbique (FRAP) 

 

Le pouvoir réducteur des extraits hydroéthanoliques de deux plantes a donné les 

résultats suivants: 3,09 ±0,05 mmol EAA/g d’extrait pour Ocimum americanum L. et 

1,22±0,057 mmol EAA/g d’extrait pour Laggera aurita L.  

Nous notons que les extraits hydroéthanoliques d’Ocimum americanum L., ont donné 

les meilleurs résultats comparativement à la valeur du contrôle (Trolox) qui a donné 

7,46±3,38 mmol EAA/g d’extrait.  

Le pouvoir réducteur de l’extrait hydroéthanolique d’Ocimum americanum L. a donné 

les résultats suivants: 3,09 ±0,05 mmol EAA/g d’extrait, comparativement à la valeur du 

contrôle (le Trolox) qui a donné 7,46±3,38 mmol EAA/g d’extrait. 

Quant au pouvoir reducteur des fractions d’Ocimum americanum L., les résultats 

varient de 0,83±0,11 mmol EAA/g d’extrait à 6,54±0,09 mmol EAA/g d’extrait. La plus 

forte valeur a été obtenue avec la fraction acétate d’éthyle suivie de la fraction 

butanolique et la plus faible valeur a été obtenue avec la fraction éther de pétrole. Le 

contrôle (Trolox) a donné 7,46±3,38 mmol EAA/g d’extrait (Figure 24). 
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Figure 24: Activité antioxydante de fractions et extraits d’Ocimum americanum L. 

 

Le pouvoir réducteur de l’extrait hydroéthanolique de Laggera aurita L. a donné 1,22± 

0,057 mmol EAA/g d’extrait. Ses fractions ont donné les résultats qui varient de 1,22 ± 

0,057 mmol EAA/g d’extrait à 5,99 ± 0,029 mmol EAA/g d’extrait. La plus forte valeur a 

été obtenue avec la fraction acétate d’éthyle suivie de la fraction éther de pétrole et la 

plus faible valeur a été obtenue avec la fraction dichlorométhane. Le contrôle (Trolox) a 

donné 7,46±3,38 mmol EAA/g d’extrait (Figure 25). 

 

Figure 25: Activité antioxydante de fractions et extraits de Laggera aurita L. 
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Nous constatons ainsi que les extraits hydroéthanoliques et les fractions d’Ocimum 

americanum L. ont donné les meilleures activités antioxydantes par la méthode FRAP 

comparativement à la valeur du contrôle trolox. 

Cependant le pouvoir réducteur des extraits et fractions reste faible comparativement à 

celui du Trolox qui est un composé pur. 

Les études corrélatives entre les phénols totaux et les flavonoïdes totaux dosés dans 

l’extrait et fractions d’Ocimum americanum L. et le pouvoir réducteur du fer ont montré 

de bonnes corrélations : r2 = 0,853 pour les phénols totaux et r2 = 0,713 pour les 

flavonoïdes. (Figure 26) 

 

Figure 26: Corrélations entre le pouvoir réducteur du Fer et les teneurs en composés 
polyphénoliques d’Ocimum americanum L. 

 

Les études corrélatives entre les composés phénoliques (phénols totaux et les 

flavonoïdes) dosés dans l’extrait hydroéthanolique et fractions de Laggera aurita L. et le 

pouvoir réducteur du fer ont montré de faibles corrélations : r2 = 0,704 pour les 

phénoliques totaux et r2 = 0,686 pour les flavonoïdes. (Figure 27) 
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Figure 27: Corrélations entre le pouvoir réducteur du Fer et les teneurs en composés 
polyphénoliques de Laggera aurita L. 

 

II.1.2. Mesure au DPPH 

Le DPPH (1,1 diphényl 2 pycril Hydrazil) est un radical libre stable de couleur violette 

intense. La mesure de l’efficacité d’un antioxydant, violet, à 517 nm, due à une 

combinaison des radicaux DPPH. 

Lorsqu’une solution de DPPH est mélangée avec une substance qui peut donner un 

hydrogène, alors cette réaction donne lieu à la forme réduite de couleur jaune pâle 

résiduelle du groupement picryl encore présent.  

Cette méthode a été utilisée pour évaluer le pouvoir antiradicalaire des extraits et  

fractions de nos deux plantes. Les activités sont déterminées par rapport à une courbe 

étalon de quercétine et une courbe d’étalonnage de l’acide ascorbique (Figure 28). 
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Figure 28: courbe d’étalonnage de l’acide ascorbique (DPPH) 

 

Les résultats des extraits et fractions de ces deux plantes sont consignés dans les figures 

24 et 25. 

Le pouvoir antiradicalaire des extraits hydroéthanoliques de nos deux plantes varie 

entre 7,976 ± 0,01 mmol EAA/g à 8,825 ± 0,01 mmol EAA/g. La plus forte activité a été 

une fois de plus présentée par Ocimum americanum L. et la plus faible par Laggera aurita 

L.. 

Pour le pouvoir antiradicalaire des fractions d’Ocimum americanum L., les résultats 

varient de10,258 ±0,01 mmol EAA/g à 7,41 ±0,01mmol EAA/g.  

La plus forte valeur a été obtenue par la fraction dichlorométhane, suivie de la fraction 

acétate d’éthyle et la plus faible par la fraction éther de pétrole. 

Le pouvoir antiradicalaire de Laggera aurita L. varie de 4,907 ± 0,0587 mmol EAA/g à 

9,472 ± 0,194 mmol EAA/g. La plus forte valeur a été obtenue par la fraction acétate 

d’éthyle, suivie de la fraction dichlorométhane et la plus faible, par la fraction éther de 

pétrole. 

Nous notons donc que les fractions dichlorométhane et acétate d’éthyle de nos deux 

plantes présentent les meilleures activités antiradicalaires comparativement au composé 

de référence, la quercétine (13,76 ± 0,26 mmol EAA/g) (Figure 24 et Figure 25). 

 

Les études corrélatives entre les phénols totaux et les flavonoïdes totaux dosés dans 

l’extrait hydroéthanolique et fractions d’Ocimum americanum L. et le pouvoir 
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antiradicalaire a montré une bonne corrélation : r2 = 0,826 pour les phénols totaux et r2 = 

0,764 pour les flavonoïdes totaux. (Figure 29). 

 

Figure 29: Corrélations entre l’activité antioxydante (DPPH) et les teneurs en composés 
polyphénoliques d’Ocimum americanum L. 

 

Quant à l’espèce Laggera aurita L., cette corrélation est faible (r2 = 0,695) pour les 

phénoliques totaux et  pour les flavonoïdes totaux (r2 = 0,726) (Figure 30). 

 

Figure 30: Corrélations entre l’activité antioxydante (DPPH) et les teneurs en composés 
polyphénoliques de Laggera aurita L. 
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II.1.3.Evaluation de la capacité antioxydante par la méthode ABTS. 

La méthode ABTS est basée sur la capacité d’un antioxydant à stabiliser le radical 

cationique ABTS•+ de coloration bleu-vert en le transformant en ABTS+ incolore, par 

piégeage d’un proton par l’antioxydant. Nous avons utilisé cette méthodologie pour la 

mesure par ABTS des extraits et fractions de nos deux plantes.  

Les activités sont évaluées par rapport à une courbe d’étalonnage d’acide ascorbique 

(figure 31). 

 

Figure 31: Courbe d’étalonnage de l’acide ascorbique (ABTS) 

 Les résultats obtenus sont consignés dans les figures 24 et 25 ci-dessus. 

La capacité antioxydante des extraits hydroéthanoliques de nos deux plantes varie 

de 0,780 ± 0,083 mmol EAA/g à 1,58 ± 0,10 mmol EAA/g. 

 Au regard de ces résultats, nous constatons que l’extrait hydroéthanolique d’Ocimum 

americanum L. présente toujours la meilleure capacité antioxydante.  

Comparativement aux méthodes précédentes, nous nous rendons compte que les 

extraits de nos deux plantes présentent une faible capacité antioxydante. 

Pour Ocimum americanum L. et Laggera aurita L., les fractions acétate d’éthyle ont la 

meilleure capacité, suivie des fractions butanoliques et les fractions éther de pétrole 

présentent la plus faible capacité antioxydante. Ces valeurs sont comparées à celle du 

composé de référence, la quercétine (7,81 ± 0,21 mmol EAA g-1). 
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Les études corrélatives entre les phénols totaux et les flavonoïdes totaux dosés dans 

l’extrait hydroéthanolique et fractions d’Ocimum americanum L. et le pouvoir 

antiradicalaire a montré une bonne corrélation : r2 = 0,884 pour les phénols totaux et r2 = 

0,726 pour les flavonoïdes totaux (Figure 32). 

 

Figure 32: Corrélations entre l’activité antioxydante (ABTS) et les teneurs en composés 
polyphénoliques d’Ocimum americanum L. 

 

Quant à l’espèce Laggera aurita L., cette corrélation est faible : r2 = 0,696 les phénoliques 

totaux et r2 = 0,567 pour les flavonoïdes totaux (Figure 33). 

 

 

Figure 33: Corrélations entre l’activité antioxydante (ABTS) et les teneurs en composés 
polyphénoliques de Laggera aurita L. 
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II.2. Discussion 

Les trois méthodes utilisées pour la mesure des activités antioxydantes de nos extraits 

et fractions ont permis une meilleure appréciation de nos résultats. 

Au regard des différentes méthodes antioxydantes utilisées, nous pouvons noter qu’il 

existe un lien entre les composés polyphénoliques et les activités antioxydantes. Ces 

résultats sont conformes à ceux obtenus par d’autres auteurs (Anna et al., 2003; Negro 

et al., 2003; Remandeep et al., 2005). 

Les composés polyphénoliques ont une part importante dans l’activité antioxydante 

des plantes. En effet, les composés polyphénoliques tels que les flavonoïdes et les acides 

phénols sont considérés comme étant les constituants majeurs contribuant à la capacité 

antioxydante des plantes (Chung et al., 1998). Des études ont montré que l’activité 

antioxydante des extraits de plante est bien corrélée avec leur teneur en composés 

polyphénoliques (Velioglu et al., 1998 ; Cai et al., 2004; Djerridane et al., 2006; Li el 

al., 2008). 

Selon les courbes de corrélations (Figures 26, 27, 29, 30, 32, 33), on pourrait dire que 

les activités antioxydantes de nos deux plantes seraient surtout dues à l’activité des 

phénols totaux. En effet, des études ont montré de telles corrélations entre phénols totaux 

et les activités antioxydantes (Dibala et al., 2014).  

Mais il convient aussi de noter que l’activité des flavonoïdes pourrait être aussi 

masquée par d’autres composés polyphénoliques. C’est ce qui justifierait leurs faibles 

corrélations entre la capacité antioxydante et les composés polyphénoliques.  

Aussi, dans la même logique, nous remarquons cependant une bonne corrélation 

entre le pouvoir réducteur et les composés polyphénoliques (Figures 26 et 27). En effet, 

selon Miliauskas et al. (2004), les composés phénoliques contribuent au pouvoir 

réducteur du fer. 

En outre, selon Kahkonen et al. (1999), les phénols de végétaux constituent un 

groupe important de composés qui agissent comme antioxydants primaires ou piégeurs 

de radicaux libres en raison de leurs groupes hydroxyles qui contribuent directement à 

l'action antioxydante (Diplock et al., 1997). Les composés phénoliques sont des 
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donneurs d'hydrogène efficaces, ce qui les rend de bons antioxydants (Rice-Evans et 

al., 1997).  

Par ailleurs, l'activité antioxydante des composés phénoliques est principalement due 

à leurs propriétés redox qui jouent un rôle important en tant que piégeurs de radicaux 

libres des agents réducteurs. 

Enfin, les composés polyphénoliques pourraient jouer un rôle important dans la 

stabilisation de l’oxydation des lipides ; ils sont aussi associés aux activités antioxydantes 

et peuvent contribuer directement au processus antioxydatif (Duh et al., 1999). Les 

composés polyphénoliques possèdent diverses activités biologiques comme les activités 

anti-inflammatoires, anti-carcinogéniques et anti-athéroscléroses. Ces activités 

pourraient être reliées à leur activité antioxydante (Chung et al., 1998). Pour Tanaka et 

al. (1998), la prise quotidienne d’au moins 1 g de composés polyphénoliques dans un 

régime riche en fruits et en légumes présenterait des effets inhibiteurs sur la mutagenèse 

et la carcinogenèse dans l’organisme. Nos résultats montrent effectivement l’intérêt de 

l’utilisation de nos extraits dans le traitement de maladies gastro-entériques. 

 

 

 

III. ACTIVITES ANTI-BACTERIENNES 
 

III. 1.1. Diamètre des zones d’inhibitions 

Dans la présente étude, dix souches bactériennes à savoir Escherichia coli, Salmonella 

typhimurium, Salmonella infantis, salmonella oranienburg, Salmonella nigeria, Yersinia 

enterocolitica, Bacillus cereus MADM 1291, Bacillus cereus NYH 391-98, Listeria 

monocytogènes 057, Listeria monocytogènes Scott A, constituées des bactéries Gram 

négatifs (6), des bactéries Gram-positifs (4), un antibiotique classique, la gentamicine ont 

été utilisés.  

Les tests de sensibilité de ces dix souches bactériennes vis à vis des fractions 

dichlorométhane et acétate d’éthyle permettent de déterminer les diamètres de zones 

d’inhibitions.  
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Pour l’espèce Ocimum americanum L., la sensibilité des souches bactériennes varie en 

fonction de la nature de la fraction.  

Bacillus cereus NYH 391-98 (Kd), Yersinia enterocolitica (Ye) et Bacillus cereus MADM 

1291 (Bc) ayant respectivement les valeurs de diamètres de zones d’inhibitions 17,5 ± 

1,41 mm, 17,5 ± 0,7 mm et 16,5 ± 0,7 mm, sont les souches bactériennes les plus 

sensibles à la fraction dichlorométhane. 

Yersinia enterocolitica (Ye), Listeria monocytogenes Scott A (Lm2), Listeria 

monocytogenes 057 (Lm1), Bacillus cereus NYH 391-98 (Kd) et Bacillus cereus MADM 

1291 (Bc) ayant respectivement pour valeur de diamètre de zones d’inhibitions 20 ± 1,41 

mm, 20 ± 1,41 mm, 18,5 ± 1,41 mm, 18,5 ± 0,71 mm et 18 ± 0,71 mm, sont les souches 

bactériennes les plus sensibles à la fraction acétate d’éthyle. 

Les souches bactériennes Salmonella typhimurium, Salmonella infantis, Salmonella 

nigeria, Escherichia coli, Listeria monocytogenes Scott A et Yersinia enterocolitica 

résistent à la gentamicine (Figure 34). 
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Figure 34: Diamètres de zones d’inhibitions des fractions dichlorométhane, acétate 
d’éthyle d’Ocimum americanum L. et de la gentamicine sur les souches bactériennes 
d’origine alimentaire multi-résistantes 

 

Pour l’espèce Laggera aurita L., la sensibilité des souches bactériennes est également 

fonction de la fraction utilisée ; les souches bactériennes les plus sensibles à la fraction 

dichlorométhane sont Listeria monocytogenes 057, Bacillus cereus MADM 1291, 

Yersinia enterocolitica et Bacillus cereus NYH 391-98 avec  respectivement les diamètres 

de zones d’inhibitions 17±0,47 mm, 13,5±1,3 mm, 13±1,28 mm et 12,5±0,71 mm. Celles 

ayant une sensibilité à la fraction acétate d’éthyle sont Bacillus cereus MADM 1291, 

Yersinia enterocolitica et Bacillus cereus NYH 391-98 avec respectivement les valeurs 

de diamètres de zones d’inhibition 20±0,33 mm, 18±1,28 mm et 16,5 ± 0,71 mm. 

Les souches bactériennes Listeria monocytogenes Scott A, Escherichia coli et 

Salmonella nigeria sont résistantes à la gentamicine (Figure 35). 
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Figure 35: Diamètres de zones d’inhibitions des fractions dichlorométhane, acétate 
d’éthyle de Laggera aurita L. et de la gentamicine sur les souches bactériennes d’origine 
alimentaire multi-résistantes 

 

III.1.2. Concentrations Minimales Inhibitrices et Concentrations 

Minimales Bactéricides 

Les Concentrations Minimales Inhibitrices des fractions dichlorométhane et 

acétate d’éthyle d’Ocimum americanum L. et de Laggera aurita L. sont consignées dans 

les tableaux VIII et IX. 

Pour l’espèce Ocimum americanum L., les valeurs de CMI des fractions varient de 

31,25 µg/ml à 500 µg/ml. La meilleure Concentration Minimale Inhibitrice a été obtenue 

avec la fraction acétate d’éthyle combinée à la gentamicine, suivie de la fraction 

dichlorométhane combinée à la gentamicine.  

