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PREFACE

Les plantes de Ocimum basilicum et de Ocimum gratissimum, appartenant a la famille des
Lamiaceae, poussent dans toutes les régions du Bénin et sont trés largement utilisées par les
populations locales, qui les mettent couramment en culture autour des habitations et dans les
centres maraichers puis les proposent sur les marchés locaux. Ces deux espéces ne sont pas
disponibles sur toute 1’année a cause de leur cycle végétatif d’une part et d’autre part en
raison de la forte pression anthropique. Elles possedent de nombreuses vertus sur le plan
médical, culinaire et phytosanitaire (antiviral, antifongique, insecticide et bactéricide). Cette
pression anthropique entrainerait plus tard 1’extinction de leur biodiversité. Grace aux travaux
de these du Professeur YAY Eléonore, Maitre de Conférences des Universités, a la Faculté
des Sciences et Techniques (FAST) de I’Université d’Abomey-Calavi (UAC), leur culture,
leurs usages et surtout leurs huiles essentielles sont connues depuis les années 1990. Les
méthodes traditionnelles de culture de ces deux espéces de Ocimum trés prisées sur le plan
culinaire et sur le plan phytothérapeutique ne permettent plus de satisfaire la demande de plus
en plus croissante due a I’accroissement de la démographie. Il s’avére alors indispensable
d’utiliser les méthodes classiques de la biotechnologie moderne végétale pour d’une part
réaliser leur production a grande échelle et d’autre part améliorer leurs métabolites
secondaires (huiles essentielles). Pour y parvenir, la culture in vitro constituerait 1’une des
voies a explorer. Ces deux espéces de Ocimum regorgent donc une forte potentialité

économique pour une nation lorsqu’elles sont valorisées.

Prof. Dr Ir. Guy Apollinaire MENSAH
Directeur de Recherches au CAMES
Directeur du Centre de Promotion et de Transfert
des
Technologies de I'Université d’Abomey-Calavi
Institut National des Recherches Agricoles du

Bénin
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Introduction

L’initiation d’Ocimum basilicum et d’Ocimum gratissimum en culture in vitro a été étudiée.
(Aidam A. V., 2005). Ces espéces sont les plus cultivées au Bénin. Les résultats obtenus
indiquent que la concentration de I’hypochlorite de sodium qui conviendrait le mieux serait de
10% pour ’espéce O. basilicum et O. gratissimum en culture in vitro, aussi bien pour les
graines que pour les boutures. (Dossoukpévi, 2008). Aprées la détermination de la dose
optimale de I’hypochlorite de sodium a utiliser, il s’est agi ensuite de developper des
stratégies de production a grande échelle de O. basilicum et de O. gratissimum. Ce qui fut
fait et les résultats indiquent qu’il y a un fort taux de régénérescence et un bon
développement des organes aériens des deux espéces étudiées sur le milieu de base MS
modifié par la combinaison 1 mg/L d’ANA associ¢ a 1mg/l de BAP. (Dossoukpevi et al.,
2012).

Les deux especes de Ocimum ont une importante source d’huiles essentielles.

Quelle serait I’incidence de la culture in vitro sur les constituants des huiles essentielles de ces

deux especes ?

L’objectif de la présente fiche technique est d’évaluer les principes actifs des vitroplants et

des plantes méres des huiles essentielles de Ocimum basilicum et de Ocimum gratissimum.

MATERIEL VEGETAL

Plantes meres Ocimum basilicum Plantes méres Ocimum gratissimum
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Le matériel végetal est constitué de deux especes de Ocimum a savoir : Ocimum basilicum et
Ocimum gratissimum. L’authenticité botanique des échantillons étudiés a éte effectuée a
I’Herbier National du Bénin (HNB). Ces échantillons ont ét¢ identifiés sous les numéros
AA6436/HNB pour Ocimum basilicum L. et AA6437/HNB pour Ocimum gratissimum L. Les
explants qui sont des segments uninodaux des tiges des deux especes ont éte prelevés dans la
serre du Laboratoire Central des Biotechnologies Végétales et Amélioration des Plantes
(LCBVAP).