Les valeurs de Concentration Minimale Inhibitrice les plus élevées ont été 

observées avec la gentamicine seule et la fraction dichlorométhane (Tableau VIII). 

Tableau VIII: Concentration Minimale Inhibitrice (μg/ml) de fractions dichlorométhane et acétate 

d’éthyle d’Ocimum americanum L. et ses combinaisons à la gentamicine 

 

 

Pour l’espèce Laggera aurita L., les valeurs de Concentration Minimale Inhibitrice des 

fractions varient de 31,25 µg/ml à 500 µg/ml. La meilleure Concentration Minimale 

Inhibitrice a été obtenue avec la fraction acétate d’éthyle combinée à la gentamicine sur 

 S.typ Lm 2 S.oro S. nig Ye 

Gentamicine 500 250 125 500 500 

FDCM seule  500 250 250 500 500 

FAE seule 250 125 125 250 250 

FDCM+Gentamicine 125 62,5 125 125 250 

FAE + Gentamicine 62,5 31,25 31,25 125 125 
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les souches bactériennes Salmonella typhimurium et Salmonella oranienburg, suivi de la 

combinaison fraction dichlorométhane + gentamicine (Tableau IX). 

Tableau IX: Concentration Minimale Inhibitrice (μg/ml) de fractions dichlorométhane et acétate 

d’éthyle de Laggera aurita L., ses combinaisons à la gentamicine. 
 

Lm2 S.typ S.oro S.inf S.nig 

Gentamicine 500 250 250 500 500 

FDCM seule 250 125 125 250 250 

FAE seule 250 125 125 125 125 

FDCM+Gentamicine 125 62,5 62,5 62,5 125 

FAE+Gentamicine 125 31,5 31,25 62,5 62,5 

 

Les résultats de la Concentration Minimale Bactéricide d’Ocimum americanum L. et 

Laggera aurita L. sont représentés dans les tableaux X et XI. 

La Concentration Minimale Bactéricide de la fraction dichlorométhane et de la fraction 

acétate d’éthyle d’Ocimum americanum L., varie de 62,5 µg/ml à >1000µg/ml. La fraction 

acétate d’éthyle combinée à la gentamicine a présenté les meilleures valeurs de 

Concentration Minimale Bactéricide sur les souches bactériennes, Listeria 

monocytogenes 057 et Salmonella oranienburg (Tableau X). 
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Tableau X: Concentration Minimale Bactéricide (μg/ml) de fractions dichlorométhane et acétate 

d’éthyle d’Ocimum americanum L., ses combinaisons à la gentamicine. 
 

S.typ Lm2 S.oro S.nig Ye 

FDCM seule ˃1000 1000 1000 >1000 ˃1000 

FAE seule 1000 250 500 1000 1000 

FDCM+Gentamicine 250 125 250 500 1000 

FAE+Gentamicine 125 62,5 62,5 250 250 

 

La Concentration Minimale Bactéricide des fractions dichlorométhane et acétate d’éthyle 

varie de 62,5µg/ml à >100µg/ml en fonction de la souche bactérienne alimentaire multi-

résistance. Les fractions acétate d’éthyle combinées à la gentamicine ont présenté les 

meilleures valeurs de Concentration Minimale Bactéricide, suivies de fractions 

dichlorométhane combinées à la gentamicine. Les fractions dichlorométhane et acétate 

d’éthyle ont présenté les valeurs de Concentrations Minimales Bactéricides les plus 

élevées (Tableau XI). 

Tableau XI: Concentration Minimale Bactéricide (μg/ml) de fractions dichlorométhane et acétate 

d’éthyle de Laggera aurita L. et ses combinaisons à la gentamicine. 
 

LM2 S.typ S.oro S.inf S.nig 

FDCM seule ˃1000 500 500 1000 ˃1000 

FAE seule 1000 500 500 500 500 

FDCM+Gentamicine 500 125 125 250 500 

FAE+Gentamicine 250 62,5 62,5 125 125 
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III.1.3. Pouvoir bactéricide et bactériostatique 

L’effet bactéricide et bactériostatique ont été déterminés en utilisant le rapport 

CMB/CMI. 

Pour l’espèce Ocimum americanum L., la combinaison acétate d’éthyle + gentamicine 

présente un effet bactéricide sur Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes Scott 

A, Salmonella oranienburg, Salmonella nigeria et Yersinia enterocolitica. Parcontre, la 

fraction dichlorométhane présente un effet bactériostatique sur Salmonella typhimurium, 

Listeria monocytogenes Scott A, Salmonella oranienburg, Salmonella nigeria et Yersinia 

enterocolitica. 

La combinaison dichlorométhane + gentamicine présente un effet bactéricide sur les 

Salmonella typhimurium, Listeria monocytogènes Scott A et Salmonella oranienburg et 

un effet bacteriostatique sur Salmonella nigeria et Yersinia enterocolitica (Tableau XII). 

Tableau XII: Capacité bactericide et bactériostatique des fractions dichlorométhane et acétate 

d’éthyle d’Ocimum americanum L. 
 

S.typ Lm2 S.oro S.nig Ye 

FDCM seule - - - - - 

FAE seule - + + - - 

FDCM+Gentamicine + + + - - 

FAE+Gentamicine + + + + + 

+: effet bactéricide (CMB/CIM = 1 ou 2) –: effet bactériostatique (CMB/CMI = 4 ou 16). 

Pour l’espèce Laggera aurita L., la combinaison de la fraction acétate d’éthyle + 

gentamicine a un effet bactéricide sur Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes 

Scott A, Salmonella oranienburg, Salmonella infantis, Salmonella nigeria. Parcontre les 

fractions dichlorométhane et acétate d’éthyle présentent un effet bactériostatique. La 

combinaison de la fraction dichlorométhane + gentamycine présente un effet bactéricide 

sur Salmonella typhimurium et Salmonella oranienburg et un effet bactériostatique sur 

Listeria monocytogenes Scott A, Salmonella infantis et Salmonella nigeria (Tableau XIII). 
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Tableau XIII: Capacité bactericide et bactériostatique des fractions dichlorométhane et acétate 

d’éthyle de Laggera aurita L. 
 

LM2 S.typ S.oro S.inf S.nig 

FDCM seule - - - - - 

FAE seule - - - - - 

FDCM+Gentamicine - + + - - 

FAE+Gentamicine + + + + + 

+: effet bactéricide (CMB/CIM = 1 ou 2) –: effet bactériostatique (CMB/CMI = 4 ou 16). 
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Qu’ils s’agissent des  fractions combinées d’Ocimum americanum L. et Laggera aurita L., 

l’effet bactéricide est donc prépondérant sur toutes les souches bactériennes multi-

résistantes d’origine alimentaire ; nous notons cependant un effet bactériostatique 

lorsque les fractions sont prises seules. 

 

III.1.4. Evaluation de l’Indice de Fraction de la Concentration Inhibitrice 
(𝑭𝑰𝑪 − 𝒊𝒏𝒅𝒆𝒙) de la fraction riche en flavonoïdes 
 

L’indice de Fraction de la Concentration Inhibitrice (𝐹𝐼𝐶 − 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑥) exprime le degré de 

synergie pour l’association de la fraction riche en flavonoïdes et la gentamicine en 

mesurant pour chaque fraction la réduction de sa CMI lorsqu’elle est associée à la 

gentamicine. 

𝑭𝑰𝑪𝒊𝒏𝒅𝒆𝒙 =
𝐶𝑀𝐼 𝑓𝑟𝑎𝑐𝑡. 𝑟𝑖𝑐ℎ𝑒  𝑒𝑛 𝑓𝑙𝑎𝑣𝑜 𝑎𝑠𝑠𝑜𝑐𝑖é𝑒 à 𝑙𝑎 𝑔𝑒𝑛𝑡𝑎𝑚.

𝐶𝑀𝐼 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑓𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑟𝑖𝑐ℎ𝑒 𝑒𝑛 𝑓𝑙𝑎𝑣𝑜.
+

𝐶𝑀𝐼 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑔𝑒𝑛𝑡𝑎. 𝑎𝑠𝑠𝑜𝑐𝑖é𝑒 à 𝑙𝑎 𝑓𝑟𝑎𝑐. 𝑟𝑖𝑐ℎ𝑒 𝑒𝑛 𝑓𝑙𝑎𝑣𝑜

𝐶𝑀𝐼 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑔𝑒𝑛𝑡𝑎.
 

 

𝑭𝑰𝑪𝒂 =
𝐶𝑀𝐼 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑓𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑎𝑐é𝑡𝑎𝑡𝑒 𝑑′é𝑡ℎ𝑦𝑙𝑒 𝑎𝑠𝑠𝑜𝑐𝑖é𝑒 à 𝑙𝑎 𝑔𝑒𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑐𝑖𝑛𝑒.

𝐶𝑀𝐼 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑓𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑′𝑎𝑐é𝑡𝑎𝑡𝑒𝑑′é𝑡ℎ𝑦𝑙𝑒
 

 

𝐹𝐼𝐶𝑎 =  𝐶𝑀𝐼 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑓𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑎𝑐é𝑡𝑎𝑡𝑒 𝑑’é𝑡ℎ𝑦𝑙𝑒 𝑎𝑠𝑠𝑜𝑐𝑖é𝑒 à 𝑙𝑎 𝐺𝑒𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑐𝑖𝑛𝑒/

𝐶𝑀𝐼 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑓𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑎𝑐é𝑡𝑎𝑡𝑒 𝑑’é𝑡ℎ𝑦𝑙𝑒. 

𝐹𝐼𝐶𝑏 =  𝐶𝑀𝐼 𝑑𝑒  𝑙𝑎 𝑓𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑎𝑐é𝑡𝑎𝑡𝑒 𝑑’é𝑡ℎ𝑦𝑙𝑒 𝑎𝑠𝑠𝑜𝑐𝑖é𝑒 à 𝑙𝑎 𝐺𝑒𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑐𝑖𝑛𝑒

/𝐶𝑀𝐼 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝐺𝑒𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑐𝑖𝑛𝑒. 

et 𝐹𝐼𝐶𝐼 =  𝐹𝐼𝐶𝑎 +  𝐹𝐼𝐶𝑏,  

 

a = fraction riche en flavonoïdes ; b = Gentamicine. 

𝐹. 𝐼. 𝐶. 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑥 a été interprétée comme suit:  

- Un effet synergique lorsque 𝐹𝐼𝐶𝐼 ≤  0,5 ; 

- Un effet additif ou indifférent lorsque 0,5 < 𝐹𝐼𝐶𝐼 <  1 ; 
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- Et un effet antagoniste lorsque𝐹𝐼𝐶𝐼 >  1. 

La fraction riche en flavonoïdes est la fraction acétate d’éthyle. 

Pour l’espèce Ocimum americanum L., le calcul des Indices de Fraction de la 

Concentration Inhibitrice démontrent un effet synergique sur deux souches (Lm2 et S. 

oro) et un effet additionnel sur trois autres souches (S.typ, S nig et Ye) (Tableau XIV). 

Tableau VII: Combinaison fraction acétate d’éthyle de Ocimum americanum L. + gentamicine in 

vitro sur 5 souches bactériennes alimentaires multi-résistantes 

 S.typ Lm2 S.oro S.nig Ye 

FICa 0,250 0,250 0,250 0,500 0,500 

FICb 0,125 0,125 0,250 0,250 0,250 

FICI 0,375 0,375 0,500 0,750 0,750 

Effet Additif Synergique Synergique Addititif Addititif 

  

Pour l’espèce Laggera aurita L., les indices de Fraction de la Concentration 

Inhibitrice (𝐹𝐼𝐶 − 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑥) révèlent un effet additionnel sur  trois souches (Lm2, S.inf et S. 

nig) et un effet synergique sur deux autres souches (S.typ et S.oro) (Tableau XV). 

Tableau XV: Combinaison fraction acétate d'éthyle de Laggera aurita L. + gentamicine in vitro sur 

5 souches bactériennes alimentaires multi résistantes 

Tableau LM2 S.typ S.oro S.inf S.nig 

FICa 0,50 0,250 0,50 0,50 0,50 

FICb 0,250 0,125 0,125 0,125 0,125 

FICI 0,750 0,375 0,375 0,625 0,625 

Effet Additif Synergique Synergique Additif Additif 
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III-2- Discussion 

Au regard de nos résultats nous pouvons dire que les fractions dichlorométhane et 

acétate d’éthyle riches en composés polyphénoliques ont une activité antibactérienne sur 

neuf souches bactériennes multi-résistantes d’origine alimentaire utilisées pour cette 

étude (Dibala et al., 2014). 

 En effet, les études antérieures ont montré que les composés polyphénoliques induisent 

une inhibition bactérienne sur un spectre très large de microorganismes. Les phénols 

totaux, les flavonoïdes totaux étant les constituants majeurs de plantes possèdent des 

activités antioxydante (Karou et al., 2005 ; Annagowda et al., 2010) et antibactérienne 

(Igbinosa et al., 2009). De plus, Les phénols totaux sont bien connus comme étant des 

métabolites secondaires ayant les propriétés antiseptiques (Shah et al., 2005). D’autres 

métabolites secondaires rencontrés dans nos deux espèces, à savoir les composés 

terpéniques, les tanins et les flavonoïdes sont également connus pour leur activité 

antibactérienne (Cowan et al., 1999 ; Machado et al., 2002). 

L'activité antibactérienne des flavonoïdes est due à leur capacité à former des complexes 

avec les protéines extra-membranaires solubles de la paroi cellulaire bactérienne  alors 

que celle des tanins est liée à leur capacité d’inactiver les sites d’adhésions des enzymes 

ou des protéines de l’enveloppe cellulaire bactérienne. (Cowan et al., 1999). En outre 

les tanins peuvent réaliser des polymérisations lors des réactions d'oxydations, ce qui 

pourrait avoir des effets de toxicité des souches microbiennes. (Gibbons et al.,2003 ; 

Scalbert et al., 1991 ; Shan et al., 2007). 

En effet, le mécanisme de toxicité des polyphénols contre les souches microbiennes 

pourrait s'expliquer par l’action des enzymes hydrolytiques telles que les protéases et les 

carbohydrolases. 

Les résultats montrent également que des fractions dichlorométhane et acétate d’éthyle 

d’Ocimum americanum L. et de Laggera aurita L. sont capables d’inhiber les bactéries 

Gram-positifs telles que Bacillus cereus (Kd), Bacillus cereus (Bc), Listeria 

monocytogenes (Lm2) et Listeria monocytogenes (Lm1). Parcontre les bactéries Gram-

négatifs (Escherichia coli, Salmonella nigeria, Salmonella typhimurium) résistent aux 

fractions dichlorométhane et acétate d’éthyle de nos deux plantes et à la Gentamicine.  
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Ces résultats sont confirmés par les études antérieures (Cowan et al., 1999 ; 

Kelmanson et al., 2000 ; Zongo et al., 2010) montrant que les bactéries Gram-positifs 

présentent une meilleure sensibilité vis-à-vis des composés phénoliques de plantes.  

La résistance des bactéries Gram-négatifs aux fractions acétate d’éthyle et 

dichlorométhane de nos deux plantes pourrait être liée à la surface hydrophile de la 

membrane extérieure, riche en molécules de lipopolysaccharide (LPS), présentant une 

barrière à la pénétration de nombreuses molécules d’antibiotiques. Cette surface est  

également  associée aux enzymes dans l'espace périplasme, qui sont capable de 

décomposer les molécules introduites et d’empêcher l’accumulation des extraits 

organiques sur les cellules cibles (Reynalds et al., 1996 ; Gao et al., 1999 ; Nostro et 

al., 2000 ; Bezic et al., 2003  et Lopez et al., 2005). 

Cette membrane externe empêche certains médicaments et des antibiotiques à pénétrer 

à l’intérieure de la cellule, ce qui explique la raison pour laquelle les bactéries Gram 

négatifs sont généralement plus résistantes aux antibiotiques que les bactéries Gram-

positifs. La sensibilité la plus élevée de Bacillus cereus peut être due à cette structure de 

la paroi cellulaire externe de la bactérie (Nikaido et al., 1996 et Zaika et al., 1998). 

Nous constatons également que les fractions dichlorométhane et acétate d’éthyle de nos 

deux plantes sont plus sensibles à certaines souches bactériennes que la Gentamicine, 

médicament standard. Selon une étude (Tomas-Barberan et al., 1990), un degré 

probable de lipophilie due aux interactions entre les constituants de la membrane et 

l’agencement des extraits pourrait être responsable de l’activité antibactérienne la plus 

élevée que celle du médicament standard utilisé, la gentamicine. 

Cette étude a montré un lien entre la concentration de composés phénoliques dans les 

fractions et leur activité antibactérienne. Nos résultats corroborent avec ceux de Shan et 

al., 2007. 

E. coli a été la souche bactérienne non sensible aux fractions dichlorométhane et acétate 

d’éthyle de nos deux plantes.  

La synergie de la fraction acétate d’éthyle et la Gentamicine a été vérifiée pour deux 

souches sur 5 souches testées. Dans les trois autres souches, nous avons noté un effet 

additif. 
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L’association de la fraction acétate d’éthyle et la Gentamicine est donc favorable. Elle 

pourra être envisagée pour répondre aux problèmes de résistances qui apparaissent 

pour d’autres familles d’antibiotiques.  

Donc les souches bactériennes testées positives justifient l'usage traditionnel de ces 

deux plantes et confirme leur  activité thérapeutique anti-diarrhéique: Salmonella, 

Escherichia coli et Bacillus sont des germes très souvent impliqués dans les toxi-

infections alimentaires. 
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La présente étude a porté sur deux espèces, Laggera aurita L. et Ocimum 

americanum L. qui appartiennent respectivement à la famille des Asteraceae et à celle 

des Lamiaceae, deux familles les plus importantes dans la flore Burkinabé. Elle a permis 

de mettre en évidence à travers un criblage phytochimique, la présence des tanins, des 

flavonoïdes, des alcaloïdes, des stéroïdes/triterpènes et des saponosides dans les deux 

plantes.  

Le dosage des phénols totaux et des flavonoïdes totaux des extraits et fractions de 

ces de ces plantes a révélé des teneurs considérables dans les extraits 

hydro-éthanoliques et des fortes teneurs dans les fractions acétate d’éthyle et 

dichlorométhane. Les extraits et fractions d’Ocimum americanum L. contiennent les 

teneurs les plus élevées en composés polyphénoliques par rapport à ceux de Laggera 

aurita L.. 

L’étude de l’activité antioxydante des extraits et fractions des deux plantes a montré 

que tous les extraits et fractions possèdent un pouvoir antioxydant considérable. Les 

fractions dichlorométhane et acétate d’éthyle présentent une forte activité antioxydante 

comparativement aux autres extraits. De plus l’activité antioxydante des deux plantes est 

bien corrélée avec leur teneur en composés phénoliques. Les composés phénoliques 

seraient essentiellement responsables de l’activité antioxydante des extraits et fractions 

obtenues à partir de ces plantes. 

Les composés polyphénoliques particulièrement abondants dans les fractions acétate 

d’éthyle et dichlorométhane des plantes seraient responsables des propriétés 

antioxydantes, justifiant ainsi leur utilisation traditionnelle au Burkina Faso. Cette partie 

de l’étude montre l’intérêt qu’attachent les tradipraticiens sur les deux plantes dans le 

traitement de maladies gastro-entériques.  

En ce qui concerne le pouvoir antibactérien des fractions des deux plantes et de leurs 

combinaisons avec la Gentamicine sur les bactéries multi-résistantes d’origine 

alimentaire, les données obtenues montrent que les souches bactériennes : Salmonella 

typhimurium, Salmonella nigeria et Salmonella oranienburg sont résistantes à la 

Gentamicine seule. Mais les associations fractions dichlorométhane-Gentamicine d’une 

part et fractions acétate d’éthyle-Gentamicine d’autre part présentent une meilleure 

activité antibactérienne. 
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Certaines souches bactériennes présentent une résistance à la gentamicine, pouvant 

intervenir par le biais d’un ensemble de mécanismes non exclusifs (mutation de la cible 

de l’antibiotique, modification de l’antibiotique et réduction de la perméabilité 

membranaire). Cela constitue un handicap pour le traitement des maladies. Cette partie 

de l’étude démontre l’intérêt du recours à une association synergique. Ces deux plantes 

présentent une activité antibactérienne, pouvant effectivement justifier leurs utilisations 

traditionnelles dans le traitement de maladies gastro-entériques. 

Les deux espèces sont donc riches en métabolites secondaires, notamment les 

composés phénoliques qui peuvent être extraits pour lutter contre les bactéries 

responsables des toxi-infections alimentaires. Le présent travail devra cependant être 

poursuivi en vue de purifier et caractériser les composés phénoliques responsables des 

activités biologiques. 
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ABSTRACT  

Objective: This research was designed to evaluate the polyphenolic content, antibacterial potency and antioxidant activity of extract and fractions 
from Laggera aurita L. (Asteraceae), a medicinal herbaceous from Burkina Faso.  

Methods: Folin ciocalteu and AlCl3 methods respectively were used for polyphenol contents. The antioxidant activities of the samples were 
evaluated by various in vitro assays like ferrous reducing antioxidant assay (FRAP), Total reducing power, 2, 2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
scavenging and ABTS radical cation decolorization assays. In vitro antibacterial capacity of bioactive fractions were investigated by agar disc 
diffusion, micro-well dilution (MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC) assay and at least the effect of the best bioactive fraction (EAF) 
from Laggera aurita L. (Asteraceae) and in combination with gentamycin against food bacterial strains multi-resistants was evaluated.  

Results: Estimation of Total phenolic and flavonoids contents revealed that EAF and DCMF have the highest phenolic and flavonoid contents 
62.12±0.68mgGAE and 10.56±0.29mgQE respectively. These results indicated that most of the bioactive fractions from Laggera aurita L. were able 
to inhibit Gram-positive bacteria as compared to Gram-negative bacteria. Among the samples tested for antioxidant activities, EAE and DCMF have 
the highest activities compared to other fractions.  

Conclusion: These findings suggested that Laggera aurita L. is not only an important source for antibacterial component, but also a potential source 
of antioxidants. So, these results may be useful in explaining the medicinal applications of Laggera aurita L.  

Keywords: Laggera aurita L., Bioactive fractions, Polyphenol compounds, Antioxidant and Antimicrobial propertries. 

 

INTRODUCTION 

The use of plants in the management and treatment of diseases stared 
with life. It has been observed that many plants do indeed have 
medicinal value and extracts from these plants have been used to make 
modern drugs [1]. According to WHO, more than 80% of the world’s 
population relies on plant based herbal medicines for their primary 
health care needs[2]. Also, Plants contain phytochemicals with various 
bioactivities, including, antioxidant, anti-inflammatory and anticancer 
activities. Currently, about 25% of the active component was identified 
from plants that are used as prescribed medicines [3]. 

In effect, indigenous plants are reservoirs of various metabolites and 
provide unlimited source of important chemicals that have diverse 
biological properties. In recent years, there is an increase in drug 
resistant strains of human pathogenic bacteria all over the world. One 
way to prevent antibiotic resistance of pathogen species is to use new 
compounds that are not based on existing synthetic antimicrobial agents 
[4]. Systematic screening of plants may result in the discovery of novel 
effective compounds which would tackle the problem of drug resistance. 

The overproduction of reactive oxygen species like hydroxyl radical, 
superoxide anion radical, hydrogen peroxide radical can contribute to 
oxidative stress [5]. Oxidative damage of proteins, DNA and lipid is 
associated with chronic degenerative diseases including diabetes, 
hypertension, coronary heart disease, cancer etc [6]. Most of the 
reactive oxygen species are scavenged by endogenous defense 
systems. But these systems may not be completely efficient requiring 
them to depend on exogenous antioxidants from natural sources. 
Presently, there has been an amplified interest worldwide to identify 
antioxidant compounds which are pharmacologically effective or have 
low or no side effects for use in preventive medicine and the food 
industry 

Laggera aurita L. belongs to the family of Asteraceae is an annual 
herbacerous which found growing as weeds in Nigeria and spread 
throughout the sub-Saharan Africa [9]. In Burkina Faso, 
ethnobotanical investigations in the central region of Burkina Faso 
have shown that this Lamiaceae is used frequently and widely in 
traditional medicine to treat various kinds of diseases such as 
malaria, fever, pain, stomatitis, asmatic, bronchitis and nasal 
congestion and has also antibacterial activity

[7]. Generally antioxidants have been identified as major 
health beneficial compounds reported from varieties of medicinal 
plants and are sources for alternative medicine [8]. 

 

MATERIALS AND METHODS 

[10]. Although this 
specie has been reported to be of significant ethnomedicinal use in 
Asia country like China, there is little or no ethno-use reported in 
Africa, except in Cameroon where it has been reported for use in 
cereal grains preservation and in Nigeria as remedy for pediatric 
malaria [11, 12]. The Asian researchers have also done a lot of work 
and have reported various bioactive properties of these plants [12]. 
Anti-inflammatory, antiviral, antibacterial and hepatoprotective 
properties have been reported in literature [13, 14, 15]. 
Phytochemical analysis showed the presence of a number of 
sesquiterpenoids, monoterpenoids and some flavonoids with some 
bioactivity have been isolated[16, 17]. However, no report has been 
made on the possible correlation study between polyphenol 
compounds, free radical scavenging capacity and antibacterial of 
extracts from Laggera aurita L. (Asteraceae). Considering the above, 
this work was aimed at studying the possible correlation study 
between polyphenol compounds, free radical scavenging capacity 
and antibacterial of extracts from Laggera aurita L. (Asteraceae). 

Materials 

Chemicals and reagents 

The Folin-ciocalteu reagent, NaH2PO4, Na2HPO4, sodium carbonate, 
aluminium trichloride, gallic acid and quercetin were purchased 
from Sigma-aldrich chemie, Steinheim, Germany. 
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2,2-diphenylpicrylhydrazyl (DPPH), trichloroacetic acid, and 
solvents used were from Fluka Chemie, Switzerland. Potassium 
hexacyanoferrate [K3Fe(CN)6] was from Prolabo and ascorbic acid 
was from Labosi, Paris, France. All chemicals used were of analytical 
grade. Authentic standard, such as Gentamycin (25 μg) was 
purchased from Alkom Laboratories LTD. INT (p-
iodonitrotetrazolium chloride) was purchased from sigma-Aldrich 
chemie (Steinheim, Germany). 

Plant materials 

Laggera aurita L. (Astereceae) was collected in September 2011 in 
Gampela, 25 Km east of Ouagadougou, capital of Burkina Faso. 

Bacterial strains and antibiotics 

The 
plant was identified in the Laboratory of Biology and Ecology, 
University of Ouagadougou, where a voucher specimen was deposited.  

Ten references of food bacterial strains (Gram-positive and Gram-
negative) were tested: Kd = Bacillus cereus MADM 1561, Bc = Bacillus 
cereus MADM 1291, Lm1= Listeria monocytogenes 057, Lm 2 = Listeria 
monocytogenes Scott A, S. inf = Salmonelle infantis SKN 557, S.oro = 
Salmonella oranienburg SKN 1157, S.nig= Salmonella Nigeria SKN 
1160, S.typ= Salmonella typhimurium SKN 533, Ec = Escherichia coli 81 
nr. 148 SKN 541, Ye = Yersinia enterocolitica 6A28 SKN 599. All 
bacterial strains come from Culture Collection of Department of Food 
Science, Food Microbiology in Copenhagen University, Denmark [18]. 

Methods 

Preparation of extract 

The collected plants materials were dried at room temperature and 
crushed into a fine powder. Fifty grams (50g) of powdered plant 
material were extracted with 80% aqueous ethanol (500 ml) in ratio 
1/10 (w/v) for 24 h under mechanic agitation (SM 25 shaker, 
Edmund BÜHLER, Germany) at room temperature. After filtration, 
ethanol was removed under reduced pressure in a rotary evaporator 
(BÜCHI, Rotavopor R-200, Switzeland) at approximatively 40°C and 
freeze-dried by Telstar Cryodos 50 freeze-dryer. These ones were 
filtered and freeze-dried. The extract residues were weighed before 
packed in waterproof plastic flasks and stored at 4°C until use. The 
yields of different crude extract were calculated and expressed as 
grams of extract residues/100 g of dried plant materials. 

Fractionation  

Fifty grams (50g) of powdered plant material were extracted with 80% 
aqueous ethanol (500 ml) in 1/10 ratio (w/v) for 24 h under mechanic 
agitation (SM 25 shaker, Edmund BÜHLER, Germany) at room 
temperature. After filtration, ethanol was removed under reduced 
pressure in a rotary evaporator (BÜCHI, Rotavopor R-200, Switzeland) 
at approximately 40°C. The aqueous extracts were subjected to 
sequential liquid-liquid extraction with oil ether, dichloromethane, ethyl 
acetate and n-butanol. Each fraction was then collected and concentrated 
to dryness under reduced pressure to obtain oil ether fraction (OEF), 
dichloromethane fraction (DCMF), ethyl acetate fraction (EAF) and n-
butanol fraction (n-BF). The different fractions were freeze-dried by 
Telstar Cryodos 50 freeze-dryer. The fraction residues were packed in 
waterproof plastic flasks and stored at 4°C until use. 

Polyphenols determination of extract and fractions from 
Laggera aurita L. (Astereceae) 

Total phenolic content 

Total polyphenols were determined by Folin-Ciocalteu method as 
described by [19]. Aliquots (125 µl) of solution from extract or each 
fraction in methanol (10 mg/ml) were mixed with 625 µl Folin-
Ciocalteu reagent (0.2 N). After 5 min, 500 µl of aqueous Na2CO3 (75 
g/l) were added and the mixture was vortexed. After 2 h of 
incubation in the dark at room temperature, the absorbencies were 
measured at 760 nm against a blank (0.5 ml Folin-Ciocalteu reagent 
+ 1 ml Na2CO3) on a UV/visible light spectrophotometer (CECIL CE 
2041, CECIL Instruments, England). The experiments were carried 
out in triplicate. A standard calibration curve was plotted using gallic 
acid (Y= 0.0289x-0.0036; R2 

Total flavonoid content 

= 0.9998).The results were expressed as 
mg of gallic acid equivalents (GAE)/100 mg of extract or fractions. 

The total flavonoids were estimated according to the Dowd method 
as adapted by [19]. 0.5 ml of methanolic AlCl3 (2%, w/v) were mixed 
with 0.5 ml of extract or each fraction solution (0.1 mg/ml). After 10 
min, the absorbencies were measured at 415 nm against a blank 
(mixture of 0.5 ml extract solutions and 0.5 ml methanol) on a 
UV/visible light spectrophotometer (CECIL CE 2041, CECIL 
Instruments, England) and compared to a quercetin calibration 
curve (Y= 0.0289x-0.0036; R2 

In vitro antioxidant activity of extract and fractions from 
Laggera aurita L. (Astereceae) 

= 0.9998). The data obtained were the 
means of three determinations. The amounts of flavonoids in plant 
extracts were expressed as mg of quercetin equivalents (QE)/100 
mg of extract or fractions. 

DPPH radical method 

Radical scavenging activity of extract or each fraction against stable 
DPPH (2, 2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl, Fluka) was determined with 
a UV/visible light spectrophotometer (CECIL CE 2041, CECIL 
Instruments, England) at 517 nm as described by [19]. Extract 
solutions were prepared by dissolving 10 mg of dry extract in 10 ml 
of methanol. The samples were homogenized in an ultrasonic bath. 
0.5 ml of aliquots which were prepared at different concentrations 
from each sample of extract was mixed with 1 ml of methanolic 
DPPH solution (20 mg/ml). After 15 min in the dark at room 
temperature, the decrease in absorption was measured. All 
experiments were performed in triplicate and expressed in mmol 
Ascorbic Acid Equivalent per g of extract or fraction (Y= -
16.815x+6.8373; R2 

ABTS radical cation decolorization assay 

=0.9976). Quercetin was used as positive 
control. 

For ABTS radical cation decolorization assay, the procedure 
followed the method of [19]. ABTS was dissolved in water to a 7mM 
concentration. ABTS radical cation (ABTS·+) was produced by 
reacting ABTS stock solution with 2.45mM potassium persulfate 
(final concentration) and allowing the mixture to stand in the dark at 
room temperature for 12 h before use. This mixture was diluted 
with ethanol to give an absorbency of 0.7 ± 0.02 units at 734 nm 
using a UV/visible light spectrophotometer (CECIL CE 2041, CECIL 
Instruments, England). For our study, we used 10 µL of the diluted 
sample (1 mgmL-1 in methanol) which was allowed to react with 990 
µL of fresh ABTS·+ solution and the absorbance was taken 6 min 
exactly after initial mixing. Ascorbic acid was used as standard (Y= -
0.0342x+0.634; R2 

Iron (III) to iron (II) reduction activity (FRAP) 

= 0.9996) and the capacity of free radical 
scavenging was expressed as mmol Ascorbic Acid Equivalent per g of 
extract or fraction. Quercetin, a reference compound was used as 
positive control. 

The FRAP assay was performed according to [20]. 0.5 mL of extract 
or each fraction (1 mgmL-1) was mixed with 1.25 mL of phosphate 
buffer (0.2M, pH 6.6) and 1.25 mL of aqueous potassium 
hexacyanoferrate [K3Fe(CN)6] solution (1%). After 30 min 
incubation at 50°C, 1.25 mL of trichloroacetic acid (10%) was added 
and the mixture was centrifuged at 2000 × g for 10 min. Then, the 
upper layer solution (0.625 mL) was mixed with distilled water 
(0.625mL) and a freshly prepared FeCl3 solution (0.125mL, 0.1%). 
Absorbencies were read at 700 nm on a UV/visible light 
spectrophotometer (CECIL CE 2041, CECIL Instruments, England) 
and Ascorbic acid was used to produce the calibration curve (Y= 
0.008x-0.0081; R2 

In vitro antibacterial activity of the bioactive fractions (DCMF 
and EAF) from Laggera aurita L. (Astereceae) 

= 0.9999). The iron (III) reducing activity 
determination was performed in triplicate and expressed in mmol 
Ascorbic Acid Equivalent per g of extract or fractions. Troloc, a 
reference compound was used as positive control. 