1. METHODOLOGIE

1.1 Procédé d’extraction des huiles essentielles des deux espéces de Ocimum

L’extraction des huiles essentielles (HEs) des plantes de O. basilicum (OB) et de O.
gratissimum (OG) obtenues en serre et leurs vitroplants respectifs est réalisée par la méthode
de I’hydrodistillation (Clévenger, 1928). Cette extraction concerne quatre (04) échantillons
dont deux composés de plants naturels (ttmoins de OB et OG) et deux de vitroplants (OB et
OQG). Cette distillation a 1’eau a permis d’extraire les essences contenues dans les feuilles
fraiches apres récolte, sous la pression de la vapeur d’eau. Le mélange vapeur d’eau et huile
essentielle est condensé a I’aide d’un systéme réfrigérant puis collecté dans un essencier.
L’huile est ensuite séparée de ’eau par décantation a 1’aide d’une micropipette. Cette
distillation a duré en moyenne 180 minutes. L’huile essentielle récupérée a été conservée au

réfrigérateur a 4°C jusqu’a analyse.
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Figure 5: Schema delappareil de distillation des huiles
essentieles:hydrodistillation

Source : Laboratoire de Pharmacognosie et des Huiles
Essentielles a'ISBA de Cotonou.

1.2 Détermination du rendement des huiles essentielles obtenues

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (RHE), est défini comme
étant le rapport entre la masse de 1’huile essentielle obtenue aprées extraction (M') et la masse

de la matiére végétale utilisée (M). 1l est donné par la formule suivante :

RHE =M’/M X 100

RHE: rendement en huile essentielle des feuilles de chaque espéce ;

M" : masse de I’huile essentielle obtenue en gramme;

M : masse des feuilles de chaque espece de Ocimum utilisée en gramme et qui vaut 100 g.
1.3 Analyse phytochimique des huiles essentielles extraites des deux espéeces de Ocimum

L’identification des constituants de I’huile essentielle se fait par comparaison du spectre de

masse de chaque pic séparé par Chromatographie Gazeuse CG avec ceux reportés comme
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références dans des librairies spécialisées de spectrométrie de masse. Le dosage des huiles
essentielles des deux espéces de Ocimum étudiées a été réalisé par la méthode
Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) et par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée
a la Spectrométrie de Masse (CPG/SM). La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une

technique permettant de séparer les composes d'un mélange.

Tableau 1 : Récapitulatif des Conditions opératoires des analyses par CG/SM

Colonne capillaire

HP5 MS

Stabilwax

Mode de détection Impact Electronique Impact Electronique

Courant d’ionisation 70 eV 70 Ev

Longueur 30m 60m

Diamétre interne 0,25mm 0,25mm

Epaisseur de phase 0,25um 0,25um

Température du détecteur 320°C 320°C

(FID)

Gaz vecteur Hélium Hélium

Débit 0,7 ml/min 0,3ml/min

Pression en téte de colonne 10-7 mbar 10-7 mbar

Pression (source, analyseur)  280°C 280°C

Température d’interface

Température de I’injecteur 250°C 250°C

Programmation du four 2°C/min de 60°C a 280°C 2°C/min de 60°C a 280°C

8 min a 60°C 8 min a 60°C
15 min a 280°C 15 min a 280°C

Concentration Pur Pur

échantillons

Quantité injectée 1l 1l

Mode d’injection Split 1 :20 Split1:20
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2. RESULTATS

Figure 1 : Plant naturel et vitroplant de O. basilicum

Source : LCBVAP/DGB/FAST/UAC

Figure 1 : Plant naturel et vitroplant de O. gratissimum

Source : LCBVAP/DGB/FAST/UA
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2.1 Rendement en huiles essentielles

Tableau 2 : Données sur P’extraction des huiles essentielles de O. basilicum et de O.

gratissimum
PLANTE Masse Rendement
FAMILLE | ESPECE | Nature Organe | Masse d’huile | D’extraction
Plante (@ essentielle (%)
(8
Ocimum Plante
Basili-~— | M¢ 47 1,11
LaMia- | 0 ore Feuille | 425
CEAE wum
1,27 0,85

Vitroplant | Feuille | 150

Ocimum Plante

tissi- | M@ 6,93 1,07
Gratissi ere Feuille | 650
Mum

2,34 1,04
Vitroplant | Feuille | 225

Les résultats du tableau montrent que les feuilles du témoin de O. gratissimum (1,07%) ont
une teneur identique en huile essentielle que celles du vitroplant (1,04%). Pour O. basilicum,
les feuilles du témoin (1,11%) ont une teneur légerement élevée en huile essentielle que celles
du vitroplant (0,85%).