Preparation of inocula 

The susceptibility tests were performed by Mueller Hinton agar-well 
diffusion method [21]. The bacterial strains grown on nutrient agar 
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at 37 °C for 18 h were suspended in a saline solution (0.9 %, w/v) 
NaCl and adjusted to a turbidity of 0.5 Mac Farland standard (108 
CFU/ml). To obtain the inocula, these suspensions were diluted 100 
times in Muller Hinton broth to give 106

Preparation of discs 

 colony forming units 
(CFU)/ml. 

The stock solutions of extract or each fraction were dissolved in 10 
% dimethylsulfoxide (DMSO) in water at a final concentration of 10 
mg/ml. The stock solutions of extracts were sterilized by filtration 
through 0.22 μm sterilizing Millipore express filter. The sterile discs 
(6 mm) were impregnated with 10 μL of the sterile solution of 
extract or each fraction. Negative controls were prepared using discs 
impregnated with 10 % DMSO in water and commercially available 
antibiotic diffusion discs (gentamycin 25 μg from Alkom 
Laboratories LTD) were used as positive reference standards for all 
bacterial strains [21]. 

Disc-diffusion assay 

Petri plates (9 cm) were prepared with 20 ml of a base layer of molten 
Mueller Hinton agar (DIFCO, Becton Dickinson, USA). Each Petri plate 
was inoculated with 15 μl of each bacterial suspension (106

Minimum inhibitory concentration (MIC)  

 CFU/ml). 
After drying in a sterile hood, 6 mm diameter discs soaked with 10 μl 
of the different extract solution dilutions were placed on the agar. 
Discs containing gentamycin (25 μg) were used as positive controls 
and 10 % DMSO was used as a negative control. The plates were 
incubated for 24 h at 37 °C. The diameters of the inhibition zones were 
evaluated in millimeters. The extract inducing inhibition zone ≥ 3 mm 
around disc were considered as antibacterial. All tests were performed 
in triplicate and the bacterial activity was expressed as the mean of 
inhibition diameters (mm) produced [21]. 

Minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by the 
microdilution method in culture broth as recommended by 

Minimal bactericidal concentration (MBC)  

[21, 22]. 
Eight serial two-fold dilutions of extracts or conventional antibiotic 
(gentamycin) were prepared as described before, to obtain final 
concentration range of 1000 µg/ml to 15.625 µg/ml. The last wells 
(n°8) served as sterility controls (contained broth only) or negative 
control (broth + inoculums). The 96-well micro-plates (NUNC, 
Danemark) containing 100 μL of Mueller Hinton (MH) broth were 
used. For each bacteria strain, three columns of eight wells to the 
micro-plate were used. Each well has getting: the culture medium + 
extracts or gentamycin + inoculum (10 μl of inocula) and INT (50 μl; 
0.2 mg/ml for 30 min). The plates were covered and incubated at 
37°C for 24 h. All tests were performed in triplicate and the bacterial 
activity was expressed as the mean of inhibitions produced. Viable 
microorganisms reduced the yellow dye to a pink colour. The MIC 
was defined as the lowest concentration of substance of extracts at 
which no colony was observed after incubation. So, the MIC was 
defined as the lowest concentration where no change was observed, 
indicating no growth of microorganism.  

Minimum bactericidal concentration (MBC) was recorded as a 
lowest extract concentration killing 99.9% of the bacterial inocula 
after 24 h incubation at 37°C. Each experiment was repeated at least 
three times. MBC values were determined by removing 100 μl of 
bacterial suspension from subculture demonstrating no visible 
growth and inoculating nutrient agar plates. Plates were incubated 
at 37°C for a total period of 24 h. The MBC is determined with the 
wells whose the concentrations are ≥ MIC [21, 23]. The MBC were 
determined in Mueller Hinton (MH) agar (DIFCO, Becton Dickinson, 
USA) medium. 

Evaluation of bactericidal and bacteriostatic capacity 

The action of an antibacterial on the bacterial strains can be 
characterized with two parameters such as Minimum inhibitory 
concentration (MIC) and Minimum bactericidal concentration 
(MBC). According to the ratio MBC/MIC, we appreciated 
antibacterial activity. If the ratio MBC/MIC = 1 or 2, the effect was 
considered as bactericidal but if the ratio MBC/MIC = 4 or 16, the 
effect was defined as bacteriostatic 

Evaluation of the fractional inhibitory concentration index of 
the best bioactive fraction (ethyl acetate rich-flavonoid 
fractions) in combination with gentamycin against food 
bacterial strains multi-resistants 

[23]. 

The Muller Hinton agar dilution method was used to evaluate the 
Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) of flavonoid-rich 
fractions from Laggera aurita L. (Astereceae) and the tested anti-
microbial standards as reported earlier [21, 22]. Eight serial two-
fold dilutions of flavonoid-rich fractions were prepared as described 
before, to obtain final concentration range of 1000 µg/ml to 15.625 
μg/ml. A series of two-fold serial dilutions of gentamycin was also 
prepared in the same conditions as flavonoid-rich fractions. In this 
way, all antibacterial standards dilutions were mixed with the 
appropriate concentration of flavonoid-rich fractions thus obtaining 
a series of the combinations of conventional antibiotics and 
flavonoid-rich fractions. The concentrations prepared corresponded 
to 1;1/2; 1/4; 1/8; 1/16; 1/32; 1/64; of MIC values. The 96-well 
micro-plate (NUNC, Danemark) containing 100μL of Mueller Hinton 
(MH) broth were used. For each bacteria strain, three columns of 
eight wells to the micro-plate were used. Each well has getting: the 
culture medium + combination of flavonoid-rich fractions with 
gentamycin + inoculum (10 μl of inocula) and INT (50 μl; 0.2 mg/ml 
for 30 min). The plates were covered and incubated at 37 °C for 24 h. 
All tests were performed in triplicate and the bacterial activity was 
expressed as the mean of inhibitions produced. Viable 
microorganisms reduced the yellow dye to a pink colour. Inhibition 
of bacterial growth was judged by rose or yellow colour. The 
analysis of the combination of flavonoid-rich fractions and 
gentamycin was obtained by calculating the Fractional Inhibitory 
Concentration Index (FICI) as follows: FICI = (MIC of the 
combination of flavonoid-rich fractions with gentamycin /MICa 
alone) + (MIC of the combination of flavonoid-rich fractions with 
gentamycin /MICb alone), where MICa (Minimal Inhibitory 
Concentration of flavonoid-rich fractions from Laggera aurita L. and 
MICb (Minimal Inhibitory Concentration of gentamycin). The FICI 
was interpreted as follows: (1) a synergistic effect when FICI ≤ 0.5; 
(2) an additive or indifferent effect when FICI >0.5 and <1 and (3) an 
antagonistic effect when FICI >1. This study was carried out 
following [24]. 

Statistical analysis 

The data were expressed as Mean±Standard deviation (SD) of three 
determinations. Statistical analysis (ANOVA with a statistical 
significance level set at p<0.05 and linear regression) was carried 
out with XLSTAT 7.1. 

RESULTS 

Polyphenol content 

The total phenolics content per 100 mg of laggera aurita L. extract 
and fractions ranged from 62.12±0.68mgGAE to 9.07±0.17mgGAE. 
The highest content of total phenolics was detected in EAF with 
62.12±0.68mgGAE following by DCMF with 23.67±0.05mgGAE. The 
lowest total phenolics were obtained in OEF with respectively 
9.07±0.17mgGAE.  

The total flavonoids content per 100 mg of Laggera aurita L. extract 
and fractions ranged from 10.56±0.29mgQE to 1.28±0.20mgQE. The 
highest content of total flavonoids in Laggera aurita L. was detected in 
DCMF with 10.56±0.29mgQE following by EAF with 10.12±0.06mgQE. 
The lowest total flavonoids were obtained in OEF with respectively 
1.28±0.14mgQE. The results are recorded in the (Figure 1) 

Antioxidant activity 

The measures of antioxidant activity were obtained using three 
described methods. Results are consigned in the (Figure 2). The 
reduction capacity of DPPH radicals was determined by the decrease 
of the absorbance induced by antioxidant at 517 nm, which is 
induced by antioxidant. The values of different concentrations 
varied respectively from (9.472 ± 0.1941 mmoL AAE/g extract to 
4.907± 0.0587 mmoL AAE/g extract). From these result, the 
strongest DPPH activity was obtained by EAF with 9.472 ± 0.1941 
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mmol AAE/g extract followed by DCMF with 9.347± 0.0602 mmoL 
AAE/g extract. The lowest activity was obtained by OEF with 4.907± 
0.0587 mmoL AAE/g extract. Control compound gave 13.76±0.26 
mmoL AAE/g extract for Quercetin.  

For ABTS assay, the following were values obtained respectively 
0.78±0.083 mmoL AAE/g extract for EHA, 0.58±0.04 mmoL AAE/g 
extract for OEF, 2.03± 0.308 mmoL AAE/g extract for DCMF, 
2.9±0.003mgAGE/100mg extracts for EAF and 1.85±1.43 GAE/100 
mg extract for BF. From these result, the strongest ABTS activity was 
obtained by EAF with 2.9±0.003 mmoL AAE/g extract followed by 
DCMF with 2.03±0.308 mmoL AAE/g extract. The lowest activity 
was obtained by OEF with 0.58± 0.04mg GAE/100 mg extract. The 
reference compound is Quercetin 7.81 ± 0.21 mmol AAE/g extract. 

For FRAP radical cation decolorization assay, the different values 
were respectively, 1.22± 0.057 mmoL AAE/g extract for EHA, 
1.73±0.026 mmoL AAE/g extract for OEF, 5.99±0.029 
mgGAE/100mg extracts for DCM, 3.72±0.182 mgGAE/100mg 
extracts for EAF, 3.39± 0.108 mg GAE/100 mg extract for BF. From 
these result, the strongest FRAP activity was obtained by DCMF with 
5.99± 0.029 mmoL AAE/g extract followed by EAF with 3.72±0.182 
mgGAE/100mg extracts. The lowest activity was obtained by OEF 
with 0.67± 0.06mg GAE/100 mg extract. Control compound gave 
7.46±3.38 mmoL AAE/g extract for Trolox. 

Antibacterial capacity 

In this present study, ten bacteria strain (Gram-negative and Gram-
positive bacteria) were used. The antibacterial assays were 
performed by the broth micro dilution methods; so that they could 
be qualified and quantified by inhibition zone diameters, MIC and 
MBC and Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI). One 
noticed that the susceptibility of the bacteria to the polyphenol 
compounds alone and in combination with conventional antibiotic 
(gentamycin) varied according to microorganism. As for the micro-
well dilution assay (MIC) and Minimum bactericidal concentration 
(MBC) of polyphenol compounds alone and in combination, result 
varied according to the microorganism (Table 1 and Table 2). The 
MIC values were ranged from 500 µg/ml to 31.25 μg/ml and for the 
MBC values were ranged from ˃1000 µg/ml to 62.5 μg/ml. The 
bactericidal and bacteriostatic effect of polyphenol compounds alone 
and their combination with conventional antibiotics was determined 
using the ratio MBC/MIC (Table 3). At last, with regard to FICI, our 
results indicate synergistic and additive effects between polyphenol 
compounds (flavonoid-rich fractions) and the conventional 
antibacterial (Table 4). One noticed that ethyl acetate fraction 
presented the best antibacterial activity than gentamycin.  

DISCUSSION 

Medicinal plants are an important source of antioxidants [25] and 
natural antioxidants increase the antioxidant capacity of the plasma 
and reduce the risk of certain diseases such as cancer, heart diseases 
and stroke [26]. The secondary metabolites like phenolics and 
flavonoids from plants have been reported to be potent free radical 
scavengers. They are found in all parts of plants such as leaves, fruits, 
seeds, roots ad bark [27]. There are many synthetic antioxidants in 
use. It is reported, however, they have several side effects, such risk of 
liver damage and carcinogenesis 

The phytochemical screening revealed in this research the presence 
of polyphenol content, steroids and triterpenes. The presence of the 
metabolites in our extracts has already been reported by [10]. The 
results showed that EAF following DCMF presented the highest 
amount of polyphenol content than the other fractions. The 
abundance of these fractions in polyphenols may explain the 
traditionally use of this Asteraceae in the treatment of bacterial 
infections. Because polyphenols are important antibacterial activity 
[29]. The abundance of two fraction extracts in polyphenol content 
should also explained antioxidant activity results. In effect, it is well 
known that, total phenolics constitute one of the major groups of 
compounds antioxidants [30]. Also, Phenols are very important 

plant constituents because of their scavenging ability due to their 
hydroxyl groups. The phenolic compounds may contribute directly 
to antioxidative action [31]. It is known that polyphenolic 
compounds have inhibitory effects on mutagenesis and 
carcinogenesis in humans when ingested up to 1 g daily from a diet 
rich in fruits and vegetables [32]. Phenolic compounds from plants 
are known to be good natural antioxidants. The interests of 
phenolics are increasing in the food industry because they retard 
oxidative degradation of lipids and thereby improve the quality and 
nutritional value of food [33]. 

About the antioxidants properties, three methods were used for a 
best appreciation of our results; because a recent study 
demonstrates that there are differences between the test systems for 
the determination of the antioxidants properties [34, 35]. As a 
matter of fact, it is interesting to evaluate at last two or more 
methods. Analysis of our results shows a relationship between 
polyphenol content and antioxidants properties as [36, 37, 38] 
showed linear. These findings are in accordance with the earlier 
reports on total phenolic and antioxidant activity in relationship 
extracts [39].  

Moreover, plants have been model source of medicines as they are a 
reservoir of chemical agents with therapeutic properties. They 
provide a good source of anti-infective agents, for example emetine, 
quinine and berberine which still remain to be highly effective 
instruments in the fight against microbial infections. Various 
publications have documented the antimicrobial activity of plant 
extracts [40, 41, 42]. The results obtained in this study indicate a 
considerable difference in antibacterial activity with extracts. The 
bacteriostatic and bactericidal activity could be ascribed to the 
presence of polyphenolic compounds. In effect, some previous 
studies showed that polyphenolic compounds cause inhibition of a 
wide range of microorganisms. Phenol is well known as a chemical 
antiseptic

[28]. There is a need for more 
effective, less toxic and cost effective antioxidants. Medicinal plants 
appear to have these desired comparative advantages, hence the 
growing interest in natural antioxidants from plants. 

 [43]. In addition, Phenolic and terpenic antimicrobial 
activities are well documented [44]. Polyphenols, such as tannins and 
flavonoids, are important antibacterial activity [45]. The antimicrobial 
activity of flavonoids is due to their ability to complex with 
extracellular and soluble protein and to complex with bacterial cell 
wall while that of tannins may be related to their ability to inactivate 
microbial adhesions, enzymes and cell envelop proteins [46]. 

The results indicated that most of the extracts were able to inhibit 
Gram-positive bacteria as compared to Gram-negative bacteria. This 
is further confirmed by the previous studies by [47, 48] that describe 
the high sensibility of Gram-positive bacteria towards plant extracts 
and their component. Certain authors as [49] reported that Gram-
negative bacteria are more resistant to the plant-based organic 
extracts because the hydrophilic cell wall structure of Gram-negative is 
constituted essentially of a lipopolysaccaharide (LPS) that blocks the 
penetration of hydrophobic oil and avoids the accumulation of organic 
extracts in target cell membrane 

One notice that extracts are more sensible on certain bacteria strains 
than standard drug (gentamycin). According a study

[50]. This is the reason why Gram 
positive bacteria were found to be more sensitive to various extracts.  

 [51], a probable 
degree of lipophilicity might be responsible for the extracts being 
higher in activity than standard drugs used lipophilicity toxicity is 
due to the interactions with the membrane constituents and their 
arrangement. Considering the above, Gram-positive bacteria should 
be more susceptible since they have only an outer peptidoclycans 
layer which is not an effective permeability barrier as reported by 

[52]. But in this study, we found contradicting results. Bacillus cereus 
some Gram-positive has developed resistance to the β-lactam 
antibiotics due to the production of chromosomal or plasmid 
mediated β-lactamases or by producing penicillin binding proteins 
(PBPs). All the Staphylococcus aureus strains have from PBPs (PBP1 
to PBP4), but MRSA express a special PBP (PBP2 or PBP2a) from the 
mec A gene PBP2a takes over the biosynthetic function of normal 
PBPs in the presence of inhibitory concentration of β-lactams 
because PBP2 has a decreased binding affinity to β-lactams [53]. 
This has resulted in the development of multidrug resistance against 
β-lactam and other antibiotics. In addition, the polysaccharide 
capsular material in some of the pathogenic microorganism is 
responsible for virulence and antimicrobial resistance [54].



 

 

Table 1: Minimum Inhibitory Concentration (µg/ml) of bioactive fractions (DCMF and EAF) from Laggera aurita L 

 LM2 S.typ S.oro S.inf S.nig 
Gen 500 250 250 500 500 
DCMF alone 250 125 125 250 250 
EAF alone 250 125 125 125 125 
DCMF + Gen 125 62.5 62.5 62.5 125 
EAF + Gen 125 31.25 31.25 62.5 62.5 

The results are the means of number of the colonies ± standard deviations. 

 

Table 2: Minimum bactericidal Concentration (µg/ml) of bioactive fractions (DCMF and EAF) from Laggera aurita L 

 LM2 S.typ S.oro S.inf S.nig 
DCMF alone ˃1000 500 500 1000 ˃1000 
EAF alone 1000 500 500 500 500 
DCMF + Gen 500 125 125 250 500 
EAF + Gen 250 62.5 62.5 125 125 

The results are the means of number of the colonies ± standard deviations. 

 

Table 3: Bacteriocidal/Bacteriostatic capacity of bioactive fractions (DCMF and EAF) from Laggera aurita L 

 LM2 S.typ S.oro S.inf S.nig 
DCMF alone - - - - - 
EAF alone - - - - - 
DCMF + Gen - + + - - 
EAF + Gen + + + + + 

The results are the means of number of the colonies ± standard deviations., +: bactericidal effect (MBC/MIC = 1 or 2) –: bacteriostatic effect 
(MBC/MIC = 4 or 16). 

 

Table 4: Fractional Inhibitory Concentration index (FICI) of the best bioactive fraction (flavonoid-rich fractions) in combination with 
gentamycin against Food Bacterial strains Multi-resistants. 

 LM2 S.typ S.oro S. inf S.nig 
FICa 0.50 0.250 0.250 0.50 0.50 
FICb 0.250 0.125 0.125 0.125 0.125 
FICI 0.750 0.375 0.375 0.625 0.625 
Effect Addi Syner Syner Addi Addi 

FICa = MIC of the combination/MICa alone; FICb = MIC of the combination/MICb alone  and FICI = FICa + FICb, a = Flavonid-rich fractions; b = 
gentamycin. The FICI was interpreted as follows: (1) a synergistic effect when FICI ≤0.5; (2) an additive effect wh en FICI >0.5 and <1 and (3) an 
antagonistic effect when FICI >1. Syner = Synertistic, Addi= Additive, Gen = gentamycin 

 

 

Fig. 1: Polyphenol content of extract and fractions from Laggera aurita L. 

AEE Lag: Aqueous ethanolic extract of Laggera aurita, OEE Lag: Oil ether extract of Laggera aurita, DCMF Lag: Dchloromethane fraction of Laggera 
aurita, EAF Lag: ethyl acetate fraction of Laggera aurita, BF Lag: buthanolic fraction of Laggera aurita. 
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Fig. 2: Antioxidant activity of extract and fractions from Laggera aurita L. 

AEE Lag: Aqueous ethanolic extract of Laggera aurita, OEE Lag: Oil ether extract of Laggera aurita, DCMF Lag: Dchloromethane fraction of Laggera 
aurita, EAF Lag: ethyl acetate fraction of Laggera aurita, BF Lag: buthanolic fraction of Laggera aurita. 

 

 

Fig. 3: 
 

Inhibition Zone Diameters (mm) of extract and fractions from Laggera aurita L. and conventional antibiotics (Penicillin and gentamycin). 

CONCLUSION 

This study on this Asteraceae confirms that Laggera aurita L. is a 
good candidate for antibacterial and antioxidant uses. Thus, which 
many explain the traditional basis of using this herbaceous in the 
treatment of various bacterial infections in Burkina Faso. Further 
pharmacological investigations are required to identify the active 
constituents of the plant extracts responsible for the antioxidant and 
antibacterial effects. 
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ABSTRACT 

Ocimum americanum L. (Lamiaceae) is among herbal flora of Burkina 

Faso used traditionally in the treatment of infectious diseases, fever 

and pain. Bioactive compounds were screened from this plant. 

Antibacterial properties of several fractions of this plant were 

determined. In addition, the antioxidant potential of the extracts was 

evaluated using three separate assays. Among five separate fractions, it 

appeared that ethyl acetate fraction (EAF) and dichloromethane 

fraction (DCMF) had the highest content of total phenolics. Levels of 

total phenolic compounds and flavonoids in EAF were 63.81±0.12 mg 

GAE and 10.72±0.06 mg QE, respectively. In correlation to levels of 

phenolic compounds, EAF presented the best antioxidant activity. The 

antibacterial activity of the tested fractions was correlated with their 

phenolic constituents. The EAF fraction had higher antibacterial  

activity than gentamicin. The fractions exhibited higher antibacterial. 
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activity against Gram positive bacteria such as B. cereus than Gram negative one such as E. 

coli. The EAF fraction displayed the best antimicrobial activities and presented synergistic or 

additive effect with gentamicin. Specific extraction and fractionation of O. americanum 

leaves yielded useful drug against gastro-enteritis pathologies caused by Gram-negative 

bacteria.  

 

KEYWORDS: Polyphenols, Antioxidant, antibacterial, Gentamicin, Ocimum americanum. 

 

INTRODUCTION 

Nowadays the degree of infectious diseases and related problems are increasing in Africa 

with severe effects. Nevertheless, herbal plants are an important source of new chemical 

substances with potential therapeutic uses. Several hundred of pure chemical substances 

extracted from higher plants are used in medicine throughout the world.
[1] 

 

The increase interest on plant medicines in today’s world is from the belief that green 

medicine is safe and dependable, compared with costly synthetic drugs that have adverse 

effects.
[2] 

 

Until now, plant materials have remained an important resource for combating illnesses, 

including infectious diseases and many of these plants have been investigated for drugs or 

templates for the development of new therapeutic agents.
[3]

 Screening for medicinal plants 

that are more potent and efficient antibiotic agents have accelerated in recent years. In 

Burkina Faso, most medicinal plants are traditionally used for several purposes. 

 

For instance, in Burkina Faso leaves of Ocimum americanum L. (Lamiaceae) have been used 

as an insecticide for the protection against postharvest insect damage especially that caused 

by bruchid beetles.
[4]

 Ethnobotanical investigations in the central region of Burkina Faso have 

shown that this plant is frequently used in traditional medicine to treat various kinds of 

diseases such as malaria, fever, pain, stomatitis, asmatic, bronchitis, nasal congestion and the 

plant has also antibacterial activity.
[5]

 Phytochemical analysis of the leafy stick of the plant 

has mainly revealed the presence of saponosides, steroids and polyphenol compounds.
[5,6] 

 

It has been established that oxidative stress is among the major causative factors in more than 

hundred diseases such as malaria, acquired immunodeficiency syndrome, heart disease 

stroke, arteriosclerosis, diabetes and cancer.
[7]

 Many studies evidenced that medicinal plants 
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with high content of antioxidants can be effective in prevention of free radical formation by 

scavenging, thus playing an important role in the prevention of these diseases.
[8,9] 

 

Bioactive compounds found in medicinal plants belong to various chemical classes including 

terpenes, alkaloids, coumarins, phenolic compounds, etc. Some of these compounds have anti 

cancer, antioxidant and antimicrobial activities.
[10]

 Thus, there is a permanent need to 

discover new antimicrobial compounds because of the increase in the incidence of new and 

re-emerging infectious diseases and resistance to current antibiotics. Interesting results of 

antibiotics from plant provide the ground for further experimentation on a vast number of 

plants.
[11]

 Previous screening of bioactive compounds was carried out on Ocimum 

americanum L..
[12,13,14]

 However, no study was performed on antioxidant and antibacterial 

activities of its dichloromethane and ethyl acetate rich-phenolic compounds fractions and 

their antimicrobial alone and in combination with reference antibiotics. This novel screening 

may provide a scientific basis for the traditional use of this plant for the cure of gastro-

enteritis.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Chemicals and reagents: Quercetin and iodonitrotetrazolium chloride (INT) were from 

Sigma-aldrich (Germany). 2, 2-diphenylpicrylhydrazyl (DPPH), trichloroacetic acid, ascorbic 

acid were from Fluka (Switzerland). Potassium hexacyanoferrate and phosphate buffer were 

from Prolabo (France). Gentamicin was from Alkom Laboratories LTD. Mueller Hinton agar 

was from DIFCO (USA). All chemicals were of analytical grade. 

 

Plant materials: Ocimum Americana L. (Lamiaceae) was collected in september 2011 in 

Gampela (geographical coordinates: 12° 25' 51" North, 1° 22' 18" West), 25 Km east of 

Ouagadougou, Burkina Faso. The plant was identified in the laboratory of biology and 

ecology, University of Ouagadougou, where a voucher specimen was deposited.  

 

Bacterial strains and antibiotics 

Ten references of food bacterial strains (Gram-positive and Gram-negative) were tested: Kd = 

Bacillus cereus MADM 1561, Bc = Bacillus cereus MADM 1291, Lm1= Listeria 

monocytogenes 057, Lm 2 = Listeria monocytogenes Scott A, S. inf = Salmonelle infantis 

SKN 557, S.oro = Salmonella oranienburg SKN 1157, S.nig= Salmonella nigeria SKN 

1160, S.typ= Salmonella typhimurium SKN 533, Ec = Escherichia coli 81 nr. 148 SKN 541, 
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Ye = Yersinia enterocolitica 6A28 SKN 599. All bacterial strains were obtained from culture 

collection as previously described.
[15] 

 

Fractionation  

Powdered plant materials (50 g) were extracted with 500 ml aqueous ethanol (AEE), 80% 

(v/v) for 24 h under mechanic agitation (SM 25 shaker, Edmund BÜHLER, Germany) at 

room temperature (20-22°C). After filtration, ethanol was removed under reduced pressure in 

a rotary evaporator (BÜCHI, Rotavopor R-200, Switzeland) at 40°C. The aqueous extracts 

were subjected to sequential liquid-liquid extraction with oil ether (OEF), dichloromethane 

(DCMF), ethyl acetate (EAF) and n-butanol (BF). Each fraction was then collected and 

concentrated to dryness under reduced pressure. The different fractions were freeze-dried by 

Telstar Cryodos 50 freeze-dryer. The fraction residues were packed in waterproof plastic 

flasks and stored at -30°C until use.  

 

Qualitative determination of bioactive chemical compounds 

The procedures described by Ciulei
[16]

 were used for the qualitative detection of the following 

chemical compounds: 

-The reaction to FeCl3 for polyphenols,  

-The test of Shibata for flavonoids,  

-The test of Feiggl-Frehden for coumarins,  

-The test of Liebermann/Buchard for the triterpens/steroids, 

-The test of Keller-Kiliani for the cardenolides, 

-The foam test for the saponosides,  

-The test of Dragendorff for alkaloids. 

 

Quantitative determination of polyphenol compounds 

Total phenolic content 

Total phenolic compounds were determined by Folin-Ciocalteu method as previously 

described.
[17]

 Aliquots (125 µl) of solution from extract and each fraction (dichloromethane 

and ethyl acetate fractions) in methanol (10 mg/ml) were mixed with 625 µl Folin-Ciocalteu 

reagent (0.2 N). After 5 min, 500 µl of aqueous Na2CO3 (75 g/l) were added and the mixture 

was vortexed. After 2 h of incubation in the dark at room temperature, the absorbance were 

read at 760 nm against controls on a spectrophotometer (CECIL CE 2041, CECIL 

Instruments, England). All experiments were carried out in triplicate. A standard calibration 

curve plotted using gallic acid yielded the equation: Y= 0.0289x-0.0036; R
2 

= 0.9998, where 
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Y is the absorbance and x the concentration of total phenolics. The results were expressed as 

mg of gallic acid equivalents (GAE)/100 mg of extract or fractions. 

 

Total flavonoid content 

Total flavonoids were determined by Dowd method as previously modified.
[17]

 A standard 

calibration curve plotted using quercetin yielded the equation: Y= 0.0289x-0.0036; R
2 

= 

0.9998, where Y is the absorbance and x the concentration of flavonoids. The data obtained 

were the means of three determinations. The amounts of flavonoids in plant extracts were 

expressed as mg of quercetin equivalents (QE)/100 mg of extract or fractions. 

 

Determination of in vitro antioxidant activity 

DPPH radical method 

Free radical scavenging activity of each fraction (dichloromethane and ethyl acetate 

fractions) was determined by the 2, 2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method
[17] 

using a 

spectrophotometer (CECIL CE 2041, CECIL Instruments, England). Fractions were prepared 

by dissolving 10 mg of dry extract in 10 ml of methanol. The samples were homogenized in 

an ultrasonic bath. 0.5 ml of aliquots which were prepared at different concentrations from 

each sample of fraction was mixed with 1 ml of methanolic DPPH solution (20 mg/ml). After 

15 min in the dark at room temperature, the decrease of absorbance was read at 517 nm. All 

experiments were performed in triplicate. A standard calibration curve plotted using ascorbic 

acid, yielded the equation: Y= -16.815x+6.8373; R
2 

=0.9976, where Y is the absorbance and 

x ascorbic acid equivalent per g of fraction.  

 

ABTS radical cation decolorization assay 

For ABTS radical cation decolorization assay, the procedure was performed as previously 

described.
[17]

 The decrease on absorbance was read at 734 nm. A A standard calibration curve 

plotted using ascorbic acid, yielded the equation: Y= -0.0342x+0.634; R
2 

= 0.9996, where Y 

is the absorbance and x ascorbic acid equivalent per g of fraction.  

 

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 

The FRAP assay was performed as previously described.
[17]

 0.5 mL of each fraction (1 mg/ 

mL) was mixed with 1.25 mL of phosphate buffer (0.2M, pH 6.6) and 1.25 mL of aqueous 

1% (w/v) potassium hexacyanoferrate [K3Fe(CN)6] solution After 30 min incubation at 50°C, 

1.25 mL of 10% (w/v) trichloroacetic acid was added and the mixture was centrifuged at 

2000 g for 10 min. Then, the upper layer solution (0.625 mL) was mixed with 0.625 mL 
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distilled water and a freshly prepared 0.125 mL of 0.1% (w/v) FeCl3 solution Absorbances 

were read at 700 nm on spectrophotometer (CECIL CE 2041, CECIL Instruments, England). 

A standard calibration curve plotted using ascorbic acid, yielded the equation: Y= 0.008x-

0.0081; R
2 

= 0.9999, where Y is the absorbance and x ascorbic acid equivalent per g of 

fraction.  

 

Determination of in vitro antibacterial activity of dichloromethane and ethyl acetate 

fractions 

Preparation of inocula 

The susceptibility tests were performed by Mueller Hinton agar-well diffusion method.
[18]

 

Bacterial strains grown on nutrient agar at 37°C for 18 h were suspended in 0.9 % (w/v) NaCl 

solution and adjusted to a turbidity of 0.5 Mac Farland standard, 10
8
 colony forming units per 

milliliter (CFU/ml). To obtain the inocula, these suspensions were diluted 100 times in 

Muller Hinton broth to give 10
6
 CFU/ml. 

 

Preparation of discs 

The stock solutions of each fraction were dissolved in 10% (v/v) dimethylsulfoxide (DMSO) 

in water at a final concentration of 10 mg/ml.  

 

Stock solutions of fractions were sterilized by filtration through 0.22 μm Millipore 

membrane. Sterile discs (6 mm) were impregnated with 10 μL of the sterile solution of each 

fraction. Negative controls were prepared using discs impregnated with 10% (v/v) DMSO in 

water and positive control prepared using diffusion discs containing gentamicin for all 

bacterial strains.
[18] 

 

Disc-diffusion assay 

Petri plates (9 cm) were prepared with 20 ml of a base layer of molten agar. Each Petri plate 

was inoculated with 15 μl of each bacterial suspension (10
6
 CFU/ml). After drying in a sterile 

hood, 6 mm diameter discs soaked with 10 μl of the different fraction solution dilutions were 

placed on the agar. Discs containing gentamicin (25 μg) were used as positive controls and 

10% DMSO was used as a negative control. The plates were incubated at 37°C, for 24 h. The 

diameters of the inhibition zones were measured in millimeters. The fraction inducing 

inhibition zone higher than 3 mm around disc were considered as antibacterial. All tests were 

performed in triplicate and the bacterial activity was expressed as the mean of inhibition 

diameters.
[18]
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Determination of minimum inhibitory concentration (MIC)  

Minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by the microdilution method in 

culture broth as previously described.
[18,19]

 Eight serial two-fold dilutions of fractions or 

gentamicin were prepared as described before, to obtain final concentration range of 1000 to 

15.625 µg/ml. Microtiter-plates of 96-wells (NUNC, Danemark) containing 100 μL, each of 

Mueller Hinton (MH) broth were used. For each bacteria strain, three columns of eight wells 

were used. Each well contained: culture medium + fractions or gentamicin + inoculum (10 μl 

of inocula) and INT (50 μl; 0.2 mg/ml for 30 min). The plates were covered and incubated at 

37°C for 24 h. All tests were performed in triplicate and the bacterial activity was expressed 

as the mean of observed inhibitions. Viable bacteria reduced the yellow dye to a pink colour. 