Les huiles essentielles des feuilles fraiches de Ocimum basilicum et de Ocimum gratissimum
cultivés en serre constituent le témoin et celles des mémes especes produites en culture in

vitro sont extradites (vitroplants).
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Tableau 3: Compositions chimiques des huiles essentielles des feuilles des plants

naturels (témoin) et des vitroplants de Ocimum basilicum

Classes des HE S/Classes des HE Constituants Témoin Vitroplant
Hydrocarbonés y-terpinene 19,32% 19,32%
- Témoin : 51,35% | Ortho cymene 2,52% 2,52%
Monoterpénes - Vitroplant : a-Terpinolene 3,73% 3,73%
69,35% Terpinen-4-ol 25,78% 43,78%
- Témoin : 76,64%
- Vitroplant : Oxygénés Trans- 1,00% 1,10%
94,74% - Témoin :25,29% | sabinenehydrate
- Vitroplant :
25,39% Linalool 24,29% 24,29%
Sesquiterpénes Hydrocarbonés Caryophyllene 2,00% 2,00%
- Témoin : 5,26%
- Vitroplant : 5,26% | Trans-o- 3,26% 3,26%
- Témoin : 5,26% bergamotene
- Vitroplant : 5,26%
Oxygeénés Indéterminé NEANT NEANT
- Témoin : Néant
- Vitroplant :
Néant
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Tableau 4 : Compositions chimiques des huiles essentielles des feuilles des plants

naturels (témoin) et des vitroplants de Ocimum gratissimum

Classes des HE S/Classes des HE Constituants | Témoin Vitroplant
Hydrocarbonés y-terpinene 5,54% 5,54%
- Témoin: B-cymene 52,00% 52,00%
60,97% p-Cymenene 3,43% 3,43%
- Vitroplant :
60,97%
trans- 2,40% 0,40%
Monoterpénes sabinene
hydrate
- Témoin: 4-Terpinenyl 0,51% 0,51%
90,60% Oxygénés acetate
- Vitroplant :
67,34% - Témoin: Methyl thymol | 0,90% 0,90%
29,63% ether
- Vitroplant : L-4-terpineol | 1,1 6% 1,16%
6,37%
Thujene-2-one | 0,44% 0,44%
Z-Citral (neral) | 0,75% 0,75%
Citral 0,58% 0,58%
Carvacrol 22,89% 1,63%
(Iso-B)- 3,52% 3,52%
caryophyllene
Sesquiterpénes Hydrocarbonés
- Témoin:8,90% | a- 0,44% 0,44%
- Témoin : 9,41% - Vitroplant : Caryophyllene
- Vitroplant : 8,90%
8,90% B-Selinene 3,82% 3,82%
a-Selinene 1,12% 1,12%
Oxygénés Caryophyllene | 0,51% Indéterminé

- Témoin : 0,51%
- Vitroplant : 0%

oxyde
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Tableau 5: Composés majoritaires Tableau 6 : Composés majoritaires des
des huiles essentielles de O. basilicum huiles essentielles de O. gratissimum

Témoin et vitroplant . .
( plant) (Témoin et vitroplant)

Constituants Pourcentage (%) Constituants Pourcentage (%)
Témoin | Vitroplant Témoin | Vitroplant
Terpinen-4-ol 25,78 | 43,78 B-cymene 52,00 52,00
Linalool 24,29 24,29 Carvacrol 22,89 1,63
y-terpinene 19,32 | 19,32 y-terpinene 5,54 5,54
a-Terpinolene 3,73 3,73 B-Selinene 3,82 3,82
trans-a- 3,26 3,26 (Iso-B- 3,52 3,52
bergamotene )caryophyllene
TOTAL (%) 76,38 | 94,38 TOTAL (%) 87,77 66,51