The MIC was defined as the lowest concentration of substance of extracts at which no colony 

was observed after incubation. The MIC was defined as the lowest concentration where no 

change was observed, indicating no growth of bacteria.  

 

Determination of minimal bactericidal concentration (MBC)  

Minimum bactericidal concentration (MBC) was recorded as a lowest fraction concentration 

killing 99.9% of the bacterial inocula after 24 h incubation at 37°C. Each experiment was 

repeated at least three times. MBC values were determined by removing 100 μl of bacterial 

suspension from subculture demonstrating no visible growth and inoculating nutrient agar 

plates. Plates were incubated at 37°C for a total period of 24 h. The MBC is determined with 

the wells whose the concentrations are higher than MIC.
[18,19]

 The MBC were determined in 

molten agar medium. 

 

Evaluation of bactericidal and bacteriostatic capacity 

The action of an antibacterial on the bacterial strains was characterized with two parameters 

such as minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration 

(MBC). The ratio MBC/MIC, was used to evaluate antibacterial activity. 

 

If the ratio MBC/MIC = 1 or 2, the effect is considered as bactericidal but if the ratio 

MBC/MIC = 4 or 16, the effect was defined as bacteriostatic.
[18,20] 

 

Evaluation of the fractional inhibitory concentration index (FICI) 

The Muller Hinton agar dilution method was used to evaluate the fractional inhibitory 

concentration index (FICI) of flavonoid-rich fractions and the tested anti-microbial standards 

as reported earlier.
[21]

 Eight serial two-fold dilutions of flavonoid-rich fractions were prepared 
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as described before, to obtain final concentration range of 1000 µg/ml to 15.6 μg/ml. A series 

of two-fold serial dilutions of gentamicin was also prepared in the same conditions as 

flavonoid-rich fractions. In this way, all antibacterial standards dilutions were mixed with the 

appropriate concentration of flavonoid-rich fractions obtaining a series of the combinations of 

conventional antibiotics and flavonoid-rich fractions. The concentrations prepared 

corresponded to 1; 1/2; 1/4; 1/8; 1/16; 1/32; 1/64; of MIC values. The 96-well micro-plate 

(NUNC, Danemark) containing 100 μL of Mueller Hinton (MH) broth was used. For each 

bacteria strain, three columns of eight wells of the micro-plate were used. Each well has 

contained: the culture medium + combination of flavonoid-rich fractions with Gentamicin + 

inoculum (10 μl of inocula) and INT (50 μl; 0.2 mg/ml for 30 min). The plates were covered 

and incubated at 37°C for 24 h. 

 

All tests were performed in triplicate and the bacterial activity was expressed as the mean of 

inhibitions produced. Viable microorganisms reduced the yellow dye to a pink colour. 

Inhibition of bacterial growth was judged by rose or yellow colour. The analysis of the 

combination of flavonoid-rich fractions and gentamicin was obtained by calculating FICI
[20]

  

as follows: FICI = MICa (MIC of the combination of flavonoid-rich fractions with 

Gentamicin /MIC a alone) + MICb (MIC of the combination of flavonoid-rich fractions with 

Gentamicin /MICb alone), where MICa referred to MIC of flavonoid-rich fractions from 

Ocimum americanum and MICb referred to MIC from gentamicin.  

 

The FICI was interpreted as follows: an synergistic effect when FICI ≤ 0.5; an additive or 

indifferent effect when 0.5 <FICI <1 and an antagonistic effect when FICI >1.  

 

Statistical analysis: The data were expressed as mean ± standard deviation (SD) of three 

determinations. Statistical analysis with ANOVA test with a statistical significance level set 

at P<0.05 and linear regression was carried out using XLSTAT 7.1. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Ocimum americanum L., leave fractions were separated as aqueous ethanolic extract (AEE), 

oil ether fraction (OEF), dichloromethane fraction (DCMF), ethyl acetate fraction (EAF) and 

n-butanol fraction (BF). The following chemical groups in the fractions were qualitatively 

detected in the fractions: total phenolics, flavonoids, triterpenes/steroids, coumarins, 

alkaloids, saponosids, and cardenolides and results are indicated in Table 1.  
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It appeared that only EAF and DCMF fractions contained significant levels of phenolic 

compounds. EAF and DCMF fractions were rich in phenol acids and flavonoids, respectively. 

The total phenolics content of per 100 mg of Ocimum americanum L., ranged from 33±0.17 

mg GAE to 63.81±0.12 mg GAE in fractions. The highest content of total phenolics in 

Ocimum americanum was detected in EAF (63.81 mg GAE/100 mg). The lowest total 

phenolics were obtained in OEF 9.33±0.17 mg GAE. The flavonoids content per 100 mg of 

Ocimum americanum L., fractions ranged from 5.56±0.14 to 10.72±0.06 mg QE (Figure 1). 

The highest content of flavonoids in was foundin EAF (10.72±0.06 mg QE/100 mg). In 

accordance with our results, it appears that sufficient amount of phenolic and flavonoid 

contents in different species of Ocimum have been also reported by several autors.
[22,23] 

 

Antioxidant activities monitored using three different methods are displayed (Figure 2). For 

the DPPH method of evaluation of antioxidant activities, the values of different 

concentrations varied from 9.51± 0.06 to 10.26 ± 0.01 mmoL AAE/g of fraction. The 

strongest DPPH activity (10.26± 0.01 mmoL AAE/g) was obtained in the DCMF fraction. 

For the FRAP assay, the antioxidant activities were ranging from 2.36 ± 0.04 to 6.54 ± 0.09 

mmol AAE/g. The strongest FRAP activity was obtained with EAF fraction. For ABTS 

radical cation decolorization assay, the different values were ranging from 1.92 ± 0.05 to 2.9 

± 0.01 mmol AAE/g. The best antioxidant activity using the ABTS assay was in EAF 

fraction. These results confirm those obtained by
[24]

 with EAF fraction Laggera aurita L., 

about antioxidant activity. In contrast to the previous research
 
concerning antioxidant activity 

of O. americanum, our study showed a good antioxidant potential.
[25]

 Comparated to our 

results, these findings showed that the methanolic extract of this herbaceous successively 

presented: 23.8±1.3µmolTE/g (for DPPH), 1.94±0.05µmolTE/g (for ABTS) and 47.9±0.7 

µmol TE/g (for Ferric reducing). 

 

Ten bacteria strains, including Gram-negative and positive-bacteria were used. The 

antibacterial assays were performed by broth micro dilution methods; for both qualitative and 

quantitative assays. Measures of inhibition zone diameters allowed to determine MIC and 

MBC and FICIs and results are indicated in Tables 2 and 3. The susceptibility of the bacteria 

to phenolic compounds alone and in combination with conventional antibiotic (gentamicin) 

varied according to microorganisms. These results are compared with those obtained by.
[21,24]

 

The MIC values were ranging from 500 µg/ml to 31.25 μg/ml and MBC values were ranging 

from 1000 µg/ml to 62.5 μg/ml. The bactericidal and bacteriostatic effect of polyphenol 
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compounds alone and their combination with conventional antibiotics was calculated using 

the ratio MBC/MIC and results are in Table 4. With respect to FICI, results indicate 

synergistic and additive effects between polyphenol compounds (flavonoid-rich fractions) 

and gentamicin. This section is in Table 5. Our findings presented the same conclusions 

obtained by
[19]

 about this section. 

 

According to this previous research, there is a synergistic effect between bioactive 

constituents and the conventional antibacterial
[21,24] 

as reported by the conclusion of this 

research. Combination antibiotic therapy has been studied to promote the effective use of 

antibiotics in increasing in vivo activity of antibiotics, in preventing the spread of drug-

resistant strains, and in minimizing toxicity.
[26,27]

 The synergistic effect of gentamicin results 

in a reduction of the MIC/MBC for all bacteria (Table 4). A recent study about synergistic 

effect conduct by
[20]

, presented the same conclusion as our research. In effect, these results 

indicate a synergistic effect between bioactive constituents and the antimicrobial 

references.
[20]

 Unlike to our results about antibacterial activity, a recent study indicated that 

the ethyl acetate extract showed the lowest activity against the test organisms.
[28]

 Moreover, 

DCMF and EAF fractions exhibited antibacterial activity against all tested bacterial strains. 

The Gram-positive bacteria B. cereus was the most sensitive; while the Gram-negative one E. 

coli was the most resistant. This suggested that the antibacterial activity of the tested fractions 

was closely associated with their phenolic contents (Figure 3). Extracts from Ocimun 

americanum dispayed bactericidal activity and showed good antibacterial activity as 

compared with that of a standard antibiotic such as gentamicin. Fractionations showed that 

alcohols are better solvents for the extraction of phenols and flavonoids from Ocimun 

americanum than ethers. Our previous findings on this plant revealed that it has high 

concentrations of phenolics compounds which have been reported to have potent antibacterial 

activities.
[29] 

 

Phenolic acids and flavonoids are generally better extracted using mixture of 

alcohols/water.
[30] 

Fractions exhibited antioxidant activities in correlation with their phenolic 

content. Earlier studies have also shown correlations between polyphenol content and 

antioxidant activities.
[31]

 There was a significant correlation between levels of phenolic 

compounds in the extracts and their antibacterial activity. Polyphenols, such as tannins and 

flavonoids, are well-known to have antibacterial activities.
[32]

 Other findings also showed that 

phenols and flavonoids highly contribute to the antioxidant activity
 

and antimicrobial 
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activity
[33,34]

 of plant extracts. The mechanism of toxicity of polyphenol against microbes 

could be explained by the inhibition of hydrolytic enzymes or other interactions with 

structural and transport proteins.
[35]

 In addition phenolic compounds can polymerize or yield 

quinones during oxidation reactions and these products could have toxicity effect against 

bacterial strains.
[36]

 Plant phenolic compounds are a major group of compounds acting as 

primary antioxidants due to their hydroxyl groups which contribute directly to the 

antioxidative action.
[37]

 Phenolic compounds are prominent hydrogen donors, making them 

good antioxidants.
[38]

 Moreover, the antioxidant activity of phenolic compounds is mainly 

due to their redox properties which play an important role as free radical scavengers, 

reducing agents, quenchers of singlet oxygen and chelators of pro-oxidant metals.
[39]

 As 

usually observed for most antibiotics, the antibacterial activity of O. americanum was most 

efficient against the Gram-positive bacteria than Gram-negative ones. Among the ten bacteria 

tested, B. cereus was the most sensitive to the extracts, while E. coli was the most resistant. 

E. coli is generally resistant to most plant extracts.
[40]

 These could be due to several possible 

reasons, in which the distinctive feature of Gram-negative bacteria is the presence of a double 

membrane surrounding the bacterial cell. Although, all bacteria have an inner cell membrane, 

Gram-negative bacteria have a unique outer membrane. Gram-negative bacteria possess an 

outer membrane and unique periplasm space not found in Gram-positive ones.
[41]

 This outer 

membrane excludes certain drugs and antibiotics from penetrating the cell, partially 

accounting for the reason why Gram-negative bacteria are generally more resistant to 

antibiotics than other Gram-positive bacteria. The highest sensitivity of B. cereus may be due 

to its cell wall structure and outer membrane.
[42]

 Thus as previously found of several 

foodborne bacterial,
[43]

 Gram-positive bacteria are more sensitive to O. americanum extracts 

than Gram-negative bacteria.
 
The resistance of Gram-negative bacteria towards antibacterial 

substances is related to the hydrophilic surface of their outer membrane which is rich in 

lipopolysaccharide molecules, presenting a barrier to the penetration of numerous antibiotic 

molecules and is also associated with the enzymes in periplasm space, which are capable of 

breaking down the molecules introduced from outside.
[44]

 Indeed, synergy research in 

phytomedicine has established itself as a new key activity in recent years. It is one main aim 

of this research to find a scientific rational for the therapeutic superiority of herbal drugs 

derived from traditional medicine as compared with single constituents thereof. Synergy 

effects of the mixture of bioactive constituents and their byproducts contained in plant 

extracts are claimed to be responsible for the improved effectiveness of many extracts and 

conventional antimicrobial drugs.
[21] 
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Table 1: Qualitative analysis of extract and fractions  

Compounds AEE OEF DCMF EAF BF 

Total phenolics  + - ++ +/- +/- 

Flavonoids + - +/- ++ +/- 

Triterpenes/steroids +/- - +/- +/- +/- 

Coumarins - - - - - 

Alcaloids +/- - - - - 

Saponosides + +/- +/- +/- ++ 

Cardenolides - - - - - 

 

Symbols stand for abundant = ++, presence =+, weak =+/- and absence = -  

Aqueous Ethanolic Extract is AEE; Oil Ether Fraction is OEF; Dichloromethane Fraction is 

DCMF; Ethyl Acetate Fraction is EAF; n-Butanol Fraction is BF. 

 

Table 2: MIC values of Ocimum americanum fractions alone and in combination against 

multi-resistants food bacterial strains. 

 S. typ Lm2 S. oro S. nig Ye 

Gen 500 250 125 500 500 

DCMF alone 500 250 250 500 500 

EAF alone 250 125 125 250 250 

DCMF + Gen 125 63 125 125 250 

EAF + Gen 63 31 31 125 125 

 

Gentamicin is Gen, Dichloromethane Fraction is DCMF; Ethyl Acetate Fraction is EAF, 

Salmonella typhimurium SKN 533 is S. typ, Listeria monocytogenes Scott A is Lm2, 

Salmonella oranienburg SKN 1157 is S. oro, Salmonella nigeria SKN 1160 is S. Nig and 

Yersinia enterocolitica 6A28 SKN 599 is Ye. 

 

Table 3: MBC values of ocimum americanum fractions alone and in combination against 

multi-resistants food bacterial strains. 

 S. typ Lm2 S.oro S. nig Ye 

DCMF alone ˃1000 1000 1000 ˃1000 ˃1000 

EAF alone 1000 250 500 1000 1000 

DCMF + Gen 250 125 250 500 1000 

EAF + Gen 125 63 63 250 250 

 

Dichloromethane Fraction is DCMF; Ethyl Acetate Fraction is EAF, Gentamicin is Gen. 

Salmonella typhimurium SKN 533 is S. typ, Listeria monocytogenes Scott A is Lm2, 

Salmonella oranienburg SKN 1157 is S. oro, Salmonella nigeria SKN 1160 is S. Nig and 

Yersinia enterocolitica 6A28 SKN 599 is Ye. 
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Table 4: Bacteriocidal/Bacteriostatic capacity of fractions of O. americanum alone or in 

combination with gentamicin 

 S. typ Lm2 S. oro S. nig Ye 

DCMF alone - - - - - 

EAF alone - + + - - 

DCMF + Gen + + + - - 

EAF + Gen + + + + + 

 

Gentamicin is Gen, Dichloromethane Fraction is DCMF; Ethyl Acetate Fraction is EAF. 

bactericidal effect (MBC/MIC = 1 or 2) = +; bacteriostatic effect (MBC/MIC = 4 or 16) =. 

Salmonella typhimurium SKN 533 is S. typ, Listeria monocytogenes Scott A is Lm2, 

Salmonella oranienburg SKN 1157 is S. oro, Salmonella nigeria SKN 1160 is S. nig and 

Yersinia enterocolitica 6A28 SKN 599 is Ye. 

 

Table 5: Fractional Inhibitory Concentration (FICI) in combination with gentamicin 

against food bacterial strains multi-resistants.  

 S. typ Lm2 S.oro S. nig Ye 

FICa 0.250 0.250 0.250 0.50 0.50 

FICb 0.125 0.125 0.25 0.25 0.25 

FICI 0.375 0.375 0.50 0.75 0.75 

Effect Syner Syner Syner Addi Addi 

 

FICa = MIC of the combination/MICa alone; FICb = MIC of the combination/MICb alone  

and FICI = FICa + FICb, a = Flavonoid-rich  fractions; b = Gentamicin.  

Salmonella typhimurium SKN 533 is S. typ, Listeria monocytogenes Scott A is Lm2, 

Salmonella oranienburg SKN 1157 is S. oro, Salmonella nigeria SKN 1160 is S. nig and  

Yersinia enterocolitica 6A28 SKN 599 is Ye. 

 

 

Figure 1: Polyphenol content of extract and fractions from Ocimum americanum L. 
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Aqueous Ethanolic Extract is AEE; Oil Ether Fraction is OEF; Dichloromethane Fraction is 

DCMF; Ethyl Acetate Fraction is EAF; n-Butanol Fraction is BF. Vertical bars indicate the 

average standard error for each experiment. 

 

 

Figure 2: Antioxydant activity of bioactive fractions from Ocimum americanum L. and 

reference compounds. 

 

Dichloromethane Fraction is DCMF; Ethyl Acetate Fraction is EAF; n-Butanol Fraction is 

BF. Vertical bars indicate the average standard error for each experiment. 

 

 

Figure 3: Inhibition zone diameters of fractions (dichloromethane and ethyl acetate 

fractions) from Ocimum americanum L. with conventional antibiotic (gentamicin) 

against food bacterial strains multi-resistants. 
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Bacillus cereus MADM 1291 = Bc, Bacillus cereus MADM 1561 =Kd, Listeria 

monocytogenes 057=Lm1, Listeria monocytogenes Scott A = Lm2, Salmonella infantis SKN 

557 =S. inf, Salmonella oranienburg SKN 1157=S. oro, Salmonella nigeria SKN 1160 =S. 

nig, Salmonella typhimurium SKN 533 = S. typ, Escherichia coli 81 nr. 148 SKN 541 =E. 

coli, Yersinia enterocolitica 6A28 SKN 599 =Ye. Vertical bars indicate the average standard 

error for each experiment. 

 

CONCLUSION 

The results of present study supports the traditional usage of Ocimum americanum L. and 

suggests that this herbaceous possess compounds with high antibacterial properties that can 

be used as antibacterial agents in developing new drugs for the therapy of infectious diseases 

caused by pathogenic bacteria. Moreover, based on the results of this study, flavonoid 

compounds of the plant should be analyzed further because of their potential as a source of 

broad spectrum antimicrobial compounds which can be use for treating infectious diseases 

caused by multi-resistant bacteria. Ultimately, the use of polyphenolic compounds in 

synergistic combination with antibiotics may become an effective alternative treatment 

strategy for antibiotic resistant bacteria. Our results illustrate that flavonoid compounds may 

have multiple mechanisms of antibacterial activity, which can synergize the bactericidal 

activity of various antibiotics.  
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Abstract: 

Objective: This research was designed to evaluate the polyphenolic content, antibacterial 

potency and antioxidant activity of extract and fractions from Laggera aurita L. (Asteraceae), a 

medicinal herbaceous from Burkina Faso. Methods: Total phenolic content was estimated by 

Folin Ciocalteu and AlCl3 methods. The antibacterial potency was investigated by agar disc 

diffusion, micro-well dilution (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) assay 

against ten bacteria. Theantioxidant activities of thesamples were evaluated by various in vitro 

assays like ferrous reducing antioxidant assay (FRAP), Total reducing power, 2, 2’-diphenyl-1-

picrylhydrazyl(DPPH) scavenging and  ABTS radical cation decolorization assays. Results: 

Estimation of Total phenolic and flavonoids contents revealed that EAF and DCMF have the 

highest phenolic and flavonoid contents 62.12±0.68mgGAE and 10.56±0.29mgQE respectively. 

These results indicated that most of the extracts were able to inhibit Gram-positive bacteria as 

compared to Gram-negative bacteria.Among the samples tested for antioxidant activities, EAE 

and DCMF have the highest activities compared to other fractions. These results showed that 

there were correlations (R
2
 = 0.527-0.984) between phenolic content, antioxidant activity and 

antibacterial capacity. Conclusion: These findings suggested that Laggera aurita L. is an 

important source for antibacterial component, and also a potential source of phenolic 

antioxidants. These results may be useful in explaining the medicinal applications of Laggera 

aurita L.  

Key words: polyphenol content, Antioxidant and antibacterial activities, Laggera aurita 

L.extract and fractions. 
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1. Introduction 

 The use of plants in the management and treatment of diseases stared with life. It has 

been observed that many plants do indeed have medicinal value and extracts from these plants 

have been used to make modern drugs 
[1]

. According to WHO, more than 80% of the world’s 

population relies on plant based herbal medicines for their primary health care needs
[2]

. Also, 

Plants contain phytochemicals with various bioactivities, including, antioxidant, anti-

inflammatory and anticancer activities. Currently, about 25% of the active component was 

identified from plants that are used as prescribed medicines 
[3]

. 

 In effect, indigenous plants are reservoirs of various metabolites and provide unlimited 

source of important chemicals that have diverse biological propertiesThere is an increase in drug 

resistant strains of human pathogenic bacteria all over the world. One way to prevent antibiotic 

resistance of pathogen species is to use new compounds that are not based on existing synthetic 

antimicrobial agents
[4]

. Systematic screening of plants may result in the discovery of novel 

effective compounds which would tackle the problem of drug resistance. 

The overproduction of reactive oxygen species like hydroxyl radical, superoxide anion 

radical, hydrogen peroxide radical can contribute to oxidative stress
[5]

. Oxidative damage of 

proteins, DNA and lipid is associated with chronic degenerative diseases including diabetes, 

hypertension, coronary heart disease, cancer etc
[6]

. Most of the reactive oxygen species are 

scavenged by endogenous defense systems. But these systems may not be completely efficient 

requiring them to depend on exogenous antioxidants from natural sources. Presently, there has 

been an amplified interest worldwide to identify antioxidant compounds which are 

pharmacologically effective or have low or no side effects for use in preventive medicine and the 

food industry
[7]

. Generally antioxidants have been identified as major health beneficial 



compounds reported from varieties of medicinal plants and are sources for alternative 

medicine
[8]

. 

Laggera aurita L.belongs to the family of Asteraceae is an annual herbacerous whichfound 

growing as weeds in Burkina Faso and spreadthroughout the sub-Saharan Africa
[9]

. In Burkina 

Faso, ethnobotanical investigations in the central region of Burkina Faso have shown that this 

Asteraceae is used frequently and widely in traditional medicine to treat various kinds of 

diseases such as malaria, fever, pain, stomatitis, asmatic, bronchitis and nasal congestion and has 

also antibacterial activity
[10]

. Although this specie has been reported to be ofsignificant 

ethnomedicinal use in Asia country like China, there is little or no ethno-use reported in Africa, 

except in Cameroon where it has been reported for use in cereal grains preservation and in 

Nigeria as remedy for pediatricmalaria
[11, 12]

. The Asian researchers have also done a lot of work 

and have reported various bioactive properties of these plants.Anti-inflammatory, antiviral, 

antibacterial and hepatoprotectiveproperties 
[13, 14, 15]

. Phytochemical analysis showed the 

presence of a number of sesquiterpenoids, monoterpenoids and some flavonoids with 

somebioactivity have been isolated
[16,17]

. However, no report has been made on the possible 

correlation study between polyphenol compounds, free radical scavengingcapacity and 

antibacterial of extracts from Laggera auritaL. (Asteraceae). Considering the above, this work was 

aimed at studyingthe possible correlation study between polyphenol compounds, free radical 

scavengingcapacity and antibacterial of extracts from Laggera auritaL. (Asteraceae). 

  



 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

2.1.1. Chemicals and reagents: 

The Folin-ciocalteu reagent, NaH2PO4, Na2HPO4, sodium carbonate, aluminium trichloride, 

gallic acid and quercetin were purchased from Sigma-aldrich chemie, Steinheim, Germany. 2,2-

diphenylpicrylhydrazyl (DPPH), trichloroacetic acid, and solvents used were from Fluka 

Chemie, Switzerland. Potassium hexacyanoferrate [K3Fe(CN)6] was from Prolabo and ascorbic 

acid was from Labosi, Paris, France. All chemicals used were of analytical grade. Authentic 

standards, such as Penicillin (25 μg) were purchased from Alkom Laboratories LTD. INT (p-

iodonitrotetrazolium chloride) was purchased from sigma-Aldrich chemie (Steinheim, 

Germany). 

 

2.1.2. Plant materials: 

Laggera auritaL. (Astereceae) was collected in September 2011 in Gampela, 25 Km east of 

Ouagadougou, capital of Burkina Faso. The plant was identified in the Laboratory of Biology 

and Ecology, University of Ouagadougou, where a voucher specimen was deposited.  

2.1.3. Bacterial strains and antibiotics 

Ten reference strains bacteria (Gram-positive and Gram-negative) were tested: Kd = Bacillus 

cereus, Bc= Bacillus cereus MADM 1291, Lm1= Listeria monocytogenes 057, Lm 2 = Listeria 

monocytogenes Scott A, S. inf= Salmonelle infantis SKN 557, S.oro = Salmonella oranienburg 

SKN 1157, S.nig= Salmonella Nigeria SKN 1160, S.typ= Salmonella typhimurium SKN 533, 

Ec= Escherichia coli 81 nr. 148 SKN 541, Ye= Yersinia enterocolitica 6A28 SKN 599. 

 



2.2. Methods 

2.2.1. Preparation of extracts: 

The collected plants materials were dried at room temperature and crushed into a fine powder. 

Fifty grams (50g) of powdered plant material were extracted with 80% aqueous ethanol (500 ml) 

in ratio 1/10 (w/v) for 24 h under mechanic agitation (SM 25 shaker, Edmund BÜHLER, 

Germany) at room temperature. After filtration, ethanol was removed under reduced pressure in 

a rotary evaporator (BÜCHI, Rotavopor R-200, Switzeland) at approximatively 40°C and freeze-

dried by Telstar Cryodos 50 freeze-dryer. These ones were filtered and freeze-dried. The extract 

residues were weighed before packed in waterproof plastic flasks and stored at 4°C until use. 

The yields of different crude extract were calculated and expressed as grams of extract 

residues/100 g of dried plant materials. 

2.2.2. Fractionation  

Fifty grams (50g) of powdered plant material were extracted with 80% aqueous ethanol (500 ml) 

in 1/10 ratio (w/v) for 24 h under mechanic agitation (SM 25 shaker, Edmund BÜHLER, 

Germany) at room temperature. After filtration, ethanol was removed under reduced pressure in 

a rotary evaporator (BÜCHI, Rotavopor R-200, Switzeland) at approximately 40°C. The aqueous 

extracts were subjected to sequential liquid-liquid extraction with oil ether, dichloromethane, 

ethyl acetate and n-butanol. Each fraction was then collected and concentrated to dryness under 

reduced pressure to obtain oil ether fraction (OEF), dichloromethane fraction (DCMF), ethyl 

acetate fraction (EAF) and n-butanol fraction (n-BF). The different fractions were freeze-dried 

by Telstar Cryodos 50 freeze-dryer. The fraction residues were packed in waterproof plastic 

flasks and stored at 4°C until use. 

 

2.2.3. Polyphenols determination 



2.2.3.1. Total phenolic content: 

Total polyphenols were determined by Folin-Ciocalteu method as described by
[18]

. Aliquots (125 

µl) of solution from extract or each fraction in methanol (10 mg/ml) were mixed with 625 µl 

Folin-Ciocalteu reagent (0.2 N). After 5 min, 500 µl of aqueous Na2CO3 (75 g/l) were added and 

the mixture was vortexed. After 2 h of incubation in the dark at room temperature, the 

absorbencies were measured at 760 nm against a blank (0.5 ml Folin-Ciocalteu reagent + 1 ml 

Na2CO3) on a UV/visible light spectrophotometer (CECIL CE 2041, CECIL Instruments, 

England). The experiments were carried out in triplicate. A standard calibration curve was 

plotted using gallic acid (Y= 0.0289x-0.0036; R
2 

= 0.9998).The results were expressed as mg of 

gallic acid equivalents (GAE)/100 mg of extract or fractions. 

 

2.2.3.2. Total flavonoid content: 

The total flavonoids were estimated according to the Dowd method as adapted by
[18]

. 0.5 ml of 

methanolic AlCl3 (2%, w/v) were mixed with 0.5 ml of extract or each fraction solution (0.1 

mg/ml). After 10 min, the absorbencies were measured at 415 nm against a blank (mixture of 0.5 

ml extract solutions and 0.5 ml methanol) on a UV/visible light spectrophotometer (CECIL CE 

2041, CECIL Instruments, England) and compared to a quercetin calibration curve (Y= 0.0289x-

0.0036; R
2 

= 0.9998). The data obtained were the means of three determinations. The amounts of 

flavonoids in plant extracts were expressed as mg of quercetin equivalents (QE)/100 mg of 

extract or fractions. 

 

2.2.3.3. In vitro antioxidant activity determination 

2.2.3.3.1. DPPH radical method: 



Radical scavenging activity of extract or each fraction against stable DPPH(2, 2’-diphenyl-1-

picrylhydrazyl, Fluka) was determined with a UV/visible light spectrophotometer (CECIL CE 

2041, CECIL Instruments, England) at 517 nm as described by
[18]

. Extract solutions were 

prepared by dissolving 10 mg of dry extract in 10 ml of methanol. The samples were 

homogenized in an ultrasonic bath. 0.5 ml of aliquots which were prepared at different 

concentrations from each sample of extract was mixed with 1 ml of methanolic DPPH solution 

(20 mg/ml). After 15 min in the dark at room temperature, the decrease in absorption was 

measured. All experiments were performed in triplicate and expressed in mmol Ascorbic Acid 

Equivalent per g of extract or fraction (Y= -16.815x+6.8373; R
2 

=0.9976). Quercetin was used as 

positive control. 

 

2.2.3.3.2. ABTS radical cation decolorization assay: 

For ABTS radical cation decolorization assay, the procedure followed the method of 
[18]

. ABTS 

was dissolved in water to a 7mM concentration. ABTS radical cation (ABTS
·+

) was produced by 

reacting ABTS stock solution with 2.45mM potassium persulfate (final concentration) and 

allowing the mixture to stand in the dark at room temperature for 12 h before use. This mixture 

was diluted with ethanol to give an absorbency of 0.7 ± 0.02 units at 734 nm using a UV/visible 

light spectrophotometer (CECIL CE 2041, CECIL Instruments, England). For our study, we used 

10 µL of the diluted sample (1 mgmL
-1

 in methanol) which was allowed to react with 990 µL of 

fresh ABTS
·+

 solution and the absorbance was taken 6 min exactly after initial mixing. Ascorbic 

acid was used as standard (Y= -0.0342x+0.634; R
2 

= 0.9996) and the capacity of free radical 

scavenging was expressed as mmol Ascorbic Acid Equivalent per g of extract or fraction. 

Quercetin, a reference compound was used as positive control. 

 



2.2.3.3.3. Iron (III) to iron (II) reduction activity (FRAP): 

The FRAP assay was performed according to
[19]

. 0.5 mL of extract or each fraction (1 mgmL-1) 

was mixed with 1.25 mL of phosphate buffer (0.2M, pH 6.6) and 1.25 mL of aqueous potassium 

hexacyanoferrate [K3Fe(CN)6] solution (1%). After 30 min incubation at 50°C, 1.25 mL of 

trichloroacetic acid (10%) was added and the mixture was centrifuged at 2000 × g for 10 min. 

Then, the upper layer solution (0.625 mL) was mixed with distilled water (0.625mL) and a 

freshly prepared FeCl3 solution (0.125mL, 0.1%). Absorbencies were read at 700 nm on a 

UV/visible light spectrophotometer (CECIL CE 2041, CECIL Instruments, England)and 

Ascorbic acid was used to produce the calibration curve (Y= 0.008x-0.0081; R
2 

= 0.9999). The 

iron (III) reducing activity determination was performed in triplicate and expressed in mmol 

Ascorbic Acid Equivalent per g of extract or fractions. Troloc, a reference compound was used 

as positive control. 

2.2.4.In vitro antibacterial activity 

2.2.4.1. Preparation of inocula 

The susceptibility tests were performed by Mueller Hinton agar-well diffusion method
[20]

.  

The bacterial strains grown on nutrient agar at 37 °C for 18 h were suspended in a saline solution 

(0.9 %, w/v) NaCl and adjusted to a turbidity of 0.5 Mac Farland standard (10
8
 CFU/ml). To 

obtain the inocula, these suspensions were diluted 100 times in Muller Hinton broth to give 10
6
 

colony forming units (CFU)/ml. 

2.2.4.2. Preparation of discs 

The stock solutions of extract or each fraction were dissolved in 10 % dimethylsulfoxide 

(DMSO) in water at a final concentration of 10 mg/ml. The stock solutions of extracts were 

sterilized by filtration through 0.22 μm sterilizing Millipore express filter. The sterile discs (6 

mm) were impregnated with 10 μL of the sterile solution of extract or each fraction. Negative 

controls were prepared using discs impregnated with 10 % DMSO in water and commercially 



available antibiotic diffusion discs (Penicillin 25 μg from Alkom Laboratories LTD) were used 

as positive reference standards for all bacterial strains
[20]

. 