2.2 Principaux composés majoritaires identifiés
Les principaux composés majoritaires identifiés sont :

- pour Ocimum basilicum, le Terpinen-4-ol, le Linalool et le vy-terpinene
représentant entre 70 et 88 % des huiles essentielles totales. Les autres constituants
importants sont le a-Terpinolene (environ 4 %) et le trans-a-bergamotene (environ
3,50 %) ;

- pour Ocimum gratissimum, le B-cymene et le Carvacrol représentant entre 54
et 75 % des huiles essentielles totales. Les autres constituants importants sont le y-
terpinene (environ 6 %), le B-Selinene (environ 4 %) et le (Iso) caryophyllene (environ
4 %).

e Les résultats ci-dessus révélent trés peu de variation au niveau des composés entre

plantes meéres et vitroplants de la méme espece.
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e Les huiles essentielles de O. gratissimumsont en majorité monoterpéniques (90,60 %),
avec une prepondérance des composés hydrocarbonés (67,71 %) dominés par le B-
cymene (52,00 %).

e Les huiles essentielles de O. basilicum sont également de type monoterpénique
(93,74%), avec une proportion de monoterpénes hydrocarbonés (69,45 %) largement

supérieure a celle des monoterpénes oxygéneés (24,29 %). (Dossoukpevi et al., 2016).

Les résultats révelent trés peu de variation au niveau des composes entre plantes meres
(témoin) et vitroplants de la méme espéce. S’agissant de O. basilicum, les taux des composés
sont constants sauf le taux de Terpinen-4-ol (43,78) du vitroplant qui est largement supérieur
a celui (25,78) de la plante mére. Quant au O. gratissimum, les taux des composés sont aussi
constants sauf le taux de carvacrol (22,89) de la plante mere qui est plus élevé que chez celui
(1,63) du vitroplant.

3. IMPLICATION POUR LE DEVELOPPEMENT

Les huiles essentielles des feuilles de Ocimum basilicum et de Ocimum gratissimum ont quant
a elles révélé des activités antibactériennes [Adebolu et al., 2005 ; Shafique et al., 2011] qui
pourraient étre utiles en médecine vétérinaire. Grace a leurs huiles essentielles, Ocimum
basilicum et Ocimum gratissimum sont utilisées par les populations pour les soins primaires.
Elles sont utilisées comme insecticide pour se protéger des piqlres de moustique d’une part,

et d’autre part semblent efficaces a tous les stades de développement contre des ravageurs.

Les composés possédant la plus grande efficacité antibactérienne et le plus large spectre sont
des phénols: le thymol, le carvacrol et I’eugénol. 1l y a aussi les alcools monoterpéniques tels
que : le géraniol, le linalool, le thujanol, le myrcénol et le terpinéol. Les propriétés
antioxydantes sont notamment attribuées, a la présence dans la composition de ces huiles
essentielles des phénols des monoterpenes oxygénés (linalool; 1,8-cinéole; néral) et quelques
monoterpenes hydrocarbonés (y-terpinéne; a-terpinene et a-Terpinolene). Les deux espéces
de Ocimum étudiees comportent des composés chimiques leur conférant des activités
antibactériennes et antioxydantes. Les vitroplants de ces deux espéces sont donc a diffuser

aux fins de permettre aux populations de satisfaire leurs besoins vitaux.
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CONCLUSION

Les variations observées au niveau de la composition chimique de chacune de ces deux huiles

pourraient étre lies a I’écologie, a la période au cours de laquelle les plantes ont été récoltées

dans I’année. Les proportions de composés majoritaires et minoritaires sont plus ou moins

respectees aussi bien chez les vitroplants que chez les plantes méres en dépit de quelques rares

variations qui a coup sdr serait soit liée a la différence de nutrition entre vitroplants et plants

naturels (témoin). Les stress ressentis par les organes cultivés in vitro participent a

I’exsudation d’un bon nombre de métabolites secondaires qui naturellement ne sont pas

présents ou sont présents mais en de trés faibles concentrations.
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