2.2.4.3. Disc-diffusion assay 

Petri plates (9 cm) were prepared with 20 ml of a base layer of molten Mueller Hinton agar 

(DIFCO, Becton Dickinson, USA). Each Petri plate was inoculated with 15 μl of each bacterial 

suspension (10
6
 CFU/ml). After drying in a sterile hood, 6 mm diameter discs soaked with 10 μl 

of the different extract solution dilutions were placed on the agar. Discs containing Penicillin (25 

μg) were used as positive controls and 10 % DMSO was used as a negative control. The plates 

were incubated for 24 h at 37 °C. The diameters of the inhibition zones were evaluated in 

millimeters. The extract inducing inhibition zone ≥ 3 mm around disc were considered as 

antibacterial. All tests were performed in triplicate and the bacterial activity was expressed as the 

mean of inhibition diameters (mm) produced
[20]

. 

 

2.2.4.4. Minimum inhibitory concentration (MIC) 

Minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by the microdilution method in culture 

broth as recommended by
[20, 21]

. Eight serial two-fold dilutions of extracts or conventional 

antibiotic (Penicillin) were prepared as described before, to obtain final concentration range of 

10 mg/ml to 0.156 µg/ml. The last wells (n°8) served as sterility controls (contained broth only) 

or negative control (broth + inoculums). The 96-well micro-plates (NUNC, Danemark) 

containing 100 μL of Mueller Hinton (MH) broth were used. For each bacteria strain, three 

columns of eight wells to the micro-plate were used. Each well has getting: the culture medium + 

extracts or Gentamycin or Penicillin + inoculum (10 μl of inocula) and INT (50 μl; 0.2 mg/ml for 

30 min). The plates were covered and incubated at 37°C for 24 h. All tests were performed in 

triplicate and the bacterial activity was expressed as the mean of inhibitions produced. Viable 

microorganisms reduced the yellow dye to a pink colour. The MIC was defined as the lowest 

concentration of substance of extracts at which no colony was observed after incubation. So, the 



MIC was defined as the lowest concentration where no change was observed, indicating no 

growth of microorganism.  

 

2.2.4.5. Minimal bactericidal concentration (MBC)  

Minimum bactericidal concentration (MBC) was recorded as a lowest extract concentration 

killing 99.9% of the bacterial inocula after 24 h incubation at 37°C. Each experiment was 

repeated at least three times. MBC values were determined by removing 100 μl of bacterial 

suspension from subculture demonstrating no visible growth and inoculating nutrient agar plates. 

Plates were incubated at 37°C for a total period of 24 h. The MBC is determined with the wells 

whose the concentrations are ≥ MIC
[20, 22]

. The MBC were determined in Mueller Hinton (MH) 

agar (DIFCO, Becton Dickinson, USA) medium. 

2.2.4.6. Evaluation of bactericidal and bacteriostatic capacity 

The action of an antibacterial on the bacterial strains can be characterized with two parameters 

such as Minimum inhibitory concentration (MIC) and Minimum bactericidal concentration 

(MBC). According to the ratio MBC/MIC, we appreciated antibacterial activity. If the ratio 

MBC/MIC = 1 or 2, the effect was considered as bactericidal but if the ratio MBC/MIC = 4 or 

16, the effect was defined as bacteriostatic
[20]

. 

 

2.2.5. Statistical analysis: 

The data were expressed as Mean±Standard deviation (SD) of three determinations. Statistical 

analysis (ANOVA with a statistical significance level set at p<0.05 and linear regression) was 

carried out with XLSTAT 7.1. 

3. Results 

3.1. Polyphenol content: 



The total phenolics content per 100 mg of laggera auritaL. extract andfractions ranged 

from 62.12±0.68mgGAE to 9.07±0.17mgGAE. The highest content of total phenolics was 

detected in EAF with 62.12±0.68mgGAE following by DCMFwith 23.67±0.05mgGAE. The 

lowest total phenolics were obtained in OEF with respectively 9.07±0.17mgGAE.  

The total flavonoids content per 100 mg of Laggera auritaL. extract andfractions ranged 

from 10.56±0.29mgQE to 1.28±0.20mgQE. The highest content of total flavonoids in Laggera 

auritawas detected in DCMF with 10.56±0.29mgQE following byEAF with 10.12±0.06mgQE. 

The lowest total flavonoids were obtained in OEF with respectively 1.28±0.14mgQE. The results 

are recorded in the (Figure 1) 

3.2. Antioxidant activity: 

The measures of antioxidant activity were obtained using three described methods. Results are 

consigned in the (Figure 2). The reduction capacity of DPPH radicals was determined by the 

decrease of the absorbance induced by antioxidant at 517 nm, which is induced by antioxidant. 

The values of different concentrations varied respectivebly from (9.472 ± 0.1941 mmoL AAE/g 

extract to 4.907± 0.0587 mmoL AAE/g extract). From these result, the strongest DPPH activity 

was obtained by EAF with 9.472 ± 0.1941 mmol AAE/g extract followed by DCMF 

with 9.347± 0.0602 mmoL AAE/g extract. The lowest activity was obtained by OEF with 4.907± 

0.0587 mmoL AAE/g extract. Control compound gave 13.76±0.26 mmoL AAE/g extract for 

Quercetin.  

For ABTS assay, the following were values obtained respectivebly 0.78±0.083 mmoL 

AAE/g extract for EHA,0.58±0.04 mmoL AAE/g extract for OEF,2.03± 0.308 mmoL AAE/g 

extract forDCMF, 2.9±0.003mgAGE/100mg extracts for EAF and 1.85±1.43GAE/100 mg 

extract for BF. From these result, the strongest ABTS activity was obtained byEAFwith 

2.9±0.003 mmoL AAE/g extract followed by DCMF with 2.03±0.308 mmoL AAE/g extract. 



The lowest activity was obtained by OEF with 0.58± 0.04mg GAE/100 mg extract. The 

reference compound is Quercetin 7.81 ± 0.21 mmol AAE/g extract. 

For FRAP radical cation decolorization assay, the different values were respectivebly, 

1.22± 0.057 mmoL AAE/g extract for EHA,1.73±0.026 mmoL AAE/g extract for OEF, 

5.99±0.029 mgGAE/100mg extracts forDCM, 3.72±0.182 mgGAE/100mg extracts for 

EAF,3.39± 0.108 mg GAE/100 mg extract for BF. From these result, the strongest FRAP activity 

was obtained byDCMFwith 5.99± 0.029 mmoL AAE/g extract followed by EAF with 

3.72±0.182 mgGAE/100mg extracts. The lowest activity was obtained by OEF with 0.67± 

0.06mg GAE/100 mg extract. Control compound gave 7.46±3.38 mmoL AAE/g extract for 

Trolox. 

 

3.3. Antibacterial capacity 

In this present study, ten bacteria strain (Gram-negative and Gram-positive bacteria) were 

used. The antibacterial assays were performed by the agar-well diffusion and the broth micro 

dilution methods; so that they could be qualified and quantified by inhibition zone diameters, 

MIC and MBC. One noticed that the susceptibility of the bacteria to the extracts on the basis of 

inhibition zone diameters varied according to the microorganism, the results are reported in 

Figure 3. There is a significant variation in the diameters of inhibition zone values (DIZ) of 

extracts (Figure 3).  

As for the micro-well dilution assay (MIC) and Minimum bactericidal concentration 

(MBC) of extracts, result varied according to the microorganism (Table 1 and Table 2). The MIC 

values were ranged from 10 mg/ml to 0.625 μg/ml and for the MBC values were ranged from 

˃10 mg/ml to 2.5 μg/ml. The bactericidal and bacteriostatic effect of extracts was determined 

using the ratio MBC/MIC (Table 3). 



3.4. Correlation between polyphenol compounds, antioxidant and antibacterial activities:  

Therelationships between polyphenol compounds and antibacterialactivity of the different 

extracts were computed (Fig. 4a, 4b and 4c).The R
2
 values were ranged between 0. 596 to 0.984. 

The correlations between polyphenol compounds and antioxidant capacity are shown (Fig. 5a, 5b 

and 5c).The R
2
values were ranged between 0.726 to 0.567. 

 

4. Discussion 

Medicinal plants are an important source of antioxidants
[23]

 (Rice-Evans, 2004) and 

natural antioxidants increase the antioxidant capacity of the plasma and reduce the risk of certain 

diseases such as cancer, heart diseases and stroke
[24]

. The secondary metabolites like phenolics 

and flavonoids from plants have been reported to be potent free radical scavengers. They are 

found in all parts of plants such as leaves, fruits, seeds, roots ad bark
[25]

. There are many 

synthetic antioxidants in use. It is reported, however, they have several side effects, such risk of 

liver damage and carcinogenesis
[26]

. There is a need for more effective, less toxic and cost 

effective antioxidants. Medicinal plants appear to have these desired comparative advantages, 

hence the growing interest in natural antioxidants from plants. 

The phytochemical screening revealed in this research the presence of polyphenol 

content, steroids and triterpenies. The presence of the metabolites in our extracts has already 

been reported by
[10]

.The results showed that EAF following DCMF presented the highest amount 

of polyphenol content than the other fractions. The abundance of these fractions in polyphenols 

may explain the traditionally use of this Asteraceae in the treatment of bacterial infections. 

Because polyphenols are important antibacterial activity
[27]

. The abundance of two fraction 

extracts in polyphenol content should also explained antioxidant activity results. In effect, it is 

well known that, total phenolics constitute one of the major groups of compounds 

antioxidants
[28]

. Also, Phenols are very important plant constituents because of their scavenging 



ability due to their hydroxyl groups. The phenolic compounds may contribute directly to 

antioxidative action
[29]

.It is known that polyphenolic compounds have inhibitory effects on 

mutagenesis and caracinogenesis in humans when ingested up to 1 g daily from a diet rich in 

fruits and vegetables
[30]

. Phenolic compounds from plants are known to be good natural 

antioxidants. The interests of phenolics are increasing in the food industry because they retard 

oxidative degradation of lipids and thereby improve the quality and nutritional value of food
[31]

. 

About the antioxidants properties, three methods were used for a best appreciation of our 

results; because a recent study demonstrates that there are differences between the test systems 

for the determination of the antioxidants properties
[32, 33]

. As a matter of fact, it is interesting to 

evaluate at last two or more methods. Analysis of our results shows a relationship between 

polyphenol content and antioxidants properties as
[34,35,36]

showed linear.These findings are in 

accordance with the earlier reports on total phenolic and antioxidant activity in roseship 

extracts
[37]

.  

 Moreover, plants have been model source of medicines as they are a reservoir of 

chemical agents with therapeutic properties. They provide a good source of anti-infective agents, 

for example emetine, quinine and berberine which still remain to be highly effective instruments 

in the fight against microbial infections. Various publications have documented the antimicrobial 

activity of plant extracts
[38,39,40]

. The results obtained in this study indicate a considerable 

difference in antibacterial activity with extracts. The bacteriostatic and bactericidal activity could 

be ascribed to the presence of polyphenol compounds. In effect, some previous studies 

showedthat polyphenolic compounds cause inhibition of a widerange of microorganisms. Phenol 

is well known as achemical antiseptic
[41]

. In addition, Phenolic and terpenicantimicrobial 

activities are well documented
[42]

.Polyphenols, such as tannins and flavonoids, are 

importantantibacterial activity
[43]

. The antimicrobial activityof flavonoids is due to their ability to 

complex withextracellular and soluble protein and to complex withbacterial cell wall while that 



of tannins may be relatedto their ability to inactivate microbial adhesions,enzymes and cell 

envelop proteins
[44]

. 

 The results indicated that most of the extracts were able to inhibit Gram-positive bacteria 

as compared to Gram-negative bacteria. This is further confirmed by the previous studies by
[45,46]

 

that describe the high sensibility of Gram-positive bacteria towards plant extracts and their 

component. Certain authors 
[47]

 reported that Gram-negative bacteria are more resistant to the 

plant-based organic extracts because the hydrophilic cell wall structure of Gram-negative is 

constituted essentially of a lipopolysaccaharide (LPS) that blocks the penetration of hydrophobic 

oil and avoids the accumulation of organic extracts in target cell membrane
[48]

. This is the reason 

why Gram positive bacteria were found to be more sensitive to various extracts.  

 One notice that extracts are more sensible on certain bacteria strains those standard drugs 

(Gentamycin and penicillin). According a study 
[49]

, a probable degree of lipophilicity might be 

responsible for the extracts being higher in activity than standard drugs used lipophilicity toxicity 

is due to the interactions with the membrane constituents and their arrangement. Considering the 

above, Gram-positive bacteria should be moresusceptible since they have only an outer 

peptidoclycanslayer which is not an effective permeability barrier asreported by
[50]

. But in this 

study, we found contradictingresults. Bacillus cereus some Gram-positive has developed 

resistance to the β-lactam antibiotics dueto the production of chromosomal or plasmid 

mediatedβ-lactamases or by producing penicillin binding proteins(PBPs). All the Staphylococcus 

aureus strains have fromPBPs (PBP1 to PBP4), but MRSA express a special PBP(PBP2 or 

PBP2a) from the mec A gene PBP2a takes overthe biosynthetic function of normal PBPs in the 

presenceof inhibitory concentration of β-lactams because PBP2has a decreased binding affinity 

to β-lactams
[51]

. Thishas resulted in the development of multidrug resistanceagainst β-lactam and 

other antibiotics. In addition, thepolysaccharide capsular material in some of the 

pathogenicmicroorganism is responsible for virulence andantimicrobial resistance
[52]

. 

 



 

Conclusion 

This study on this Asteraceae confirms that Laggera aurita L. isa good candidate for 

antibacterial and antioxidant uses. Thus, which many explain the traditional basis of using this 

herbaceous in the treatment of various bacterial infections in Burkina Faso.Further 

pharmacological investigations are required to identify the active constituents of the plant 

extracts responsible for the antioxidant and antibacterial effects.  
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Table 1: Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of extract and Fractions from  Laggera 

aurita 

 LM2 Bc S.typ S.oro S.inf E. coli Kd S.nig Ye Lm 1 

 



EHA 10 5 10 5 2.5 10 5 10 5 10 

FEP 10 5 1.25 5 2.5 10 2.5 5 2.5 10 

FDM 10 1.25 0.625 1.25 1.25 5 5 5 2.5 5 

FAE 10 1.25 10 1.25 2.5 5 5 5 2.5 5 

FB 2.5 2.5 5 2.5 1.25 5 2.5 5 5 5 

The results are the means of number of the colonies ± standard deviations 

 

 

 

 

 

Table 2: Minimum bactericidal concentration (MBC) of extract and Fractions from  

Laggera aurita. 

 

  BC S.typ        S.inf                      S. oro   Lm2 E. coli Kd S. nig ye Lm 1 

EHA 10 ˃10 10     ˃10 ˃10  ˃10      10       ˃ 10               10 ˃10         

FEP 10 5 10   ˃10 ˃10 >10   5 10 5      ˃10      

FDCM 2.5 5 ˃10 ˃10 ˃10 10 10 10 5 10 

FAE 2.5 10 ˃10  10 ˃10 10 10 10 5 10 

FB 5 10 5 10 10 10 5 10 10           10 

 



The results are the means of number of the colonies ± standard deviations. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3: Bacteriocidal/Bacteriostatic capacity ofLaggera aurita 

 

 Bc S.typ S.inf S.oro Lm2 E. coli Kd S. nig ye Lm 1 

EHA + - - - - - + - + - 

FEP + - - - - - + - + - 

FDCM + - - - - + + + + + 

FAE + + - - - + + + + + 



FB + + - - - + + + + + 

The results are the means of number of the colonies ± standard deviations. 

+: bactericidal effect (MBC/MIC = 1 or 2) –: bacteriostatic effect (MBC/MIC = 4 or 16). 
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Figure 1: Polyphenol content of extract and fractions from Laggera aurita L. 
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Figure 2: Antioxidant activity of extract and fractions from Laggera aurita L. 

 

 

Figure 3: Inhibition Zone Diameters of extract and fractions from Laggera aurita L. and 

conventional antibiotics (Penicillin and Gentamycin). 
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Figure 4a: Correlation between Polyphenol content and antibacterial activity (Bc= Bacillus 

cereusstrains) 
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Figure 4b: Correlation between polyphenol content and antibacterial activity (Kd = Bacillus 

cereus strains) 
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Figure 4c: Correlation between polyphenol content and antibacterial activity (Ye= Yersinia 

enterocolitica 6A28 SKN 599) 
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Figure 5a: Correlation between polyphenol content and antioxidant activity (DPPH method) 
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Figure 5b: Correlation between polyphenol content and antioxidant activity (FRAP method) 
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Figure 5c: Correlation between polyphenol content and antioxidant activity (ABTS method) 

 

 

 

 

 

 

y = 7,201x - 2,464 
R² = 0,696 

y = 1,576x + 1,038 
R² = 0,567 

0

10

20

30

40

50

60

70

0 2 4 6 8

P
o

ly
p

h
e

n
o

l c
o

n
te

n
t 

Antioxidant (ABTS) activity (mmol AAE/g) 

Total Phenolics (mg
GAE/100 mg)

Total Flavonoids (mg
QE/100 mg)


